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LiteraturUibersicht

1 Literaturiubersicht
1.1 Einfihrung

Bis heute stellt die Sepsis ein lebensbedrohliches Krankheitsbild dar, das trotz
intensivmedizinischer MaBnahmen mit einer hohen Letalitdt von bis zu 50 % verbunden ist
(Friedmann et al.,, 1998). In dem Bemiihen, effektive Therapiestrategien in der Sepsis-
Behandlung zu finden, gewann in den letzten Jahren das kdrpereigene aktivierte Protein C
zunehmend an Bedeutung. Aktiviertes Protein C (APC) ist einer der wichtigsten physio-
logischen Inhibitoren der plasmatischen Blutgerinnung. Neben seinen antikoagulativen
Eigenschaften besitzt es profibrinolytische und antiinflammatorische Wirkmechanismen
(Esmon, 2000a), die eine ideale Erganzung in der Behandlung systemischer Entziindungs-
zustédnde und Koagulopathien darstellen. Die exogene Zufuhr von rekombinantem humanem
APC (rhAPC) hat sich als Medikation zur Behandlung der akuten Sepsis bereits bewahrt
(Bernard et al., 2001). Das multifunktionale APC scheint jedoch auch bei anderen
Indikationen einsetzbar zu sein.

In der folgenden Literaturibersicht werden die bis dato bekannten Effekte und Wirk-
mechanismen des APC erlautert (Brueckmann et al., 2006). Zudem werden die angiogenen
Wachstumsfaktoren ,vascular endothelial growth factor-C* (VEGF-C) und Angiopoietin-2
(Ang-2) sowie deren Rezeptoren naher beschrieben und weitere Angiogenese-relevante
Faktoren im Uberblick dargestellt. Da die Wirkung von APC bisher noch nicht an
endothelialen Progenitorzellen (EPCs) erforscht wurde, wird eine Einflihrung in die Thematik
der EPCs geboten.

1.2 Eigenschaften und Wirkungen von aktiviertem Protein C (APC)
1.2.1 Ursprungsort und Aktivierung von Protein C

APC ist eine Vitamin-K-abhangige Serinprotease (MG 62000 Da), die in der Leber, in
vaskularen Endothelzellen (ECs) und Keratinozyten zundchst als inaktives Vorlauferprotein
(Protein C) synthetisiert wird (Kisiel, 1979; Xue et al., 2007). Die Aktivierung des Protein C
startet mit der spezifischen Bindung von Thrombin an Thrombomodulin, einem Rezeptor-
protein an der EC-Oberflache. Thrombin und Thrombomodulin fusionieren zum Thrombin-
Thrombomodulin-Komplex, der Protein C binden und in seine aktive Form Uberflihren kann
(Esmon, 1989). Eine erleichterte Aktivierung findet statt, wenn Protein C bereits an den
Endothelialen Protein C-Rezeptor (EPCR) gebunden ist (Stearns-Kurosawa et al., 1996).

Die physiologische Funktion des APC besteht in der Kontrolle und Regulation des
Gerinnungssystems. Neben seiner antikoagulativen und profibrinolytischen Wirkung greift es
auch ins Entziindungsgeschehen ein, indem es antiinflammatorische Effekte vermittelt (Yan
et al., 1994; Bajzar, 1996; Esmon, 2000a).
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Der Plasmaspiegel von Protein C liegt beim Menschen bei etwa 3 - 5 ug/ml, die aktive
Form APC kommt beim gesunden Menschen in einer Konzentration von 2,3 ng/ml vor
(Gruber et al., 1992; He et al., 2004). Die therapeutische Dosis im Rahmen der Sepsis-
Therapie betragt 24 pg/ml/h (Bernard et al., 2001). Rekombinant hergestelltes humanes APC
(rhAPC) wird von der Firma Eli Lilly, Indianapolis, USA unter dem Namen ,Xigris“ vertrieben;
des Weiteren tragt rhAPC auch den generischen Namen ,Drotrecogin alfa (aktiviert)*.

Die rekombinante Form des APC besitzt, ebenso wie die im Plasma vorliegende Form,
eine Halbwertszeit von ca. 20 Minuten (Heeb et al., 1989; Esmon, 2002). Demgegeniber
zeigt sich das nicht aktivierte Protein C mit einer Halbwertszeit von 10 Stunden deutlich
stabiler (Okajima et al., 1990). Die kurze Haltbarkeit des APC im Organismus erklart sich
durch die Existenz verschiedener Plasmaserin-Proteasen, die APC entweder abbauen oder
neutralisieren kénnen, wie z.B. Protein C Inhibitor, ai1-Antitrypsin, a2-Antiplasmin und
~Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1* (PAI-1) (Heeb et al., 1989; Scully et al., 1993; Esmon,
2002).

1.2.2 Antikoagulative Wirkung von APC

Die Aufrechterhaltung der Blutzirkulation ist abhédngig von der kardiovaskularen Aktivitat
und der Funktionalitdt des Gerinnungssystems. Die Blutgerinnung gestaltet sich als ein
komplex aufeinander abgestimmtes System von Koagulation und Fibrinolyse. APC
verhindert eine UbermaBige Aktivierung der Gerinnungskaskade und bestimmt als kérper-
eigenes Antikoagulanz maBgeblich die Stabilisierung des hamostatischen Gleichgewichts.

Zum besseren Verstandnis der Angriffspunkte von APC, soll zunachst auf die
Physiologie der Blutgerinnung (Abb. 1-1) naher eingegangen werden (Meyer, 1993): Der
prokoagulative Mechanismus des exogenen Gerinnungssystems wird Gber die Freilegung
von subendothelial gelegenem ,tissue factor (TF) initiiert. Durch mechanische Verletzung
der Endothelzellschicht, aber auch Uber eine gesteigerte Expression (z.B. induziert von den
Zytokinen Interleukin-1 (IL-1) und Tumor-Nekrose-Faktor-a (TNF-a)) wird vermehrt TF
freigesetzt. Auch im Rahmen einer Sepsis steigt der TF-Spiegel Uber Mikrolasionen des
Endothels sowie nach reaktiver Uberproduktion. Nach Kontakt des TF mit dem
plasmatischen Gerinnungsfaktor VII (F VII) bildet sich ein aktiver Komplex, der den
Gerinnungsfaktor X zu seiner aktiven Form Xa aktiviert. Faktor Xa wiederum Uberfihrt die
inaktive Vorstufe Prothrombin in das aktive Thrombin.

Thrombin ist der zentrale Mediator der Blutgerinnung. Es vermittelt die Umwandlung von
Fibrinogen zu Fibrin und aktiviert Thrombozyten. Das Uber Thrombin entstandene Fibrin
bildet die molekulare Grundlage des Blutgerinnsels, welches durch Quervernetzung Uber
Faktor Xllla an Stabilitéat gewinnt.
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Thrombin kann Uber positive Rickkopplung seine eigene Generierung steigern. Dies
geschieht Uber die Aktivierung des Gerinnungsfaktors F V zu F Va. Zusammen mit F Xa,
Calcium und Phospholipiden bildet F Va den Prothrombinasekomplex, der die Aktivierung
von Prothrombin weitaus effizienter vermitteln kann, als F Xa alleine. F X kann neben dem
genannten TF/FVII-Komplex auch von den Faktoren Vllla und IXa des endogenen
Gerinnungssystems aktiviert werden, die mit Calcium und Phospholipiden den hochpotenten
Tenasekomplex bilden. Die Entstehung dieses Komplexes ist wiederum von Thrombin
abhéangig, da es den F VIl in seine aktive Form Gberfahrt.

Thrombin steuert jedoch auch selbstregulatorisch inhibierende Effekte. Es limitiert seine
UberschieBende Entstehung selbst, indem es zeitgleich antikoagulative Reaktionen einleitet.
Dies geschieht durch die bereits erwdhnte Bildung des Thrombin-Thrombomodulin-
Komplexes, der das inaktive Vorlaufer-Protein C in APC umwandelt (Esmon, 1989). Nach
Dissoziation vom EPCR verbindet sich das APC mit seinem Kofaktor Protein S, das Vitamin-
K-abhangig vor allem in Leber und Endothel synthetisiert wird. Gemeinsam bewirken beide
Proteine eine Hemmung der Koagulationskaskade durch proteolytische Inaktivierung der
Gerinnungsfaktoren Va und Vllla (Hesselvik et al., 1991; Rigby et al., 2004). Dies fuhrt zu
einer indirekten Hemmung der Thrombinbildung Uber Inhibierung des von F Va abhéngigen
Prothrombinase-Komplexes und des von F Vllla abh&ngigen Tenase-Komplexes. Durch
Verminderung des Thrombin-Spiegels wird die Umwandlung von Fibrinogen in Fibrin
gehemmt und so eine UberschieBende Koagulation verhindert. Dieser negative RUck-
kopplungsmechanismus besitzt eine entscheidende Funktion in der Regulation der
Blutgerinnung. Das APC nimmt in diesem Zusammenhang eine Schllsselposition in der
physiologischen Antikoagulation ein.

APC bt seine antikoagulative Wirkung besonders stark in der Mikrozirkulation aus, da
hier in Relation zum Blutvolumen eine wesentlich héhere Endothelzelldichte vorliegt (Busch
et al., 1982). Das Angebot an Thrombomodulin ist in der Mikrozirkulation dementsprechend
erhéht, und damit auch die Voraussetzung zur APC-Synthese (Esmon; 1989; Esmon, 2001).

Stérungen des gerinnungshemmenden APC-Wirkmechanismus verschieben das
hamostatische Gleichgewicht in Richtung Koagulation und bewirken eine Ubersteigerte
Aktivierung der Blutgerinnung, die mit geféhrlichen thromboembolischen Komplikationen
verbunden sein kann. Aktivierende Koagulopathien kénnen erblicher oder erworbener Natur
sein; sie kdnnen z.B. in einem Funktionsverlust, einer Minderproduktion oder im erhéhten
Verbrauch von APC bestehen.

Die haufigste angeborene Stdérung ist eine Punkimutation des Faktor V-Gens, die zur
Resistenz dieses Faktors gegentber APC fihrt. Diese als ,Faktor V Leiden Mutation®
bekannte Erkrankung kann mit ausgeprégten Thrombosierungen einhergehen (Dahlb&ck et
al., 1996). Lebensbedrohliche Thromboembolien werden auch durch erbliche, homozygote
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Defekte des Protein C verursacht (Seligsohn et al., 1984). Der hereditare Protein C-Mangel
resultiert ebenfalls in einer erhdhten Thromboseinzidenz, besonders in den tiefen Bein- und
Mesenterialvenen (Dreyfus et al., 1991). Des Weiteren kann der antikoagulative APC-
Wirkmechanismus auch durch angeborene Defekte des Thrombomodulin und Antithrombin
beeintrachtigt werden (Murin et al., 1998; Robetorye et al., 2001).

Erworbene Stérungen des APC-Systems beziehen sich meistens auf Erkrankungen des
Syntheseorgans fir Protein, die Leber. Bei einem Leberparenchymschaden wird z.B. ein
dysfunktionales Protein C synthetisiert (He et al., 2004). Auch die schwere Sepsis bedingt
einen erworbenen Mangel an Protein C. Im Zuge der Sepsis ist einerseits der Verbrauch von
Protein C und APC gesteigert, andererseits ist die Syntheseleistung der Leber verringert
(Dhainaut et al., 2001). Zusatzlich hemmt die Aktivierung inflammatorischer Zytokine (TNF-a
und IL-1) die Produktion von Thrombomodulin. Dadurch kann das vorhandene Protein C
schlechter zu APC aktiviert werden (Conway et al., 1998; Faust et al., 2001).

Endogenes System Exogenes System
Kontakt mit Fremdoberflache Verletzung von Gewebe
FXIl — FXlla TF

!

FXI —» FXla

ﬂ Tenasekomplex

FIX — |FIXa FVlla | «<— F VI
Calcium Calcium
Phospholipide Phospholipide
F Villa
l
FX — v v  FX
Prothrombinasekomplex
FXa- FVa

Calcium - Phospholipide

!

Prothrombin ——» Thrombin

Fibrinogen — Fibrin — Gerinnsel
Abbildung 1-1: Schema der Blutgerinnung und antikoagulative Wirkung von APC

Vereinfachte Darstellung des endogenen und exogenen Systems der Blutgerinnung
(modifiziert nach: Meyer, 1993). APC hemmt die Koagulationskaskade durch proteo-
lytische Inaktivierung der Gerinnungsfaktoren F Va und F Vllla (rot markiert) und
reduziert dadurch indirekt die Thrombin-induzierte Umwandlung von Fibrinogen zu
Fibrin, dem Grundbestandteil eines Blutgerinnsels. F = Faktor
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1.2.3 Profibrinolytische Wirkung von APC

Das héamostatische Gleichgewicht kann nicht nur durch Beeinflussung der Koagulation,
sondern auch durch Modulation der Fibrinolyse reguliert werden. Als Gegenspieler der
Koagulation hat das Fibrinolysesystem die Aufgabe, bereits gebildete Fibringerinnsel wieder
aufzulésen. Der Hauptakteur in der Fibrinolyse ist das Plasmin. Diese Protease besitzt die
Fahigkeit, Fibrinnetzwerke sowie Fibrinogen zu spalten. Die Entstehung von Plasmin wird
durch den endothelialen ,tissue-Plasminogen-Aktivator” (t-PA) vermittelt. Dieser aktiviert das
Vorlauferprotein Plasminogen zu Plasmin, wobei eine Bindung von Plasminogen an Fibrin
notwendig ist. Plasminogen kann des Weiteren auch durch den ,Urokinase-Plasminogen-
Aktivator” (u-PA) zu Plasmin aktiviert werden.

Neben den profibrinolytischen Plasminogenaktivatoren existieren auch Inhibitoren der
Fibrinolyse. Hierzu z&hlen einerseits die Plasmininhibitoren und andererseits die
Plasminogenaktivatorinhibitoren, wie der ,Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1* (PAI-1). PAI-1
kann unter Komplexbildung t-PA inaktivieren und somit die Bildung von Plasmin
herabsetzten. Wahrend eines Entziindungsgeschehens steigt die Konzentration von PAI-1
als Reaktion auf Thrombin und proinflammatorische Zytokine, wie IL-1 und TNF-a, stark an.
Auch Lipopolysaccharid (LPS) und Endotoxine bewirken im Verlauf einer Sepsis eine
Erhéhung der PAI-1-Spiegel. Der von Thrombozyten, Megakaryozyten und ECs
synthetisierte PAI-1 wird deshalb zu den Akute-Phase-Proteinen gerechnet (Sakata et al.,
1986).

Die profibrinolytische Wirkung des APC (Abb. 1-2) setzt am Fibrinolyse-Inhibitor PAI-1
an, den es durch Komplexbildung inaktiviert. Dadurch wird der t-PA vor einer Inaktivierung
durch PAI-1 geschitzt und kann vermehrt Plasmin bilden. APC férdert die Fibrinolyse durch
diesen Mechanismus auf indirekte Weise (van Hinsbergh et al., 1985; Esmon, 2001).

Neben der Inaktivierung von PAI-1 vermindert APC zusétzlich dessen Entstehung. Dies
geschieht indirekt durch Hemmung der Bildung von Thrombin, das maBgeblich die
endotheliale PAI-1-Freisetzung triggert (Bajzar et al., 2004).

Auch der ,Thrombin-aktivierbare Fibrinolyse-Inhibitor* (TAFI) wird indirekt durch APC
gehemmt. Aktivierter TAFI entfernt die C-terminalen Lysin- und Argininreste von Fibrin und
verhindert so die Anlagerung von Plasminogen und t-PA. Dadurch wird die Bildung aktiven
Plasmins verlangsamt und dementsprechend auch der fibrinolytische Abbau des Gerinnsels
(Bajzar et al.,, 1995 und 2004). Indem APC das zur Aktivierung des TAFI notwendige
Thrombin herunterreguliert, kann es den TAFI indirekt hemmen.

APC vermag zuséatzlich die t-PA-induzierte Lyse des Fibrinnetzes direkt zu
beschleunigen (Hesselvik et al., 1991).
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TAFI aktiv
I—tPIasmin = Fibrinolyse

TPA (tissue plasminogen Freisetzung von
activator) undloder ————J fibringebundenem
UPA (urokinase-type Plasminogen

plasminogen activator)

Abbildung 1-2: Profibrinolytische Wirkung von APC

Indirekt profibrinolytisch: APC steigert die Bildung des zentralen fibrinolytischen
Faktors Plasmin durch Hemmung der Fibrinolyse-Inhibitoren PAI-1 und TAFI.

Direkt profibrinolytisch: APC beschleunigt die t-PA-induzierte Auflésung von Fibrin-
netzen.

PAI-1 = Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1, t-PA = tissue-Plasminogen-Aktivator,
TAFI=Thrombin-aktivierbarer Fibrinolyse-Inhibitor (entnommen aus: Brickmann et al.,
2006; mit freundlicher Genehmigung des Verlages).
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1.2.4 Indirekte und direkte antiinflammatorische Wirkung von APC

Die indirekte antiinflammatorische Wirkung des APC beruht auf seinem inhibierenden
Einfluss auf die Thrombin-Entstehung. Da APC Uber die Inaktivierung der Gerinnungs-
faktoren Va und Vllla die Bildung von Thrombin hemmt (siehe 1.2.2), werden auch die durch
Thrombin hervorgerufenen proinflammatorischen Effekte vermindert (Esmon et al., 2000b).

APC hemmt beispielsweise die Thrombin-induzierte Aktivierung von Thrombozyten und
ECs. Dadurch wird die Freisetzung proinflammatorischer Chemokine (z.B. IL-6 und IL-8)
minimiert und die Chemotaxis von Monozyten und Neutrophilen gehemmt. Uber Herab-
setzung der Thrombinbildung vermindert APC auch die Expression des Adhasionsmolekiils
P-Selektin auf der Endothelzelloberflaiche und hemmt so die P-Selektin-vermittelte
Aktivierung von Monozyten und neutrophilen Granulozyten (Sugama et al., 1992; Grinnel et
al., 1994). Des Weiteren senkt APC die Thrombin-induzierte endotheliale Expression des
.platelet derived factor® (PAF), der neutrophile Granulozyten aktiviert (Bizios et al., 1986;
Johnson et al., 1998) (Abb.1-3).

Die direkte antiinflammatorische Wirkung von APC scheint unabhdngig von seiner
antikoagulativen Wirkung zustande zu kommen und wird Uberwiegend Uber die endothelialen
und monozytaren Rezeptoren fur APC (siehe 1.2.6) vermittelt.

So hemmt APC in vitro direkt die LPS- oder Interferon-y-induzierte, monozytére
Produktion der proinflammatorischen Zytokine TNF-a (Grey et al., 1994), ,macrophage
migration inhibitory factor-1* (MIF-1) (Schmidt-Supprian et al., 2000) und ,macrophage
inflammatory protein-1a“ (MIP-1a) (Brueckmann et al., 2004). In Endothelzell-Experimenten
vermindert rhAPC die Aktivitat des Transkriptionsfaktors ,nuclear factor kappa B“ (NF-kB)
und ebenso die Expression mehrerer von NF-kB regulierter Gene, z.B. der Zelladhasions-
molekile ,vascular cell adhesion molecule-1“ (VCAM-1) und ,intercellular adhesion
molecule-1“ (ICAM-1) sowie E-Selektin (Joyce et al., 2001) (Abb. 1-3). Dementsprechend
wird auch die E-Selektin-vermittelte Leukozytenadhasion an der Endothelzelloberflache
gehemmt (Grinnel et al., 1994). Eine durch APC verminderte LPS-induzierte Aktivierung von
NF-kB konnte auch in humanen Monozyten festgestellt werden, ebenso die Hemmung der
Expression und Aktivierung des Transkriptionsfaktors ,Aktivator Protein-1“ (AP-1), der eine
entscheidende Rolle bei der Produktion des proinflammatorischen TNF-a spielt (White et al.,
2000; Yuksel et al., 2002).
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Abbildung 1-3: Indirekte und direkte antiinflammatorische Effekte von APC

Indirekt _antiinflammatorisch: APC hemmt die Entstehung von Thrombin und
antagonisiert dadurch einige der proinflammatorischen Thrombineffekte, wie z.B.: die
Thrombin-induzierte Aktivierung von ECs und Thrombozyten sowie die endotheliale
Expression der Adhasionsmolekiile ICAM-1, VCAM-1, P- und E-Selektin.

Direkt antiinflammatorisch: APC hemmt die Expression der proinflammatorischen
Zytokine TNF-a, MIF-1, MIP-1-a, IL-1 und IL-6 in Monozyten.

EPCR = Endothelialer Protein C-Rezeptor; ICAM = ,intercellular adhesion molecule®;
IL = Interleukin; VCAM = ,vascular cell adhesion molecule“; MIF-1 = ,macrophage
migration inhibitory factor-1; MIP-1-a = ,macrophage inflammatory protein-1-a;
TNF-a = Tumor-Nekrose-Faktor-a (entnommen aus Brickmann et al., 2006; mit
freundlicher Genehmigung des Verlages).
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1.2.5 Antiapoptotische und proliferationssteigernde Wirkmechanismen von
APC

Die antiapoptotischen Effekte von APC werden (ber spezifische APC-Rezeptoren
vermittelt (siehe 1.2.6) und resultieren in einer Veranderung der endothelialen Expression
von Apoptose-relevanten Genen. So wird die Expressionsrate von proapoptotischen Genen,
wie Calcireticulin, ,testosterone-repressed prostatic message-2“ (TRMP-2) und Bax in EC-
Kulturen gehemmt, wéhrend antiapoptotische Gene, wie z.B. ,inhibitor of apoptosis-1 (IAP1)
vermehrt exprimiert werden. APC vermag ebenfalls die Aktivitat des antiapoptotischen
Transkriptionsfaktors ,,B-cell-lymphoma-2“ (Bcl-2) zu steigern (Joyce et al., 2001).

Des Weiteren hemmt APC die p53-induzierte Apoptose von ischdmiegeschadigten
zerebralen ECs und reduziert Caspase-3-abhangige proapoptotische Signaltransduktions-
wege. Uber diese Mechanismen kommt dem APC auch eine potentiell neuroprotektive
Wirkung zu (Cheng et al., 2003; Chen et al., 2006).

Das multifunktionale APC verfugt zudem Uber proliferatives Potential. Sowohl bei
humanen ECs (Uchiba et al., 2004), als auch bei Keratinozyten (Xue et al., 2004) konnte in
vitro eine Steigerung der Zellproliferation nachgewiesen werden. Uber eine Aktivierung von
Mitogen-aktivierbaren Proteinkinasen (MAP-Kinasen), die fir die Regulation des Zellzyklus
und das Zellwachstum bedeutsam sind, steigert APC die DNA-Synthese und damit auch die
Proliferation. Zusatzlich konnte eine migrationsférdernde Wirkung bei Keratinozyten Uber
eine Aktivitatssteigerung und vermehrte Expression der Matrix-Metalloproteinase-2 (MMP-2)
festgestellt werden (Xue et al., 2004). Diese Effekte spielen eine wichtige Rolle bei der
Reepithelialisierung in der Wundheilung.

1.2.6 Rezeptoren fur APC

Die antiinflammatorischen und antiapoptotischen Effekte des APC werden in ECs Uber
den G-Protein-gekoppelten, Protease-aktivierbaren Rezeptor-1 (PAR-1) vermittelt. APC kann
den PAR-1 jedoch nur in Interaktion mit dem EPCR aktivieren, der als Korezeptor fungiert.
So ist eine bereits vorhandene Bindung von APC an den EPCR Voraussetzung fir die
proteolytische Aktivierung des Rezeptors PAR-1 (Riewald et al., 2002). PAR-1 wird nicht nur
auf ECs exprimiert, sondern auch auf glatten Muskelzellen, Kardiomyozyten, Thrombozyten,
Fibroblasten, Zellen des Immunsystems und Nervenzellen (Ruf et al., 2003; Trejo et al.,
2003).

Bisher wurden vier verschiedene PAR-Subtypen (PAR-1 bis PAR-4) identifiziert, die je
nach Zellart variierende Expressionsmuster zeigen (Preissner et al., 2000). Uber die PAR-
Rezeptoren erfolgt eine Modulation von Rho-Kinasen, deren Funktion u. a. die intrazellulare
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Steuerung der Gentranskription beinhaltet (Zeng et al., 2004). Es bestehen Unterschiede in
der funktionellen Bedeutung der vier PAR-Subtypen. Sowohl anti- als auch pro-
inflammatorische Effekte kdnnen Uber PAR-Rezeptoren vermittelt werden. Im Verlauf einer
Sepsis findet ein Wandel der endothelialen Expression von PAR-1 zu PAR-2 statt: PAR-1
wird Uberwiegend in der frihen Phase der anhaltenden systemischen Inflammation
exprimiert, wahrend PAR-2 erst zu einem spateren Zeitpunkt an Bedeutung gewinnt, da
dieser Rezeptor durch proinflammatorische Zytokine induziert wird (Ruf, 2004). Als Ligand
des murinen Protease-aktivierbaren Rezeptor-3 (PAR-3) Ubt APC direkt protektive Effekte
aus, indem es antiapoptotische Signalwege in Neuronen aktiviert (Guo et al., 2004).

Da ein GroBteil der APC-Wirkung Gber PAR-1 Ubertragen wird, ist er der zentrale
Rezeptor fur APC-vermittelte direkte Effekte. PAR-1 ist jedoch nicht spezifisch fir APC;
diverse weitere Proteasen, unter anderem Thrombin, kénnen ihn ebenfalls aktivieren.
Thrombin jedoch bewirkt proinflammatorische, dem APC entgegengesetzte Wirkungen am
PAR-1-Rezeptor. APC hemmt (ber den PAR-1-Signaltransduktionsweg die Expression
proinflammatorischer und proapoptotischer Gene; zeitgleich verstarkt es die Expression von
antiinflammatorischen und antiapoptotischen Genen und stabilisiert so die endotheliale
Barrierefunktion. Thrombin dagegen vermittelt genau das Gegenteil. Eine Erklarung fur
dieses Phanomen findet sich darin, dass APC bestimmte Kofaktoren auf der
Endothelzelloberflache mitaktiviert, wodurch die PAR-1-Signaltransduktion moduliert wird
(Bae et al., 2007). Derartige Kofaktoren sind Thrombomodulin und der bereits erwdhnte
EPCR (Fukudome et al., 1994; Ruf et al., 2003). Dieser, zum Typ 1 der transmembranéaren
Proteine zahlende Rezeptor wird Uberwiegend von ECs exprimiert, befindet sich aber auch
auf Monozyten und neutrophilen Granulozyten (Fukudome et al., 1994; Laszik et al., 1997).
EPCR besitzt fir APC und Protein C eine &hnliche Affinitat und ist neben seiner Funktion als
Kofaktor der PAR-1-Aktivierung maBgeblich an der Uberfiihrung von Protein C in seine
aktive Form beteiligt. An EPCR gebundenes Protein C wird dem Thrombin-Thrombomodulin-
Komplex préasentiert, was die Uberfilhrung in die aktive Protein C-Form wesentlich erleichtert
(Stearns-Kurosawa et al., 1996). Die Mitbeteiligung des EPCR an der Vermittlung anti-
inflammatorischer Signale wurde im Tierexperiment mit Affen bestatigt. Nach Blockade des
EPCR stieg die Letalitdtsrate bei subletaler E.-coli-Infusion (Taylor et al., 1987), zeitgleich
erfolgte eine signifikante Erhéhung der Serumspiegel der proinflammatorischen Zytokine IL-6
und IL-8.

Ein weiterer von APC Uber ,Rezeptoren-Crosstalk” aktivierbarer Rezeptor ist der
Sphingosin-1-Phosphat-1-Rezeptor (S1P1, friiher: ,endothelial differentiation sphingolipid G-
protein coupled receptor, EDG1). Es wird vermutet, dass APC (ber die Aktivierung von
EPCR und PAR-1 die intrazelluldre Sphingosin-Kinase-1-Aktivitat steigert und dadurch
vermehrt Sphingosin-1-Phosphat gebildet wird. Dieses kann an den S1P1-Rezeptor auf ECs

10
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binden und ihn Gber den Proteinkinase-3-Weg aktivieren. Der genaue Ablauf der APC-
induzierten Transaktivierung von S1P1 ist jedoch noch nicht geklart. S1P1 vermittelt
protektive Effekte, die die Endothelzell-Integritat férdern (Feistritzer und Riewald, 2005;
Finigan et al., 2005).

1.2.7 Dosisabhangigkeit der Wirkung von rekombinantem humanem (rh) APC

Die Effekte von therapeutischen und supratherapeutischen rhAPC-Dosierungen kénnen
in vitro differieren. Dies erschwert die Ubertragbarkeit der Resultate von in vitro-
Experimenten, in denen haufig supratherapeutische rhAPC-Konzentrationen eingesetzt
wurden. Beim Menschen kann unter therapeutischer rhAPC-Infusion eine mediane rhAPC-
Plasmakonzentration von etwa 45 ng/ml erreicht werden (Macias et al., 2002). In vitro
werden jedoch bisweilen Konzentrationen eingesetzt, die die erreichbaren Plasmaspiegel um
ein Vielfaches Uberschreiten (500 ng/ml bis 200 pg/ml). Demnach sind die Ergebnisse dieser
in vitro-Experimente nicht unmittelbar mit den in vivo-Untersuchungen vergleichbar.
Beispielsweise bewirkt eine Stimulation mit einer supratherapeutischen APC-Konzentration
von 2,75 pg/ml in ,human umbilical vein endothelial cells* (HUVECs) eine signifikante
Steigerung der Expression der proinflammatorischen Zytokine IL-6 und IL-8 auf mRNA- und
Proteinebene (Hooper et al., 1998). Dagegen flihren die bei Sepsispatienten erreichten
Konzentrationen zu keiner Veranderung der IL-8-Plasmakonzentration (Dhainaut et al.,
2003). Die IL-6-Plasmakonzentration fiel bei Sepsispatienten nach rhAPC-Applikation jedoch
signifikant ab (Bernard et al., 2001).

Wichtig ist in diesem Zusammenhang zu erwahnen, dass nicht nur APC, sondern auch
z.B. Thrombin dosisabhangig ganz unterschiedliche Effekte Uber die Rezeptoren PAR-1 und
EPCR vermitteln kann (Feistritzer u. Riewald, 2005). Demnach scheinen die Signaltrans-
duktionswege dieser Rezeptoren, in Abhangigkeit von ihrer Ligandenkonzentration, zu

variieren.

1.2.8 Indikationsgebiete von rhAPC
1.2.8.1 Einsatz von rhAPC in der Sepsistherapie

Die bis heute gultige Definition der Sepsis wurde mit folgenden Worten von dem
Mediziner Robert C. Bone (1941-1997) beschrieben: ,Sepsis ist definiert als eine Invasion
von Mikroorganismen und/oder ihrer Toxine in den Blutstrom, zusammen mit der Reaktion
des Organismus auf diese Invasion® (Quelle: www.sepsis-gesellschaft.de).

In den meisten Fallen wird eine Sepsis von Bakterien verursacht, seltener durch Pilze,
Viren oder Parasiten. Charakteristisch fir die akute Sepsis ist eine Dysbalance zwischen
Koagulation und Fibrinolyse. Durch eine disseminierte intravasale Gerinnungsaktivierung
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(DIC) entstehen mikrovaskulare Thromben, die die Perfusion minimieren und letztendlich
zum Organversagen fuhren kdnnen (v.a. von Nieren, Lunge, Herz) (Mammen, 1998).

Der systemische, septische Entziindungsreiz bewirkt die monozytéare Freisetzung pro-
inflammatorischer Zytokine, die endotheliale Zellschdden verursachen. Das dysfunktionale
Endothel reagiert mit vermehrter Expression von prokoagulatorischen Faktoren, wie dem TF
(Hack et al., 1989). TF aktiviert die exogene Gerinnungskaskade, wodurch Fibrin im
UbermaB anfallt und sich in Gerinnseln organisiert (siche 1.2.2). Der koagulative Effekt
potenziert sich im Lauf der Sepsis, da wahrend dieser Erkrankung der gegenregulierende
Mechanismus in Form der Fibrinolyse entfallt. Uber die Thrombin-abhangige Aktivierung von
TAFI (Bajzar et al., 1995 und 2004) sowie eine gesteigerte Zytokin-induzierte Freisetzung
von PAI-1 wird die Fibrinolyse gehemmt (Orbe et al.,, 1999) (siehe 1.2.3). Das
Ungleichgewicht von Gerinnung und Fibrinolyse verstarkt sich zunehmend durch einen Abfall
der Serumspiegel der natlrlichen Antikoagulanzien Protein C und Antithrombin. Zeitgleich
vermindern sich die Spiegel von profibrinolytischen Faktoren, wie z.B. Plasminogen. Dies ist
auf einen gesteigerten Verbrauch sowie eine verringerte Syntheseleistung der Leber
wahrend der Sepsis zurlickzufihren (Dhainaut et al., 2001; Mavrommatis et al., 2001). Die
Aktivierung von Protein C wird zudem durch inflammatorische Zytokine (z.B. TNF-a) Uber
eine Expressionsverminderung von Thrombomodulin (Conway et al., 1988) und dem EPCR
(Fukudome et al., 1994; Faust et al., 2001) erschwert.

Rund 90 % der Patienten mit schwerer Sepsis weisen bereits zu Beginn des septischen
Geschehens erniedrigte Protein-C-Plasmawerte auf (Fisher u. Yan, 2000). Klinische Studien
belegen eine Korrelation von niedrigen Protein-C-Spiegeln mit einer erhdhten Letalitatsrate
bei Sepsispatienten. Protein C fungiert deshalb auch als prognostischer Indikator fir die
Uberlebenschancen von Sepsispatienten (Fijnvandraat et al., 1995; Fisher und Yan, 2000).

Aufgrund dieser Erkenntnisse wird die exogene Substitution von APC als sinnvolle
therapeutische MaBnahme in der akuten Sepsis angesehen. Die antikoagulativen und anti-
inflammatorischen Wirkmechanismen des kdrpereigenen Gerinnungsregulators senkten in
verschiedensten Untersuchungen die Sterblichkeitsrate von Sepsis-Erkrankten. So konnte
die Infusion von APC im Tiermodell mit Affen die letalen thromboembolischen Effekte einer
durch E. coliinduzierten Sepsis unterbinden (Taylor et al., 1987). In einer humanen Placebo-
kontrollierten Phase-II-Studie bewirkte rhAPC bei Patienten mit schwerer Sepsis eine
Normalisierung der Gerinnungsparameter sowie eine Abnahme der inflammatorischen IL-6-
Spiegel (Hartman et al., 1998). In der weltweiten, multizentrischen Placebo-kontrollierten
Phase-Ill-Studie (,protein C worldwide evaluation in severe sepsis“, PROWESS) wurden an
schwerer Sepsis erkrankte Patienten mit rhAPC (Xigris, 24 pug/kg Kérpergewicht/h) tber 96h
behandelt. Das relative Risiko, an einer schweren Sepsis zu versterben, sank unter
rhAPC/Xigris-Therapie um 19,4 %, das absolute Mortalitatsrisiko um 6,1 %. In der Patienten-
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gruppe kam es zu einer starkeren Abnahme von PAI-1 im Vergleich zur Placebogruppe;
ebenso war ein rascherer Abfall der IL-6-Spiegel feststellbar (Dhainaut et al., 2003). Die
Studie wurde nach einer Interimsanalyse nach Einschluss von 1690 Patienten vorzeitig
abgebrochen, da es aufgrund der signifikant erhdhten Uberlebensrate nicht mehr ethisch
vertretbar erschien, Patienten mit schwerer Sepsis die rhAPC-Therapie vorzuenthalten. Die
Inzidenz einer schweren Blutung war erwartungsgeman in der rhAPC-behandelten Gruppe
geringfiigig héher, als in der Placebo-Gruppe (3,5 % versus 2 %, p = 0,06) (Bernard et al.,
2001).

Die im Anschluss weltweit an 2378 Sepsis-Patienten durchgefiihrte offene ENHANCE-
Studie (,extended evaluation of rhAPC*) bestatigte die Ergebnisse der PROWESS-Studie.
Der ENHANCE-Studie wurde die Placebomortalitdt der PROWESS-Studie als ,historische®
Kontrolle zugrunde gelegt. Bei vergleichbarer Reduzierung der 28-Tage-Letalitat zeigte sich
auch in der ENHANCE-Studie ein &hnlich erhdhtes Blutungsrisiko unter der Behandlung mit
rhAPC/Xigris (Vincent et al., 2005).

Neuere Untersuchungen schreiben den antiinflammatorischen und antiapoptotischen
APC-Effekten (Uber die EPCR-/PAR-1-Interaktion) eine gréBere Bedeutung in der
Reduzierung der Sepsissterblichkeit zu, als den klassischen antikoagulativen Wirkungen
(Kerschen et al., 2007).

1.2.8.2 Weitere potentielle Indikationsgebiete von rhAPC

Die vorlaufig einzige Indikation zur Behandlung mit rhAPC ist eine schwere Sepsis mit
mindestens zwei Organversagen (Europaische Zulassung) bzw. einem APACHE II-Score
> 25 (USA-Zulassung). Die Ergebnisse zahlreicher tierexperimenteller Untersuchungen
verweisen jedoch auf weitere potentielle Indikationsbereiche. In verschiedenen Organ-
systemen konnte eine Verbesserung der Reperfusion ischamischer Bezirke nachgewiesen

werden, wie z.B.:

e Signifikante Verbesserung des zerebralen Blutflusses bei Mausen in der Ischamie-
abhangigen Hemisphare nach fokaler zerebraler Ischamie (Fernandez et al., 2003)

e Steigerung der Mikrozirkulation bei intestinalen Ischdmie-Reperfusions-Stérungen bei
Ratten (Schoots et al., 2004)

e Inhibierung der Stress-induzierten Schadigung der Magenmukosa bei Ratten durch
Reduktion der TNF-a-Freisetzung und Steigerung der gastralen Durchblutung (lsobe
et al., 2004)

e Abnahme der Neutrophilenaktivierung und Verbesserung von Ischéamie-bedingten
renalen Schaden bei Ratten (Mizutani et al., 2000)
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In weiteren Tiermodellen zeigten sich folgende positive Effekte von APC oder rhAPC:

e Reduktion der Endotoxin-induzierten pulmonalen Entziindungsreaktion bei Ratte und
Mensch (Nick et al., 2004)

e Protektive Wirkung bei Lungenfibrose, méglicherweise Uber profibrinolytische Effekte
und geringere ,platelet-derived growth factor* (PDGF)-Expression in Bronchialepithel-
zellen (Shimizu et al., 2003)

e Abnahme der Leukozyten-Akkumulation und der pathologisch erhéhten TNF-a-
Spiegel bei Ratten mit traumatisch bedingter Riickenmarkslasion (Taoka et al., 1998)

Aufgrund seiner Fahigkeit, eine systemische inflammatorische Reaktion abzumildern,
wird als weitere potentielle Indikation fir rhAPC die akute Pankreatitis in Betracht gezogen.
Wahrend die Behandlung der hadmorrhagischen Pankreatitis wegen des erhéhten Blutungs-
risikos unter rhAPC eher als ungeeignet erscheint, stellt die ser6se Pankreatitis eine
mdgliche neue Indikation dar (Jamdar et al., 2005).

1.3 Vaskulogenese und Angiogenese

Die Entstehung von BlutgefaBen erfolgt priméar Uber die Mechanismen Vaskulogenese
und Angiogenese. Unter Vaskulogenese versteht man die de novo-Bildung von BlutgefaBen
aus endothelialen Vorlauferzellen. Wahrend der friihen Embryonalentwicklung wandern
Zellen aus dem Mesoderm unter dem Einfluss von Wachstumsfaktoren in den Dottersack ein
und lagern sich dort zu extraembryonalen Blutinseln zusammen. In diesen Blutinseln kénnen
auBere Zellen, die sog. Angioblasten, als Endothelzellvorlaufer von inneren Zellen
abgegrenzt werden, die sich in hamatopoietische Stammzellen entwickeln. Aufgrund der
raumlichen Nahe dieser beiden Zell-Linien wurde konstatiert, dass sie sich von einer
gemeinsamen Stammzelle, dem Hamangioblasten, ableiten (Choi et al., 1998; Choi, 2002).
Da die Angioblasten in ECs ausdifferenzieren kénnen, bezeichnet man sie auch als
endotheliale Vorlauferzellen bzw. endotheliale Progenitorzellen (EPCs). Durch Formierung
dieser Vorlauferzellen in kapillare Strukturen und ihre anschlieBende Ausreifung in ECs,
entstehen erste primitive GefaBe, wie der Herzschlauch, die embryonale Aorta und die
Dottersackvene (Risau und Flamme, 1995).

Vaskulogenese spielt sich hauptsachlich embryonal ab, wird aber auch im adulten
Organismus, z.B. nach Traumata oder Gewebehypoxie, beobachtet (Asahara et al., 1997;
Drake, 2003; Asahara und Kawamoto, 2004). Durch bestimmte Stimuli (z.B. Gewebe-
ischamie) kdnnen EPCs aus dem Knochenmark rekrutiert werden und Gber die Zirkulation in
Orte der GefaBneubildung gelangen, wo sie proliferieren und zur Regeneration adulter
Gewebe beitragen (siehe 1.7 Endotheliale Progenitorzellen).
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Das zunachst primitive vaskulare Netzwerk durchlauft anschlieBend in Form der
Angiogenese einen Reifeprozess, der zur Verzweigung des GeféBsystems flhrt. Dies
geschieht durch die Aussprossung von Angioblasten oder ECs aus bereits existierenden
GefaBen (,sprouting angiogenesis®). Eine weitere Form der Angiogenese stellt die sog.
sIntussuszeption® dar, wobei vorhandene GefaBe durch Einschnirung mittels einwachsender
Endothelzellpfeiler geteilt werden (Risau, 1997).

Die Angiogenese gestaltet sich als ein kaskadenartiges komplexes Zusammenspiel von
zelluldaren Komponenten, angiogenen Faktoren (v.a. VEGF), angiostatischen Faktoren (z.B
Angiostatin) und der extrazellularen Matrix (Ferrara, 1999; Carmeliet, 2000 und 2005). Im
endothelialen Ruhezustand besteht ein ausgewogenes Verhéltnis zwischen pro- und
antiangiogenen Faktoren. Durch angiogene Stimuli, beispielsweise im Falle einer
Gewebeischamie, wird dieses Gleichgewicht zu Gunsten der angiogenen Faktoren
verschoben, wodurch die GeféaBpermeabiltat steigt und Zell-Zellkontakte gelockert werden.
Zunachst wird die zwischen der basalen Endothelzelloberflache und der angrenzenden
interstitiellen Matrix liegende Basalmembran durch endotheliale Proteasen abgebaut. Lokal
wird die umgebende interstitielle Matrix aufgeldst, um Platz fir einwachsende GeféBe zu
schaffen. Erste ECs migrieren dann in Richtung eines angiogenen Stimulus und formieren
sich, gefolgt von einer Proliferationsfront, zu einem endothelialen Strang. Die derartig
gebildeten Kapillarsprossen kénnen sich nach erneuter Degradation von Basalmembran und
extrazelluldrer Matrix verzweigen und Uber Lumen- und Anastomosenbildung zu einem
kapillaren Netzwerk auswachsen. Nach Beendigung der Proliferations- und Migrationsphase
erfolgt ein geféBstabilisierender Reifungsprozess, an dem periendotheliale Hilfszellen - glatte
Muskelzellen, Perizyten und im Herzen Kardiomyozyten - maBgeblich beteiligt sind. Erst
durch sie wird der Zusammenhalt zwischen den ECs derart gefestigt, dass das GefaB den
hamodynamischen Druckverhaltnissen standhalten kann. Ruhendes Endothel wird durch die
periendothelialen Hilfszellen stabilisiert, indem sie die Proliferation von ECs verhindern
(Folkman und Shing, 1992; Carmeliet, 2000).

Wahrend der embryonalen Organentwicklung ist die Angiogenese von essentieller
Bedeutung; im erwachsenen Organismus spielt sie vor allem im Rahmen der Wundheilung,
bei entzlindlichen Prozessen und auch im weiblichen Reproduktionszyklus eine wichtige
Rolle (Folkman und Singh, 1992). Eine Dysbalance angiogener Faktoren kann Ursache
vielfaltiger Erkrankungen sein, wie z.B. Psoriasis, rheumatoide Arthritis, proliferative
Retinopathie, kardiovaskulare Erkrankungen und tumorbése Entartung, die mit un-
kontrollierter, gesteigerter Angiogenese einhergehen. Auch eine UberméaBige Angio-
genesehemmung kann zu pathologischen Erscheinungen fihren, wie Gewebeischamie,
Bluthochdruck und Osteoporose (Carmeliet, 2003). Aufgrund der vielféltigen Erkrankungen,

die mit Neovaskularisation assoziiert sind, wird seit einigen Jahren intensiv erforscht,
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inwieweit eine Beeinflussung dieser gefaBbildenden Prozesse von therapeutischem Nutzen
sein kann (Isner und Asahara, 1999).

Die in dieser Doktorarbeit untersuchten Zytokine VEGF-C (Joukov et al., 1996) und
Ang-2 (Maisonpierre et al., 1997) zahlen zu den Angiogenese-férdernden Faktoren. Auch
eine Beteiligung an der Vaskulogenese wird diesen beiden Mediatoren zugeschrieben
(Asahara et al., 1999b; Kalka et al., 2000b; Shintani et al., 2001; Hildebrand et al., 2004). Im
Folgenden sollen die gefaBbildenden Effekte von VEGF-C und Ang-2 naher beschrieben

werden.

1.4 “Vascular endothelial growth factor-C” (VEGF-C)
1.4.1 Uberblick iiber die VEGF-Familie

Der Wachstumsfaktor ,vascular endothelial growth factor-C* (VEGF-C) wird mit sechs
weiteren Vertretern zur VEGF-Familie gerechnet (Houk et al., 1991). Die Mitglieder dieser
Familie gelten als Hauptinduktoren der physiologischen und pathologischen Angiogenese
sowie der Vaskulogenese (Carmeliet et al., 1996; Ferrara, 1999; Carmeliet, 2000, Harry und
Paleolog, 2003). VEGF-A wurde als erster Vertreter der VEGF-Gruppe entdeckt und ist
bisher am besten erforscht. Erstmals erwahnt wurde das Glykoprotein von der Arbeitsgruppe
um Senger et al. im Jahr 1983. lhnen gelang die Isolierung eines permeabilitadtssteigernden
Mediators aus Tumorgewebe, den sie ,vascular permeability factor* (VPF) nannten (Senger
et al., 1983). Unabhangig davon entdeckten Ferrara et al. ein endothelzellspezifisches
Mitogen, das sie als ,vascular endothelial growth factor* (VEGF-A) bezeichneten (Ferrara et
al., 1989). Nach Kilonierung von VEGF und VPF zeigte sich, dass es sich um dasselbe
Molekill handelte, dem zudem strukturelle Ahnlichkeit zu ,platelet-derived growth factor*
(PDGF) nachgewiesen werden konnte (Keck et al., 1989).

VEGF-A qilt als Prototyp der VEGF-Familie. Seine stark angiogene Wirkung beinhaltet
die Induktion der Endothelzell-Proliferation, -Migration und -Differenzierung, die Erhéhung
der Kapillarpermeabilitdt sowie die Bildung tubularer EC-Strukturen (Crowther et al., 1996;
Ferrara und Davis-Smyth, 1997). In spéateren Jahren wurden folgende weitere struktur- und
funktionsverwandte Molekile in die VEGF-Familie aufgenommen (Veikkola und Alitalo,
1999):

e  placenta growth factor-1 und -2“ (PLGF): lhre Expression ist in vivo auf die Plazenta
und gewisse Tumore beschrankt (Maglione et al., 1993). Sie verstéarken die Wirkung
von VEGF-A; vermitteln Angiogenese und Arteriogenese (Park et al., 1994)

e VEGF-B (,VEGF-related factor): ein schwaches Mitogen fur ECs, mit vermehrter
Expression in der Herz- und Skelettmuskulatur (Olofsson et al., 1998)

16



LiteraturUibersicht

e VEGF-C: vor allem in stark vaskularisierten Geweben, wie Herz- und Skelettmuskula-
tur, exprimiert (Joukov et al., 1996); tragt essentiellen Anteil an der Entwicklung
lymphatischer GefaBe und kann zur Angiogenese beitragen (Alitalo et al., 2005)

e VEGF-D (“c-fos induced growth factor”): lymphangiogener Faktor (Achen et al., 1998)

e In Orf- und Pseudokuhpockenviren vorkommendes sequenzverwandtes VEGF-E: hat
ahnliche Bioaktivitat wie VEGF-A, steigert Proliferation und Chemotaxis (Meyer et al.,
1999)

1.4.2 Rezeptoren fur VEGF-C

Die Wirkung der VEGF-Mitglieder wird Uber hochaffine VEGF-Rezeptoren vermittelt, die
vorwiegend auf ECs exprimiert werden, aber auch auf primitiven h&matopoietischen
Stammzellen, Monozyten und Makrophagen zu finden sind (Kabrun et al., 1997, Plate und
Warnke, 1997; Neufeld et al., 1999; Ziegler et al., 1999; Sawano et al., 2001). Die VEGF-
Rezeptoren stammen aus der Familie der Tyrosinkinaserezeptoren (Neufeld et al., 1999).
Diese sind charakterisiert durch ein strukturelles Grundgerlst aus sieben extrazellularen
Immunglobulin-dhnlichen Doménen, einer transmembrandren Region und einer zyto-
plasmatischen Tyrosinkinase-Domane (Shibuya et al., 1990). Es existieren drei verschiedene
VEGF-Rezeptortypen (Neufeld et al., 1999; Veikkola et al., 2000):

e VEGFR-1 (“flt-1, fms-like tyrosine kinase1”)
e VEGFR-2 (“flk-1/KDR, fetal liver kinase1/ kinase insert domain-containing receptor”)
e und VEGFR-3 (flt-4)

Die VEGF-Mitglieder besitzen unterschiedliche Bindungsaffinitdten zu den einzelnen
VEGF-Rezeptoren. VEGF-A bindet an VEGFR-1 und -2 (Ferrara und Davis-Smyth, 1997);
VEGF-B sowie PLGF-1 und -2 kénnen nur an VEGFR-1 binden (Park et al., 1994; Oloffson
et al., 1998). VEGF-C und -D aktivieren spezifisch die VEGF-Rezeptoren-2 und -3 (Joukov et
al., 1996; Achen et al., 1998), wahrend VEGF-E nur an VEGFR-2 bindet (Meyer et al., 1999).

Da die einzelnen VEGF-Rezeptoren individuelle Effekte vermitteln bzw. in verschiedenen
anatomischen Strukturen exprimiert werden, variieren die Wirkungen ihrer VEGF-Liganden
bzw. ihr Wirkungsort. Zum Verstandnis der biologischen Funktionen des in der vorliegenden
Arbeit untersuchten VEGF-C, werden im Folgenden die Effekte seiner Zielrezeptoren
VEGFR-2 und VEGFR-3 néaher beschrieben.

Nach Liganden-Bindung dimerisieren die VEGF-Rezeptoren-2 und -3, wodurch in der
Effektorzelle eine Autophosphorylierung von zytoplasmatischen Tyrosinresten ausgel6st wird
(Matsumoto und Cleasson-Welsh, 2001; Cross et al., 2003). Der intrazelluldre Signal-
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transduktionsweg setzt sich in einer Erhéhung der zytoplasmatischen Calcium-Konzentration
fort, wodurch die zytoskelettale Zellmorphologie verandert wird. Auf diese Weise wird die
Zelle zur Mitose und Migration angeregt (Brock et al., 1991; Carmeliet, 2000). Diese
proliferativen und migratorischen Signale bilden die Grundlage angiogener Prozesse.

Wéhrend VEGFR-2 sehr stark auf vaskuldarem Endothel exprimiert wird, ist VEGFR-3
hauptsachlich auf lymphatischen GeféBen lokalisiert (Veikkola et al., 2000). Die Aktivierung
des VEGFR-2 (bt auf ECs eine starke mitogene Wirkung aus und veranlasst Chemotaxis in
ECs, Makrophagen und Mastzellen (Ferrara und Davis-Smyth, 1997; Gille et al., 2001). Auch
endotheliale und hamatopoietische Progenitorzellen erfahren Gber VEGFR-2 proliferative,
migratorische und chemotaktische Signale (Hattori et al., 2001). Zudem wird durch
Aktivierung von VEGFR-2 die Durchlassigkeit von GefaBwanden erhéht, wodurch Plasma-
proteine ins umliegende Gewebe diffundieren kénnen. Diese Plasmabestandteile bilden ein
extravasales Fibringel, das ein ideales Umgebungsmilieu fir die Organisation neuer
BlutgefaBe bietet (Ferrara und Davis-Smyth, 1997).

VEGFR-2 vermittelt des Weiteren potente antiapoptotische Effekte auf ECs (Gerber et
al., 1998) und hamatopoietische Vorlauferzellen (Gerber et al., 2002; Larrivée et al., 2003)
und ist an deren Entwicklung und Differenzierung beteiligt. Dies belegen Untersuchungen an
VEGFR-2-defizienten Mausembryonen, deren Embryonaltod am Entwicklungstag 8 bis 10
aufgrund fehlentwickelter ECs und hamatopoietischer Zellen eintritt (Shalaby et al., 1995).

Die Aktivierung von VEGFR-3 fuhrt in ECs ebenfalls zur Mitose-Induktion und somit zur
Proliferation. VEGFR-3 wird wéhrend der Embryogenese sowohl auf vaskularem als auch
auf lymphatischem Endothel exprimiert. Im adulten Organismus beschrénkt sich seine
Expression hauptséachlich auf die LymphgefédBe (Kaipainen et al., 1995) und einige
fenestrierte Endothelien endokriner Organe (Kukk et al., 1996; Partanen et al., 2000).
Angiogene GefaBbildung vaskularen Endothels kann tber VEGFR-3 demnach nur wahrend
der Embryonalzeit stattfinden. Die Anwesenheit des Rezeptors ist hier allerdings essentiell
fir die Bildung eines funktionalen kardiovaskularen Systems. So sterben VEGFR-3-knock-
out-Mausembryonen bereits im Mutterleib aufgrund schwerwiegender kardiovaskularer
Fehlbildungen (Dumont et al., 1998).

Sobald die Entwicklung des vaskularen Systems abgeschlossen ist, verlagert sich die
VEGFR-3-Expression noch wahrend der Embryonalzeit auf das lymphatische Endothel und
vermittelt die Entstehung des lymphatischen Netzwerks (Kaipainen et al., 1995). Die Aufgabe
von VEGFR-3 im adulten Organismus besteht in der Aufrechterhaltung der strukturellen und
funktionalen Integritét des lymphatischen Endothels (Makinen et al., 2001a). Dies geschieht
u. a. Uber die Vermittlung antiapoptotischer Signale (Wang et al., 2004). Im Rahmen der
Wundheilung werden verletzte LymphgefaBe Uber die Aktivitdt von VEGFR-3 rekonstruiert
und so der Transport entziindlicher Vasate gewahrleistet (Pavoonen et al., 2000).
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VEGF-C bindet nicht an VEGFR-1. Dieser Rezeptor nimmt keinen direkten Einfluss auf
die Proliferation von ECs; vielmehr kommt ihm eine wachstumsregulierende Rolle zu, indem

er eine UbermaBige VEGFR-2-Aktivierung verhindert (Bussolati et al., 2001).

1.4.3 Biologische Wirkungen von VEGF-C

VEGF-C wirkt hauptsachlich auf lymphatische und vaskulare ECs sowie auf
hamatopoietische Vorlauferzellen, da diese Trager der Zielrezeptoren von VEGF-C sind. Des
Weiteren werden auch Monozyten, Makrophagen und Mastzellen von dem Wachstumsfaktor
beeinflusst (Kabrun et al., 1997; Neufeld et al., 1999; Sawano et al., 2001). Priméar wird
VEGF-C von Perizyten und glatten Muskelzellen gebildet und stimuliert ECs auf parakrinem
Wege. Eine autokrine Stimulation ist jedoch auch méglich durch Produktion von VEGF-C in
ECs (Zhao et al., 2007) oder EPCs (Hamada et al., 2000).

Die Expressionsorte von VEGF-C befinden sich physiologischer Weise in stark
vaskularisierten Regionen, wie Herz, Plazenta, Ovar, Muskulatur und Darm (Joukov et al.,
1996). VEGF-C wird als Vorlaufer sezerniert, der erst nach proteolytischer Spaltung an die
beiden Rezeptoren VEGFR-2 und -3 bindet und diese aktivieren kann (Joukov et al., 1997).
Die biologischen Funktionen des VEGF-C ergeben sich aus den Effekten, die Gber VEGFR-2
und -3 vermittelt werden. Demnach ist VEGF-C in der frihen Embryonalzeit Uber beide
VEGF-Rezeptoren an der Bildung des kardiovaskularen Systems beteiligt (Dumont et al.,
1998). Nach Beendigung der embryonalen Vaskulogenese vermittelt VEGF-C als
essentieller Faktor die Entstehung des lymphatischen Systems.

Uber seine Affinitat zum Neuropilin-Rezeptor-2 ist VEGF-C auch an der Frithentwicklung
neuronaler Strukturen mitbeteiligt (Karpanen et al., 2006). Fehlt VEGF-C in der Embryonal-
entwicklung, kommt keine Aussprossung lymphatischer GeféaBe aus embryonalen Venen
zustande. Interstitielle FlUssigkeit sammelt sich im Gewebe an und der Embryo stirbt an den
Folgen erhéhten Gewebedrucks (Karkkainen et al., 2004).

Im adulten Organismus wird VEGF-C zum Erhalt der Struktur und Funktion des
lymphatischen Endothels benétigt. Uber VEGFR-3 beeinflusst VEGF-C die intrinsische
phasische Pumpaktion von LymphgefaBen. Durch VEGF-C kann die Flissigkeitsbalance im
Kdrper aufrechterhalten werden, indem Uberschissige interstitielle Flissigkeit zuriick zum
Blutstrom geleitet wird. Ein Ausfall von VEGF-C im adulten Organismus geht deshalb mit
stark ausgepragten Lymphédemen einher (Breslin et al., 2007). Nach Traumata oder bei
erhéhtem Gewebedruck (Paavonen et al., 2000; Rutkowski et al., 2006) vermittelt VEGF-C
uber VEGFR-3 lymphangiogene Reparaturvorgéange (Jeltsch et al., 1997, Veikkola et al.,
2001).
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Uber den VEGFR-2 kann VEGF-C auch im erwachsenen Organismus als angiogener
Faktor wirken (Tille et al., 2003). Bei Ratten mit Ischdmie des Hinterlaufs wurde nach
Applikation von VEGF-C eine erhfhte Kapillardichte mit gesteigertem Blutfluss verzeichnet
(Witzenbichler et al., 1998). Im Versuch an der Chorioallantois-Membran (CAM) von
Huhnerembryonen zeigte VEGF-C stark proliferative und chemotaktische Effekte auf ECs
sowie eine Erhdéhung der Kapillarpermeabilitat (Cao et al., 1998). Auch im Zellkulturversuch
wirkte der Wachstumsfaktor chemotaktisch auf die Migration boviner ECs. Hierbei scheint
VEGF-C parakrin einen Konzentrationsgradienten zu bilden, der eine zielgerichtete Migration
der ECs einleitet (Joukov et al., 1996). Uber chemotaktische Signale k&nnen auch
Makrophagen und Monozyten rekrutiert werden (Skobe et al., 2001).

VEGF-C bt weiterhin Gber seine beiden Rezeptoren einen stabilisierenden Einfluss auf
Endothelien aus. Zhao et al. detektierten antiapoptotische Effekte in retinalen ECs nach
VEGF-C/VEGFR-2-Interaktion (Zhao et al., 2007). Bei Gewebehypoxie aktiviert VEGF-C
tber VEGFR-3 die Proteinkinase B/Akt, wodurch ein spezifisches Zellschutzprogramm
gestartet wird und die Zellproliferation steigt (Makinen et al., 2001b; Wang et al., 2004).

Der Einfluss des Wachstumsfaktors auf hamatopoietische Vorlauferzellen besteht in ihrer
Mobilisierung und der Induktion ihrer Differenzierung. Beide Effekte tragen zur vaskulogenen
GefaBneubildung bei. Uber den VEGFR-2 kann VEGF-C EPCs aus dem Knochenmark
mobilisieren und chemotaktisch in Gebiete der GefaBbildung locken (Asahara et al., 1999b;
Kalka et al., 2000b; Shintani et al., 2001). Nach Bildung kapillarer Strukturen werden die
EPCs durch VEGF-C/VEGFR-2 zur Ausreifung in adulte ECs angeregt (Suzuki et al., 2005).

Die Expression der VEGF-C-mRNA wird in vitro durch inflammatorische Zytokine, wie
TNF-q, IL-8, IL-1B und IL-1a gesteigert (Ristimaki et al., 1998). In Regionen mit erhéhtem
Gewebedruck, z.B. bei Odemen oder in bestimmten Tumoren lasst sich ebenfalls eine
gesteigerte  VEGF-C-Expression feststellen (Rutkowski et al., 2006; Jain, 2005). Eine
Hypoxie-induzierte Synthesesteigerung, wie z.B. bei VEGF-A, konnte fir VEGF-C jedoch
nicht nachgewiesen werden (Enholm et al., 1997).

1.4.4 VEGF-C-assoziierte Erkrankungen

Neben der physiologischen GefaBbildung wird VEGF-C auch mit der pathologischen
Tumorangiogenese in Verbindung gebracht. In einer Vielzahl von Tumoren wird VEGF-C
vermehrt synthetisiert und sezerniert, wodurch tberschieBendes GefédBwachstum eingeleitet
wird. In verschiedenen vaskularisierten Tumorgeweben kann eine hohe VEGF-C-Expression
festgestellt werden (Valtola et al., 1999; Skobe et al., 2001; Hung et al., 2003). Durch
Induktion von Angiogenese und Lymphangiogenese begunstigt VEGF-C zudem die Tumor-
metastasierung (Valtola et al., 1999; Skobe et al., 2001). Der Wachstumsfaktor kann in

20



LiteraturUibersicht

diesem Zusammenhang als Tumormarker eingesetzt werden, da bei bestimmten
Tumorarten, insbesondere nach Lymphknotenmetastasierung erhéhte VEGF-C-Serum-
spiegel nachweisbar sind (Mitsuhashi et al., 2005; Krzystek et al., 2007).

1.5 Angiopoietin-2 (Ang-2)
1.5.1 Die Angiopoietin-Familie

Angiopoietine zdhlen zur Gruppe der Angiogenesefaktoren. Ihre maBgebliche
Beteiligung an der Bildung, Reifung und Aufrechterhaltung neuer BlutgefaBe ist vielfach
erforscht. Als erster Vertreter der Angiopoietin-Familie wurde 1996 Angiopoietin-1 (Ang-1)
identifiziert (Davis et al., 1996). Im Jahr darauf entdeckten Maisonpierre et al. das dem Ang-1
eng verwandte Angiopoietin-2 (Ang-2), in welchem sie den endogenen funktionellen
Antagonisten von Ang-1 erkannten (Maisonpierre et al., 1997). Ang-1 und -2 reprasentieren
die wichtigsten Mitglieder der Angiopoietin-Familie. Die spater beschriebenen Wachstums-
faktoren Angiopoietin-3 und Angiopoietin-4 (Valenzuela et al., 1999) beeinflussen die
Angiogenese scheinbar in geringerem AusmanB als Ang-1 und Ang-2.

1.5.2 Ang-2 und sein Gegenspieler Angiopoietin-1 (Ang-1)

Wie bereits erwéhnt, antagonisiert Ang-2 die Wirkung von Ang-1. Eine Uberexpression
von Ang-2 hat in der Embryonalentwicklung ebenso letale Folgen wie das Fehlen des Ang-1-
Gens. In beiden Féllen treten schwerwiegende kardiovaskulare Entwicklungsstérungen auf
(Suri et al., 1996; Maisonpierre et al., 1997). Bei VEGF-defizienten Mausen entstehen
ahnliche Fehlbildungen, die Embryonen sterben jedoch zu einem friheren Entwicklungs-
zeitpunkt ab (Carmeliet et al., 1996). Dies deutet darauf hin, dass VEGF in friheren Phasen
der Angiogenese relevant ist, wahrend die Angiopoietine zu einem spéteren Zeitpunkt an
Bedeutung gewinnen (Suri et al., 1996).

Ein eng aufeinander abgestimmtes Zusammenspiel von Ang-1 und Ang-2 ist
entscheidend flr ein gerichtetes GefaBwachstum und den spéteren Erhalt eines ruhenden
Endothels. Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde die Auswirkung von rhAPC auf die Ang-2-
Expression in EPCs untersucht. Zum Versténdnis der Effekte von Ang-2 ist es notwendig,
auch auf die Aufgaben des Ang-1 néher einzugehen.

Ang-1 und Ang-2 sind nah verwandte Glykoproteine mit einer L&nge von 498 (Davis et
al., 1996) bzw. 496 Aminosauren (Maisonpierre et al., 1997) und einem Molekulargewicht
von ca. 75 kDa. lhre Genloci befinden sich beim Menschen auf Chromosom 8 an Stelle
8022.3-g23 bzw. 8p23 (Cheung et al., 1997).

Ang-1 wird von mesenchymalen Zellen gebildet, in erster Linie von Perizyten und glatten
Muskelzellen, jedoch nicht von ECs (Davis et al., 1996; Suri et al., 1996; Kim et al 2000a).
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Seine Wirkung ist parakriner Natur, da es an Endothelzell-Rezeptoren bindet. Wahrend der
Embryonalentwicklung wird Ang-1 besonders stark im Myokard gebildet, aber auch in vielen
anderen Geweben, wie z.B. Gehirn und Lunge. Im adulten Organismus wird Ang-1 in einer
Vielzahl von Geweben exprimiert, wenngleich nur in geringen Mengen in Herz und Leber. In
Gebieten mit GefaBentwicklung umgibt es die neugebildeten GefaBe (Suri et al., 1996).

Ang-2 ist an der Spitze von sich verzweigenden GeféBsprossen lokalisiert. Es wird vor
allem von ECs gebildet, auf die es autokrine Wirkung entfaltet. Zusatzlich wird es auch von
Perizyten und glatten Muskelzellen produziert (Maisonpierre et al., 1997; Mandriota und
Pepper., 1998). Innerhalb der ECs wird Ang-2 in sog. Weibel-Palade-Kérpern gespeichert
und kann bei Bedarf schnell freigesetzt werden (Fiedler et al., 2004). Ang-2 Ubernimmt eine
wichtige Aufgabe bei der physiologischen GefaBumstrukturierung im neonatalen Auge
(Hackett et al., 2000). Im adulten Organismus beschrankt sich die Ang-2-Expression auf Orte
des physiologischen GefaBumbaus wie Ovarien, Uterus und Plazenta (Maisonpierre et al.,
1997). AuBerhalb des weiblichen Reproduktionstraktes ist Ang-2 nur unter pathologischen
Bedingungen zu finden, z.B. im Rahmen tumorassoziierter Angiogenese (Holash et al.,
1999) oder bei der GefaBregeneration nach Gewebeischamie (Oh et al., 1999).

1.5.3 Der Angiopoietin-Rezeptor Tie-2

Die Bindung aller Angiopoietine erfolgt an den transmembrandren Tyrosinkinase-
Rezeptor Tie-2 (,tyrosine kinase with Ig and EGF homology domains®, auch Tek genannt).
Dieser Rezeptor wird fast ausschlieBlich auf ECs und Zellen der frihen Hamatopoese, z.B.
CD 34-positiven Zellen gebildet (Dumont et al., 1992; lwama et al., 1993; Sato et al., 1995;
Jones et al., 2001). Wahrend Ang-1 als Agonist die Autophosphorylierung und damit
Aktivierung des Tie-2-Rezeptors bewirkt, fihrt eine Bindung von Ang-2 in der Regel zur
Blockierung des Rezeptors (Davis et al., 1996; Maisonpierre et al., 1997; Gale et al., 2002).

In Abhangigkeit von der Tie-2-tragenden Zellart besteht jedoch auch die Mdglichkeit
einer Rezeptor-aktivierenden Agonistenrolle von Ang-2. Beispielsweise findet in EPCs eine
Tie-2-Aktivierung durch Ang-2 statt. In HUVECs kann Ang-2 jedoch nur dann als Agonist
agieren, wenn es in sehr hohen Konzentrationen vorliegt. Eine Erklarung fir dieses
ambivalente Verhalten von Ang-2 findet sich in der Eigenschaft des Tie-2-Rezeptors, in
einigen Zellarten (wie z.B. HUVECs) Heterokomplexe mit dem verwandten Tie-1-Rezeptor
zu bilden. Diese Heterokomplexe erschweren die Aktivierung des Tie-2-Rezeptors, weshalb
Ang-2 als Rezeptor-Antagonist fungiert, bzw. nur in sehr hohen Konzentrationen den
Rezeptor aktivieren kann. Im Gegensatz dazu liegt Tie-2 in EPCs in ungebundener Form vor
und kann leicht von Ang-2 aktiviert werden (Kim et al., 2006).
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Ang-2 konkurriert mit Ang-1 um die Bindungsstelle am Rezeptor. Da beide Angiopoietine
eine gleich groBe Bindungsaffinitat zu Tie-2 aufweisen, kann Ang-2 seinen Gegenspieler nur
dann kompetetiv vom Rezeptor verdrangen, wenn es im Uberschuss vorliegt (Maisonpierre
et al.,, 1997). Der Ausfall des Tie-2-Rezeptors fihrt zum embryonalen Fruchttod (Dumont,
1994; Sato et al., 1995).

1.5.4 Biologische Wirkung von Ang-1 und Ang-2

Die Wirkungen von Ang-1 beziehen sich in erster Linie auf die Reifung und
Stabilisierung neu entstandener BlutgefaBe. Es hat selbst keinen proliferativen Effekt auf
ECs. Ebenso wenig kann es ECs zur Ausbildung tubulérer Strukturen anregen (Davis et al.,
1996). Nur im Fall einer Uberexpression von Ang-1 kénnen direkt angiogene Prozesse
induziert werden (Koblizek et al., 1998). Uber die Signaltransduktionswege des Tie-2-
Rezeptors veranlasst Ang-1 (v.a. in Gegenwart von VEGF) die Rekrutierung von Perizyten
und glatten Muskelzellen (Asahara et al., 1998). Diese periendothelialen Hilfszellen lagern
sich stabilisierend um neue BlutgeféaBe und festigen so den Zusammenhalt der ECs.

Ang-1 vermittelt zudem Endothel-/Matrix-Interaktionen, die eine Aufrechterhaltung der
GefaBintegritat gewahrleisten (Suri et al., 1996). Uber die Hemmung endothelialer
Apoptosesignale (v.a. durch Erhéhung des spezifischen Zellschutzes Survivin) bt Ang-1
protektive Effekte auf ECs aus (Kwak et al., 1999; Papapetropoulos et al., 1999; Kim et al.,
2000a). Fehlt Ang-1 in der Embryonalentwicklung, so bilden sich fenestrierte, durchldssige
BlutgeféaBe mit mangelhafter Assoziation zur umgebenden Matrix (Suri et al., 1996).

Ang-2 verhindert als Gegenspieler von Ang-1 in der Regel eine Aktivierung des
endothelialen Tie-2-Rezeptors und verursacht so eine Auflockerung der GefaBstruktur.
Durch Wegfall der Tie-2-Effekte werden die Zell-Zell-Kontakte zwischen Perizyten und ECs
sowie der ECs untereinander destabilisiert; zeitgleich wird die Assoziation zur extrazellularen
Matrix gelockert bzw. zum Teil abgebaut (Hanahan, 1997). Das weitere Schicksal der ECs ist
maBgeblich von der Gegenwart anderer angiogener Stimuli, wie VEGF und Ang-1, abhangig
(Maisonpierre et al., 1997). Ang-1 sichert aufgrund der Apoptosehemmung das Uberleben
der ECs. Diese sind nun empfanglich fir die Proliferations-induzierenden Signale von VEGF
und kénnen aus den fenestrierten BlutgefaBen neue Kapillarsprosse auswachsen lassen.
Man bezeichnet diesen Prozess der Kapillarsprossung mit Einwachsen neuer GefaBe in
umliegendes Gewebe auch als ,sprouting“. Ohne die vorhergehende Ang-2-induzierte
Destabilisierung der GefaBe ware das ,sprouting” nicht méglich. Ang-2 leistet demnach einen
essentiellen Beitrag zur GeféaBumstrukturierung.

Liegt Ang-2 jedoch ohne Koexpression von VEGF und Ang-1 vor, fihrt die
Destabilisierung der interendothelialen Zellkontakte i. d. R. zur Apoptose der ECs und damit
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zur vaskularen Regression (Hanahan, 1997; Holash et al., 1999). In Orten mit physio-
logischer GefaBregression, wie z.B. in alternden Gelbkdrpern (Corpora lutea) des Ovars oder
in atretischen Follikeln findet sich demzufolge eine hohe Konzentration an Ang-2-mRNA,
dagegen kaum VEGF. Befindet sich das Corpus luteum noch in Anbildung, liegen sowohl
hohe Ang-2- als auch VEGF-Spiegel vor (Maisonpierre et al., 1997). Abweichend davon
wurde von der Gruppe um Kim et al. ein zytoprotektiver Effekt von hochkonzentriertem Ang-2
in Abwesenheit von VEGF in ECs festgestellt (Kim et al., 2000b).

Ang-2 kann bei einigen Zellarten auch als Tie-2-Agonist fungieren (siehe 1.5.3). In EPCs
werden Uber Aktivierung des Tie-2-Rezeptors proangiogene Effekte vermittelt. Ang-2
stimuliert Giber Tie-2 die Formierung von EPCs in kapillare Strukturen, erhéht das Uberleben
dieser Zellen und Ubt chemotaktische Reize auf sie aus (Kim et al., 2006). Des Weiteren
férdert Ang-2 die Differenzierung von EPCs in ECs und steigert dadurch die Zellzahlen von
Endothelzell-Kolonien (Hildbrand et al., 2004).

Neueren Untersuchungen zufolge soll Ang-2, in Abhangigkeit vom endothelialen
Aktivierungszustand, sogar in HUVECs als Tie-2-Agonist Angiogenese und Zellprotektion
vermitteln kénnen (Teichert-Kuliszewska et al., 2000; Harfouche und Hussain, 2006).

Eine aktivierende Rolle scheint dem Ang-2 auch wahrend der postnatalen Lymph-
angiogenese zuzukommen. Wahrend Ang-2 fir die embryonale Lymphangiogenese
entbehrlich ist, Gbernimmt es eine essentielle Funktion bei der postnatalen Modellierung und
Reifung der LymphgefaBe. Ang-2 zeigt sich in diesem Zusammenhang als obligater Partner
der Wachstumsfaktoren VEGF-C und VEGF-D. Ang-2-defiziente M&use entwickeln nach der
Geburt schwerwiegende Defekte der LymphgeféaBe und versterben aufgrund eines massiven
chylésen Ascites in der zweiten Lebenswoche. Durch Gabe von Ang-1 kénnen diese Defekte
behoben werden. Dies lasst darauf schlieBen, dass Ang-2 wéahrend der postnatalen
Lymphangiogenese als Tie-2-Aktivator fungiert (Gale et al., 2002; Veikkola et al., 2002).

Die Expression von Ang-2 wird von verschiedenen Faktoren, wie Hypoxie,
Wachstumsfaktoren und Hormonen beeinflusst. In EC-Kulturen wurde ein 3,1- bis 5,6-facher
Expressionsanstieg unter Hypoxie festgestellt. Steigernde Effekte zeigten des Weiteren die
Zytokine VEGF, der basische Fibroblastenwachstumsfaktor (bFGF) und TNF-a (Mandriota
und Pepper, 1998; Oh et al., 1999; Kikrun et al., 2000; Kim et al., 2000c; Lin et al., 2000).
Auch eine Stimulation mit humanem Choriogonadotropin (HCG) flhrte zur vermehrten
Produktion von Ang-2 (Hazzard et al., 2000). Eine Verminderung der Ang-2-Expression
bewirken Ang-1, ,transforming growth factor-“ (TGF-B) und Ang-2 selbst. Die Expression
des Tie-2-Rezeptors wird durch Ischamie und TNF-a erhéht (Lin et al., 2000).
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1.5.5 Ang-2 und Tumorangiogenese

Angiopoietine spielen neben ihrer physiologischen Funktion auch eine wichtige Rolle bei
diversen Erkrankungen, die mit fehlerhafter BlutgeféBentwicklung einhergehen.
Insbesondere wird die GefaBentwicklung im Tumorgewebe von Angiopoietinen entscheidend
mitreguliert. Vor allem Ang-2 hat als Hypoxie-induzierbarer Wachstumsfaktor das Potential,
den ,angiogenetic switch“, sprich den Ubergang eines Tumors von der avaskuldren Form in
die vaskuldre Form zu beeinflussen. (Holash et al., 1999). Der therapeutische Einsatz von
Ang/Tie-2-Blockern verhindert bei einigen Tumorarten das Fortschreiten der Erkrankung (Lin
et al., 1998).

1.6 Uberblick iiber weitere untersuchte Angiogenese-relevante Gene

Die folgende Tabelle beinhaltet weitere Angiogenese-relevante Gene, die in der
vorliegenden Arbeit in EPCs untersucht wurden. Anhand eines Genexpressionsprofils wurde
erforscht, inwiefern rhAPC wichtige Mediatoren der Angiogenese auf Genebene beeinflussen
kann. An dieser Stelle soll nur ein kurzer funktionaler Uberblick gegeben werden. Genauere
Informationen Uber Funktionsweise und Bedeutung im Angiogenese- und Entzindungs-
geschehen werden bei der Besprechung der einzelnen Gene in der Diskussion geboten
(siehe 4.6).

Tabelle 1-1: Uberblick iiber weitere untersuchte Angiogenese-relevante Gene

Abkiirzung Name Funktion

inhibiert Chemotaxis, Proliferation
und Réhrenbildung von ECs

ANGPTL4 | Angiopoietin-like 4

, . wirkt chemotaktisch auf
CXCL Chemoldn (C-X-C) Ligand 1 Neutrophile; mitogene Effekte
CXCL3 | Chemokin (C-X-C) Ligand 3 wirkt chemotakisch auf

Neutrophile; mitogene Effekte

. . wirkt chemotaktisch auf
CXCL5 Chemokin (C-X-C) Ligand 5 Neutrophile; mitogene Effekte

wirkt chemotaktisch auf aktivierte
T-Zellen; hemmt EC-Wachstum

wirkt chemotaktisch auf aktivierte
T-Zellen; hemmt EC-Wachstum

CXCL9 Chemokin (C-X-C) Ligand 9

CXCL10 Chemokin (C-X-C) Ligand 10

EDG1 endothelial differentiation, Sphingo- steuert EC-Differenzierung, EC-
(STP1) lipid G-Protein-gekoppelter Rezeptor 1 Proliferation und -Apoptose
(Sphingosin-1-Phosphat-1-Rezeptor) bop
, vermittelt Zell-Zell-Kontakte,
SN Ephrin-At GefaBreifung (arteriell-vends)
EENB2 Ephrin-B2 vermittelt Zell-Zell-Kontakte,

GefaBreifung (arteriell-vends)
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Abkurzung Name Funktion
, Mitogen fur Fibroblasten und
EGF epidermal growth factor Keratinozyten
, vermittelt Zell-Zell-Kontakte,
S Ephrin Rezeptor 4 GefaBreifung (arteriell-vends)
, . Mitogen fur Fibroblasten und
EREG Epiregulin Keratinozyten
: beteiligt an Mitogenese,
FGFR3 fibroblast growth factor receptor 3 Angiogenese und Wundheilung
proinflammatorisches Zytokin;
SRS Interferon gamma hemmt EC-Proliferation
. , reguliert den Fettstoffwechsel,
LEP Leptin (obesity homolog, Maus) stark angiogene Wirkung
PDGF-A platelet-derived growth factor alpha Mitogen fir periendotheliale
Polypeptid Zellen, foérdert Zellmigration
PE4 platelet factor 4 (Chemokin (C-X-C) wirkt chemotaktisch auf aktivierte
Ligand 4) T-Zellen; hemmt EC-Wachstum
, hemmt Wachstum und
UlaleieE Thrombospondin-2 Proliferation von ECs
TNE Tumor-Nekrose-Faktor proinflammatorisches Zytokin,
(TNF-Familie, Mitglied 2) indirekt Angiogenese-férdernd
. wirkt proliferativ und chemo-
VEGF-A vascular endothelial growth factor A taktisch auf ECs, direkt angiogen

1.7 Endotheliale Progenitorzellen (EPCs)
1.7.1 Definition und Abstammung der EPCs

Lange Zeit bestand die Annahme, dass die GefaBbildung im adulten Organismus
ausschlieBlich Uber den Prozess der Angiogenese, d.h. Uber die Proliferation, Migration und
Remodellierung bereits bestehender GefaBe erfolgt (Folkman und Shing, 1992; Risau,
1997). Die Vaskulogenese, die Bildung von neuen BlutgefaBen aus EPCs bzw.
Angioblasten, wurde als ein auf die Embryogenese beschrankter Vorgang erachtet (Flamme
und Risau, 1992). Mit der Entdeckung von EPCs im peripheren Blut erwachsener Individuen
wurde jedoch bewiesen, dass Vaskulogenese auch postembryonal stattfinden kann (Asahara
et al., 1997 und 1999a). Den EPCs werden seither zahlreiche therapeutische Einsatz-
moglichkeiten in der Reperfusion ischamischer Gebiete zugesprochen.

EPCs reprasentieren eine noch nicht vollstandig ausgereifte Endothelzell-Vorstufe. Sie
kénnen durch bestimmte endogene und exogene Faktoren aus Gewebs- und Knochen-
marksstammzellen an Orte der GefaBbildung rekrutiert werden. Die endothelialen Vorlaufer
sind daher nicht nur im Knochenmark, sondern auch in der Blutzirkulation und in diversen
Geweben (z.B. Gehirn, Leber und reproduktive Organe) nachweisbar (Shi et al., 1998;
Asahara et al., 1999a; Asahara und Kawamoto, 2004). Durch Formierung zu kapillaren
Strukturen und anschlieBende Ausreifung in mature, funktionsfédhige ECs vermitteln EPCs
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die de novo-Bildung von GefaBen in Sinne der Vaskulogenese (Lin et al., 2000; Urbich und
Dimmeler, 2004). Im adulten Organismus erfolgt diese Form der GefaBbildung wéhrend der
physiologischen Geweberegeneration; sie kann jedoch auch durch pathologische Prozesse,
z.B. bei Endothelschadigungen, Gewebehypoxie oder im Rahmen der Tumorangiogenese
hervorgerufen werden.

Die EPC leitet sich Uber den Hamangioblast von einer mesodermalen, pluripotenten
Stammzelle ab (siehe Abb. 1.4). Der Hamangioblast wird als gemeinsamer Vorlaufer fir
endotheliale Zellen und die Zellen des Blutes angesehen (Zon, 1995; Eichmann et al., 2002).
Aus ihm differenzieren hadmatopoietische und vaskulare Stammzellen, wobei aus letzteren
die EPCs hervorgehen. Die raumliche Nahe von endothelialen Vorlaufern und hamato-
poietischen Zellen wahrend der embryonalen Vaskulogenese (Choi et al., 1998; Choi, 2002)
sowie ihr weitgehend (berschneidendes Genexpressionsprofii (Yano et al., 1997)
identifizieren den Hamangioblast als gemeinsamen Vorganger (siehe 1.3). Zudem kdnnen
Hamangioblasten in vitro in Abhangigkeit von den Kulturbedingungen sowohl in ECs als
auch in hamatopoietische Zellen differenzieren (Pelosi et al 2002).

EPCs besitzen noch die stammzelltypische Fahigkeit zur Selbstreplikation (Asahara und
Kawamoto, 2004; Urbich und Dimmeler, 2004), verfliigen aber Uber ein geringeres
Differenzierungspotential als Stammzellen. Progenitorzellen sind hinsichtlich ihrer spéateren
Entwicklungsrichtung determiniert; das heiBt, ihr Aufgabenbereich ist bereits weitgehend
festgelegt (Blau et al., 2001). Stammzellen sind dagegen in ihrer Funktion noch variabel; sie
zeichnen sich durch eine zelllinientbergreifende Differenzierungsfahigkeit aus (Till und
McCulloch, 1961). Je nach Differenzierungspotential kénnen Stammzellen in totipotente,
pluripotente und multipotente Zellen eingeteilt werden. Eine totipotente Stammzelle steht in
der Entwicklungshierarchie an oberster Stelle, da aus ihr ein eigenstédndiges Individuum
entstehen kann. Eine Stammzelle mit pluripotenter Differenzierungskapazitat kann zwar in
alle Zelltypen der drei Keimblatter differenzieren, ist jedoch nicht mehr in der Lage, einen
autonomen Organismus hervorzubringen. Multipotenten Stammzellen ist in der Regel eine
zellliniengerichtete Entwicklung mit spezifischer Funktion vorgegeben (Weissmann, 2000;
Wobus, 2001). Die Prasenz der Stammzellen minimiert sich mit fortschreitender Embryonal-
entwicklung, jedoch bleiben auch beim Erwachsenen vereinzelt adulte Stammzellen
erhalten, z.B. mit pluripotenter Kapazitat (Young et al., 2004) oder in Form der Hamangio-
blasten mit multipotenter Kapazitat (Gehling et al., 2000; Pelosi et al., 2002; Schattemann
und Awad, 2004).

Die Einteilung der adulten Stammzellen erfolgt je nach Zelllinien in h&matopoietische und
mesenchymale Stammzellen; zudem existieren ,side-population®-Zellen, die zu EPCs und
Zellen des Myokards differenzieren kénnen (Jackson et al., 2001; Grove et al., 2004). Adulte

hamatopoietische und mesenchymale Stammzellen sind in einer Vielzahl von Geweben, in
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denen sie lebenslang residieren, identifiziert worden (v.a. Knochenmark und Blut) (Pittenger
et al.,, 1999; Tuan et al., 2003). |hre Funktion besteht in der physiologischen und patho-
physiologischen Geweberegeneration durch Bildung von Progenitorzellen, aus denen organ-
spezifische Ersatzzellen differenzieren (Bishop et al., 2002; Asahara und Kawamoto, 2004).
Im Jahr 2003 wurde nachgewiesen, dass mesenchymale und hamatopoietische
Stammzellen die Fahigkeit der Transdifferenzierung besitzen; das heif}t, sie kdnnen sich
auch in gewebefremde Zellen entwickeln (Badorff et al., 2003). Zudem wurde die Mdglichkeit
der Dedifferenzierung entdeckt, wobei die Zellen eine Rickentwicklung auf ein primitiveres
Stadium durchlaufen, um im Anschluss in verschiedene Gewebearten zu differenzieren (Blau
et al., 2001). Die genaue Einteilung und Abstammung von Stamm- und Progenitorzellen wird

dadurch zunehmend erschwert.

Epiblasten-&hnliche pluripotente Stammzelle

o
Ektodermale / \\ Endodermale
Stammzelle (®) O Stammzelle
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Endotheliale Zellen
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Abbildung 1-4: Abstammung der EPCs

EPCs differenzieren aus dem von einer mesodermalen Stammzelle abstammenden
multipotenten Hamangioblasten, der als gemeinsamer Vorlaufer von endothelialen
und hamatopoietischen Zellen angesehen wird (modifiziert nach: Asahara und
Kawamoto, 2004).
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1.7.2 Isolierung von EPCs

EPCs lassen sich aus dem Knochenmark (Quirici et al., 2001), aus Nabelschnurblut
(Nieda et al., 1997; Murohara et al., 2000; Smadja et al., 2006a) und peripherem Blut
isolieren (Asahara et al., 1997). Auch die fetale Leber und Fett wurden als Ausgangsmaterial
verwendet, wenn auch weitaus seltener (Planat-Benard et al., 2004). Da sich die Isolierung
aus peripherem Blut am leichtesten realisieren lasst, wird diese Ressource sehr haufig
genutzt. Der Anteil endothelialer Progenitorzellen an der Gesamtzahl mononuklearer Zellen
(,mononuclear cells*, MNCs) ist allerdings sehr gering und betragt weniger als 0,01 % (Khan
et al., 2005). Es empfiehlt sich daher die Isolation aus ,buffy coats“, um ausreichende
Zellzahlen zu erhalten. Uber Stimulation des Spenders mit dem Zytokin ,granulocyte-
monocyte-colony stimulating factor* (GM-CSF) (Takahashi et al., 1999) oder ,granulocyte-
colony stimulating factor” (G-CSF) (Gehling et al., 2000) lasst sich die Zellausbeute steigern,
weil dadurch der Ubertritt von EPCs aus dem Knochenmark in peripheres Blut angeregt wird
(siehe 1.7.4).

Da bislang noch keine einheitliche Methode zur Isolierung der EPCs etabliert wurde,
variieren die Techniken innerhalb der verschiedenen Forschergruppen zum Teil betréchtlich
(Smadja et al., 2007). Die Grundlage jeder Methode bildet jedoch die priméare Isolierung von
MNCs mittels Ficoll-Dichtegradient-Zentrifugation (siehe 2.1.2.1). Viele Gruppen verwenden
im weiteren Verlauf Magnet-gekoppelte spezifische Marker (,microbeads®), mit deren Hilfe
eine Anreicherung der EPCs und gleichzeitige Aussortierung fremder Zellen erreicht werden
kann. So soll die Aussaat einer méglichst einheitlichen Zellpopulation gewéhrleistet werden.
Beispielsweise werden haufig nach der Dichtegradient-Zentrifugation ,CD34-microbeads”
eingesetzt (CD = ,cluster of differentiation”), wobei je nach Forschergruppe unterschiedliche
Ausgangsmaterialien verwendet wurden, z.B. peripheres Blut (Asahara et al.,, 1997),
Knochenmark (Bageley et al., 2003) oder Nabelschnurblut (Bompais et al., 2004; Smadja et
al., 2006a). Eine weitere Mdglichkeit stellt die Voranreicherung der EPCs mittels ,CD133-
microbeads” dar (Gehling et al., 2000). Andere Gruppen verzichten auf den Einsatz von
Magnet-gekoppelten Markern und klassifizieren die nach Aussaat im spezifischen Endothel-
zellmedium adharent gewachsenen Zellen als EPCs (Badorff et al., 2003).

Die Aussaat der Zellen erfolgt bevorzugt auf Fibronektin-beschichteten KulturgefaBen.
Man verspricht sich dadurch eine homogenere Zellpopulation, da CD34-positive MNCs auf
Fibronektin besonders gut in EPCs ausdifferenzieren sollen (Asahara et al., 1997). Die
Kultivierung der Zellen erfolgt in einem Spezialmedium, das den Bedurfnissen der EPCs
angepasst ist und eher hemmend auf unerwiinschte Zellfraktionen wirkt.

In den MNCs des peripheren Blutes befinden sich neben den EPCs noch andere Zellen
mit dem Potential, in ECs auszudifferenzieren. Myeloide Zellen kénnen beispielsweise unter
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bestimmten Kulturbedingungen in ECs differenzieren. Ebenso besteht die Mdglichkeit, dass
andere zirkulierende Progenitorzellen, wie die ,side-population cells, in ECs ausreifen
(Jackson et al., 2001). Weiterhin kénnen sich auch mature, von GeféaBen losgeléste ECs in
der Zirkulation befinden und bei der Isolierung auswachsen (Urbich und Dimmeler, 2004).
Aus diesen Grunden ist eine genaue Charakterisierung der isolierten Zellen essentiell, da nur
so festgestellt werden kann, ob wirklich die gewlinschte EPC-Population isoliert wurde.

1.7.3 Charakterisierung von EPCs

Zur Charakterisierung von EPCs wird die Auspragung antigener Epitope auf ihrer
Zelloberflache genutzt. Spezifische Oberflachenproteine aus dem CD-System werden
anhand der fluoreszenzaktivierten Zellsortierung (FACS) identifiziert (Bender et al., 1991;
Khan et al., 2005). Die CD-Molekile sind grdBtenteils membrangebundene Glykoproteine,
deren individuelle biochemische und funktionelle Eigenschaften eine Abgrenzung
verschiedener Zellen erméglichen (Erber, 1990). Bisher besteht zwischen den Forscher-
gruppen jedoch noch kein Konsens, durch welche Oberflachenantigene EPCs eindeutig zu
identifizieren sind. So wird haufig eine relativ variable Zellpopulation unter dem Oberbegriff
der EPCs eingeordnet, was die Vergleichbarkeit einzelner Ergebnisse erschwert.

Als allgemein anerkannte Antigene hamatopoietischer Stammzellen und endothelialer
Progenitorzellen gelten CD34 und der VEGFR-2 (flk-1/KDR) (Asahara et al., 1997 und
1999a). CD34 ist ein Sialomuzin-&hnliches Glykophosphoprotein mit der Funktion eines
Adhasionsmolekuls (Sutherland et al., 1988; Krause et al., 1996). Etwa 4 % der Knochen-
markszellen sind positiv fir CD34; im peripheren Blut befinden sich nur 0,2 % CD34-positive
Zellen (Bender, 1991). CD34/VEGFR-2 doppelt-positive MNCs differenzieren in vitro
bekanntermaBen in ECs (Asahara et al., 1997 und 1999a). Allerdings werden CD34 und
VEGFR-2 nicht ausschlieBlich von hamatogenen Stammzellen und EPCs exprimiert; auch
reife humane ECs besitzen diese Oberflachenantigene (Fina et al., 1990; Ziegler et al., 1999;
Rafii, 2000).

Eine eindeutige Abgrenzung zwischen EPCs/hdmatogenen Stammzellen und reifen ECs
erméglichte erst die Detektion des Markers CD133 (Prominin, AC133). Hierbei handelt es
sich um ein 120 kD groBes, glykosyliertes Transmembranprotein mit noch unbekannter
Funktion (Miraglia et al., 1997; Yin et al., 1997). CD133 ist ein frGher hamotopoietischer
Stammzellmarker, der von EPCs, jedoch nicht mehr von reifen ECs exprimiert wird (Yin et
al., 1997; Peichev et al., 2000). Aus dem Knochenmark stammende EPCs sind eindeutig
CD133-positiv. Die zirkulierenden EPCs im peripheren Blut exprimieren diesen Marker
schwécher, da sie schon weiter in Richtung EC entwickelt sind (Hristov et al., 2003). Die
Differenzierung von CD133-tragenden Zellen zu ECs wurde in vitro bewiesen, wodurch die
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Zuordnung dieses Markers zum Oberflachenprofil der EPCs bestéatigt wurde (Gehling et al.,
2000).

Die Dreifachexpression von CD34, VEGFR-2 (KDR) und CD133 wird vielfach zur EPC-
Charakterisierung eingesetzt (Gehling et al., 2000; Peichev et al., 2000; Quirici et al., 2001).
In den meisten Untersuchungen bedient man sich jedoch einer Kombination aus nur zwei
Markern, z.B. CD34/KDR (Asahara et al., 1997; Vasa et al., 2001; Strehlow et al., 2003) oder
CD133/KDR (Gill et al., 2001). Eine eindeutige Unterscheidung zwischen EPCs und
hamatopoietischen Stammzellen ist allerdings durch CD34, VEGFR-2 und CD133 nicht
moglich, da beide Zellpopulationen die genannten Marker tragen. Zirkulierende EPCs
beginnen jedoch mit zunehmender Reifung, spezifische Oberflachenantigene von ECs zu
exprimieren. Deshalb ist es sinnvoll, zusatzlich zu den Stammzellmarkern endothelzell-
spezifische Oberflachenantigene nachzuweisen (lwami et al., 2004). Die einzelnen Forscher-
gruppen verwenden hierzu unterschiedliche Marker in verschiedenen Kombinationen, wie
z.B. PECAM-1 (CD31), Endoglin (CD105), ,von Willebrand Faktor* (vWF), CD146, die NO-
Synthase, ,vascular endothelial cadherin“ (VE-cadherin) oder, nach Stimulation, E-Selektin
(Asahara et al., 1997; Kalka et al., 2000a; Dimmeler et al., 2001; Kaushal et al., 2001; Ouirici
et al., 2001; Hristov et al., 2003; Iwami et al., 2004).

Neben der FACS-Analyse lassen sich auch funktionale Eigenschaften von EPCs
nachweisen, wie die Phagozytose von acetyliertem Low-Density-Lipoprotein (acLDL) und die
Bindung des Lektins ,Ulex europaeus-Agglutinin® (Asahara et al., 1997; Dimmeler et al.,
2001; Vasa et al., 2001) (siehe 2.2).

Des Weiteren erlauben auch morphologische Kriterien eine erste Zuordnung der
isolierten Zellen (Asahara et al.,, 1997). Ex vivo vermehrte adulte EPC-Populationen
zeichnen sich durch eine starke Heterogenitat aus. Es lassen sich ,friihe* und ,spéate“ EPC-
Subtypen unterscheiden (Hur et al., 2004), die beide die Fahigkeit zur Neoangiogenese
besitzen und synergistisch zusammenwirken (Yoon et al., 2005). In Bezug auf das Tumor-
angiogenesegeschehen zeigen ,frihe” und ,spate“ EPCs dasselbe vaskulogene Potential
(Reyes et al., 2002). Die ,frihen“ EPCs treten nach 4 bis 7-tagiger Kultivierung auf; sie
besitzen spindelférmige Morphologie und tragen sowohl endotheliale als auch monozytare
Marker. Auffallig ist ihre starke Sekretion von Wachstumsfaktoren (Gulati et al., 2003; Hur et
al., 2004). ,Spate“ EPCs entwickeln sich erst nach 2 bis 3 Wochen; sie haben ein
kopfsteinpflasterartiges Erscheinungsbild mit kleinen Kolonien. Charakteristisch fir die
.Spaten“ EPCs ist ein hohes Proliferationspotential. Sie exprimieren den Marker CD34,
jedoch nicht mehr CD133 (Gulati et al., 2003; Hristov et al., 2003; Ingram et al., 2005).
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1.7.4 Mobilisierung von EPCs

Die Zahl zirkulierender EPCs ist stark abhangig von bestimmten endogenen und
exogenen Faktoren, die eine Progenitor-Freisetzung aus dem Knochenmark veranlassen
kénnen (Aicher et al., 2005). Als einer der starksten Stimuli fir diese Zell-Mobilisierung gilt
die Gewebeischamie (Takahashi et al., 1999; Shintani et al., 2001; Park et al., 2004).

Die Ischamie-bedingte EPC-Freisetzung scheint Gber Zytokine, insbesondere Uber den
Wachstumsfaktor VEGF, vermittelt zu werden. Bei Patienten mit akutem Myokardinfarkt
findet parallel zur EPC-Freisetzung ein starker Anstieg der VEGF-Plasmakonzentration statt
(Shintani et al., 2001). Studien an Mausen belegen die Mobilisierung endothelialer
Progenitorzellen durch exogene Zufuhr von VEGF (Asahara et al., 1999b). Bei Patienten mit
chronischer Myokardischdmie erhdhte sich die Zahl der zirkulierenden EPCs nach VEGF-
Gentransfer (Kalka et al., 2000b).

Weitere bekannte EPC-mobilisierende Faktoren sind:

e “granulocyte-monocyte-colony stimulating factor” (GM-CSF) (Takahashi et al., 1999)

e “granulocyte-colony stimulating factor” (G-CSF) (Huang et al., 2005; Powell et al.,
2005)

e Angiopoietine (Hattori et al., 2001; Hildebrand et al., 2004)

e Erythropoietin (Heeschen et al., 2003; Bahimann et al., 2004)

e HMG-CoA-Reduktasehemmer (Dimmeler et al., 2001; Llevadot et al., 2001)
e Ostrogen (lwakura et al., 2003; Strehlow et al., 2003)

e Kkorperliches Training (Laufs et al., 2004)

1.7.5 Medizinische Bedeutung der EPCs

EPCs nehmen sowohl unter physiologischen als auch pathologischen Bedingungen an
der Bildung von GeféBen teil. Im Rahmen der Geweberegeneration kdénnen sie aus
persistierenden Gewebs- und Knochenmarksstammzellen mobilisiert werden. Auch durch
pathologische Prozesse, v.a. bei tumordsen Erkrankungen und Gewebeischdmie (z.B.
infolge von Entzindungen, Herzinfarkt, Traumata, Verbrennungen) kann eine Mobilisierung
stattfinden (Gill et al., 2001; Shintani et al., 2001).

Ex vivo vermehrte EPCs kdnnen nach Transplantation zur GefaBneubildung in
ischamischen Geweben beitragen. Dieses regenerative Potential transplantierter EPCs wird
auch als therapeutische Vaskulogenese bzw. therapeutische Angiogenese bezeichnet und

wurde in diversen tierexperimentellen Ischamie-Modellen nachgewiesen.
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In ersten Tierversuchen wurden Mé&use mit einseitiger Ischdmie des Hinterlaufs
eingesetzt. Nach intravendser Transplantation von humanen EPCs konnte bei behandelten
Tieren im Vergleich zu einer unbehandelten Kontrollgruppe eine signifikant erhdhte
Kapillardichte mit deutlicher Durchblutungssteigerung in den Hinterlaufen festgestellt werden.
Zugleich verminderte sich die ischamiebedingte Nekroserate und Autoamputationen um
50 % im Vergleich zur Kontrolle (Kalka et al., 2000a). In einem &hnlichen Ischamie-Modell
mit Ratten wurde ebenfalls eine gesteigerte GefaBdichte nach Transplantation von humanen
EPCs verzeichnet (Murohara et al., 2000). In Versuchen mit Diabetes-betroffenen Mausen
konnte durch lokale Injektion von CD34-positiven MNCs die Durchblutung im ischamischen
Hinterlauf wieder hergestellt werden (Schatteman et al., 2000).

Weitere Studien befassten sich mit den Auswirkungen transplantierter EPCs auf die
Regeneration von Myokardischamien. Ratten mit operativ induziertem Herzinfarkt erhielten
eine intravendse Infusion mit humanen, fluoreszenzmarkierten EPCs. Nach 7 Tagen wurden
die Ratten euthanasiert und seziert. Unter dem Fluoreszenzmikroskop zeigte sich eine
Anreicherung der infundierten EPCs in den ischdmischen Myokardgebieten und deren
Einbau in neu entstandene BlutgefaBe. Zudem verbesserte sich die linksventrikulére
Herzfunktion bei verminderter Myokardfibrose im Infarktareal (Kawamoto et al., 2001). Diese
Ergebnisse bestatigten sich in einem vergleichbaren Ratten-Herzinfarktmodell einer weiteren
Forschergruppe (Kocher et al., 2001).

Im Mausmodell konnte bewiesen werden, dass EPCs auch im Gehirn nach fokaler
zerebraler Ischamie die Neubildung von BlutgefaBen tUbernehmen (Zhang et al., 2002). Die
regenerativen Fahigkeiten der EPCs erstrecken sich weiterhin auf Reparaturvorgédnge an
geschéadigtem Endothel. Durch Reendothelialisierung werden Licken in der Endothelschicht
geschlossen (Werner et al.,, 2002 und 2003). Auch im Hinblick auf eine Steigerung der
Biokompatibilitdt von GeféaBprothesen kdnnen EPCs eingesetzt werden. Durch
vorhergehende Aussaat von Knochenmarks-EPCs auf der Prothesenwand wird eine
schnellere Endothelialisierung erreicht und die Gefahr einer postoperativen Thrombenbildung
verringert (Bhattacharya et al., 2000; Kaushal et al., 2001).

Das therapeutische Potential der EPCs bei kardiovaskularen Erkrankungen des
Menschen wurde erstmals an Patienten erforscht, die an schweren ischamischen
Erkrankungen im Beinbereich litten. Durch Injektion von MNCs in die Wadenmuskulatur
konnte bei diesen Patienten die Vaskularisation gesteigert werden, zudem waren
verbesserte hdmodynamische Parameter messbar. Es traten keine Gewebe-Ulzerationen
auf (Tateishi-Yuyamo et al., 2002). Ahnliche Resultate erbrachten weitere Ischamie-Studien
der Gruppe um Huang et al. aus den Jahren 2004 und 2005. In einer randomisierten Studie
an Patienten mit schwerwiegender Gewebeischamie der unteren Extremitaten bestatigte sich
das Vaskulogenesepotential der EPCs. Durch Injektion von G-CSF-mobilisierten MNCs aus
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dem peripherem Blut konnte eine Durchblutungssteigerung im distalen Beinbereich erzielt
werden, wodurch Amputationen verhindert wurden (Huang et al., 2004 und 2005).

Bei Menschen mit akutem Myokardinfarkt zeigte der Einsatz von EPCs ebenfalls positive
Ergebnisse. Die intrakoronare Infusion von Progenitorzellen (aus Knochenmark und Blut)
bewirkte eine deutliche Perfusionssteigerung im Infarkigebiet. Im Zuge der Behandlung
erhéhte sich auch das linksventrikuldre Auswurfvolumen, woraus ein signifikant erniedrigtes
Residualvolumen im linken Ventrikel resultierte (Lee et al., 2000). Im Rahmen der
anschlieBenden BOOST-Studie (,oone marrow transfer to enhance ST-elevation infarct
regeneration®) wurde eine signifikant gesteigerte Funktion des linken Herzventrikels bei
behandelten Patienten gegenlber einer unbehandelten Kontrollgruppe festgestellt (Wollert et
al., 2004). Die derartig verbesserte Herzfunktion blieb Gber ein Jahr erhalten, wobei weder
arrhythmische Komplikationen auftraten noch eine reaktive Hypertrophie des Herzmuskels
erkennbar war (Schachinger et al., 2004). Allerdings verzeichnete die Forschergruppe um
Meyer et al. im selben Versuchsaufbau nur eine maBige Funktionssteigerung und das
Fehlen von positiven Langzeiteffekten (Meyer et al., 2006). Weitere Gruppen konnten im
gleichen Modell keine Steigerung der Herzfunktion erkennen, obwohl sich die InfarkigréBe
verkleinert hatte (Janssens et al., 2006; Lunde et al., 2006). Eine mégliche Ursache fiir diese
abweichenden Ergebnisse mag in dem Einsatz variierender Populationen mononukleéarer
Zellen liegen.

Neben der Beteiligung an der physiologischen GeféaBneubildung wird den EPCs auch ein
Einfluss auf die Vaskularisierung von Tumoren zugeschrieben. So steht bei Krebs-
erkrankungen die Zahl im Blut zirkulierender EPCs in direkter Proportionalitédt zu dem Grad
der Tumorangiogenese (Shaked et al., 2005). Uber die Freisetzung angiogener Faktoren
bewirken Tumorzellen die Mobilisierung von EPCs und ihre anschlieBende Migration ins
TumorgeféaBsystem (Rafii et al., 2002). Die Induktion von malignen Tumoren stellt eine
potentielle Gefahrdung bei der Transplantation von EPCs dar. Beispielsweise kann eine
Transplantation von Wildmaustyp-EPCs bei murinen tumorresistenten Mutanten die
Tumorangiogenese wieder herstellen (Leyden et al., 2001). Zugleich offenbaren sich aber
auch mogliche Strategien in der Krebsbekampfung, z.B. in Form von gentechnisch
veranderten EPCs, die das Tumorwachstum einddmmen kénnten. Uber eine mégliche
Bedeutung der EPCs als Tumormarker wahrend der Krebstherapie wird diskutiert (Shaked et
al., 2005).
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1.8 Fragestellung und Ziel

Die antikoagulativen, antiinflammatorischen und zytoprotektiven Effekte von APC bzw.
rhAPC wurden bereits vielfach in Endothelzellkulturen untersucht und auf molekularer Ebene
beschrieben. In tierexperimentellen Versuchen wurde eine Beteiligung von rhAPC an der
Reperfusion ischamischer Gewebe festgestellt. Einerseits wurde unter APC-Therapie eine
Durchblutungssteigerung im Ischamiegebiet beobachtet (Fernandez et al., 2003; Schoots et
al., 2004; Isobe et al., 2005), andererseits scheint rhAPC auch einen Einfluss auf die
Entstehung neuer BlutgefaBe zu haben. So férderte es z.B. die Vaskularisierung in kutanen
Wunden bei Ratten (Jackson et al., 2005) und induzierte, nach Applikation in die
Ma&usekornea, die Bildung von BlutgefaBen (Uchiba et al., 2004). Im Hamster-Tiermodell
steigerte rhAPC die mikrovaskulare Kapillardichte (Hoffmann et al., 2004). Dieses angiogene
Potential wurde in vivo beobachtet, die molekularen Mechanismen, Uber die rhAPC
gefaBbildend wirkt, sind jedoch weitgehend unbekannt.

Ziel dieser Arbeit war es, die gefaBbildenden Effekte des APC in vitro ndher zu
untersuchen und ihre molekularen Grundlagen zu erforschen. Um einen umfassenderen
Einblick in die biologischen Wirkungen von rhAPC zu erhalten wurden neben den HUVEC-
Kulturen als weitere Zellpopulation EPCs verwendet.

Da der Einsatz der EPCs nach wie vor keiner eindeutig etablierten Methode unterliegt,
sollte besonderes Augenmerk auf die Isolierung und Charakterisierung dieser Zellpopulation
gelegt werden. Uber den Nachweis APC-relevanter Rezeptoren auf der EPC-Oberflache
sollte ermittelt werden, ob EPCs Zielzellen fir APC sind. Des Weiteren wurde geprift, ob
rhAPC die Genexpression seiner essentiellen Rezeptoren in EPCs induziert.

Um das angiogene Potential von rhAPC zu ermitteln, sollte untersucht werden, ob rhAPC
die Genexpression bzw. die Freisetzung proangiogener Mediatoren in HUVECs und EPCs
beeinflussen kann. Zudem sollte erforscht werden, ob rhAPC Uber eine Proliferations-
steigerung von EPCs die Bildung kapillarer Strukturen im Sinne der Vaskulogenese bewirken

kann.
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2 Material und Methoden
2.1  Zellkultur
2.1.1 “Human umbilical vein endothelial cells” (HUVECS)
2.1.1.1 Zellisolierung und Anlegen einer HUVEC-Primarkultur

Als Ausgangsmaterial fur die Isolierung humaner Nabelvenen-Endothelzellen (HUVECS)
dienten Nabelschnire, die von der Sankt Hedwigs Klinik in Mannheim bereitgestellt wurden.
Die Praparation fand unter einer Sterilbank (HERAsafe, Kendro Laboratory Products, Hanau,
Dtl.) statt und wurde in Anlehnung an das Isolationsprotokoll von Jaffe et al. durchgefihrt
(Jaffe et al., 1973).

Zunéchst erfolgte die &uBerliche Reinigung der maximal einen Tag alten, ungekihlten
Nabelschnure. Hierzu wurden sterile Kompressen und 70 %-ige Ethanollésung verwendet.
Wahrend der Reinigung wurden die Nabelschnlre auf Perforationen und Quetschungen
Uberprift. Mit einem sterilen Einwegskalpell wurden dann die Nabelschnurenden gekdrzt, um
glatte Schnittflachen zu erhalten. An beiden Enden der Nabelschnur wurde nun die Offnung
der Nabelvene (Vena umbilicalis) aufgesucht und jeweils ein Dreiwegehahn eingefthrt. Mit
Hilfe von Kabelbindern wurden die Dreiwegehahne an der Nabelschnur fixiert.

Zur Entfernung des in der Vene befindlichen Blutes erfolgte eine mehrmalige Spulung
mit steriler, calcium- und magnesiumfreier, phosphatgepufferter Salzlésung (,phosphate
buffered saline®, PBS). PBS wurde mittels einer Perfusorspritze tUber den Dreiwegehahn in
die Nabelvene eingebracht und im Anschluss mit einer luftgeflliten Perfusorspritze wieder
ausgespult. Dieser Vorgang wurde solange wiederholt, bis die Spullésung nahezu klar war.
Nun wurde die Nabelvene prall mit 37°C warmer Dispase-2-Enzymlésung gefillt und 30
Minuten lang bei 37°C inkubiert. Die enzymatische Aktivitit der Dispase bewirkte die
Ablésung der HUVECs von der GefaBwand. Nach der Inkubation wurde die Nabelschnur
vorsichtig geknetet, um eine stérkere Zellablésung zu erzielen. Im Anschluss wurde die
Dispase-Zell-Suspension mit einer luftgefilliten Perfusorspritze aus der Vene gespdlt und in
ein Falcon-Rdéhrchen Uberfihrt. Die Nabelvene wurde dann mit Endothelzell-Medium (siehe
2.1.1.2) befullt und noch einmal nachgespult, um eventuell verbliebene Zellen mit zu
erfassen. Danach wurde die Zellsuspension abzentrifugiert (5 min, 1500 U/min, 20°C), wobei
ein Pellet aus ECs und wenigen Erythrozyten sedimentierte.

Nach Abnahme des Uberstandes wurde das Zellpellet in 15 ml erwarmtem Endothelzell-
Medium (37°C) resuspensiert und in eine 75 cm®Kulturflasche (mit 2 %-iger Gelatine
beschichtet) ausgesat.
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2.1.1.2 Kultivieren und Passagieren von HUVECs

Die Kultivierung der HUVECs erfolgte im Inkubator (HERAcell, Kendro Laboratory
Products, Hanau, Dtl.) bei einer Temperatur von 37°C, einer Luftfeuchtigkeit von 95 % und
einer atmosphérischen CO.-Konzentration von 5 %. Als Nahrmedium diente supplementier-
tes Endothelzell-Medium (PromoCell, Heidelberg, Dtl.). Der separat gelieferte Supplemente-
pack (PromoCell, Heidelberg, Dtl.) beinhaltete folgende Komponenten, die nach Angaben
des Herstellers angemischt wurden (Tabelle 2-1):

Tabelle 2-1: Supplemente des HUVEC-Mediums

Supplemente Endkonzentration bzw. Vol.-%
Fetales Kalberserum (FCS) 2%

“human endothelial growth factor” (hEGF) 0,1 ng/ml

“human basic fibroblast growth factor” (hbFGF) 1 ng/ml

“endothelial cell growth supplement” (ECGS) 0,4 %

Hydrocortison 1 pg/ml

Amphotericin B 5 ng/ml

Gentamicin 50 pg/mi

24 Stunden nach der Isolierung wurde bei den bereits adharenten HUVECs ein erster
Mediumwechsel vorgenommen. Die nichtadharenten Erythrozyten konnten auf diese Weise
entfernt werden. Das Kulturmedium wurde jeweils im Abstand von 2 bis 3 Tagen gewechselt.
Anhand eines Farbindikators konnte optisch eingeschéatzt werden, inwieweit das Medium
verbraucht war (Farbumschlag von rosa nach gelb, induziert durch ph-Wert-Senkung).

Etwa 4 bis 5 Tage nach der Praparation zeigten die HUVECs in der 75 cm?-Kulturflasche
konfluentes Wachstum und konnten passagiert werden. Hierbei wurden die Zellen vom
beschichteten Untergrund enzymatisch abgelést und auf weitere KulturgefaBe verteilt, in
denen sie wieder bis zur Konfluenz wachsen konnten. Durch das Passagieren erhdlt man die
HUVECs langer vital; zeitgleich lasst sich die Zellzahl um ein Vielfaches erhéhen.

Zunachst wurde das Kulturmedium abgesaugt und die HUVECs mit 10 ml warmer PBS-
Lésung (37°C) gewaschen. Danach wurden die Zellen mit 4 ml erwarmter Trypsin-EDTA-
Lésung Uberschichtet und fir ca. 2 Minuten bei 37°C inkubiert. Trypsin bewirkt das Abldsen
der Zellen vom beschichteten KulturgefédB. Durch vorsichtiges seitliches Beklopfen der
Kulturflasche lieB sich der Ablésungsprozess beschleunigen. Nach mikroskopischer
Kontrolle wurde die enzymatische Reaktion des Trypsins durch Zugabe von 10 ml Medium
gestoppt. Hierbei bewirkte das im Medium enthaltene FCS die Inkativierung des Enzyms
Trypsin.
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Danach wurde die Endothelzell-Suspension in ein Falcon-Réhrchen dberfihrt und
abzentrifugiert (5 Minuten, 1000 U/min, Raumtemperatur). Der Uberstand wurde verworfen
und das Zellpellet in 10 ml Kulturmedium resuspensiert. Nach Verdinnung auf das
gewtlnschte Endvolumen wurde die Zellsuspension (je 5 ml) auf gelatinisierte Petrischalen
(@ 10 cm) verteilt. Abhangig vom jeweiligen Versuch wurde eine Verdiinnung zwischen 1:4

und 1:8 vorgenommen.

2.1.1.3 Durchfihrung der HUVEC-Experimente

Alle Experimente wurden unter sterilen Bedingungen mit HUVECs in der zweiten
Passage durchgeflhrt. Die Zellen wurden nach dem Passagieren in Petrischalen (& 10 cm,
5 ml Medium) kultiviert. 24 Stunden vor jedem Experiment wurde das Kulturmedium der
konfluent wachsenden Zellen entfernt und zur Vermeidung von Cortison-induzierten
Wechselwirkungen durch cortisonfreies Medium ersetzt. Dieses Medium enthielt mit
Ausnahme von Hydrocortison alle in Tabelle 2-1 aufgeflihrten Supplemente. Eine Stunde vor
der Stimulation wurde das cortisonfreie Medium durch ein Versuchsmedium ersetzt, das
weder Cortison noch Wachstumsfaktoren und FCS enthielt. Die antibiotischen und
antimykotischen Zusatze des Supplementepacks waren weiterhin im Versuchsmedium
enthalten.

Die Stimulation erfolgte durch Zugabe von rhAPC (Stocklésung 1 pg/ul, gelést in Aqua
dest., Eli Lilly, Indianapolis, USA) ins Versuchsmedium Uber den Zellen. Hierzu wurde je
nach bendtigter Stimulationskonzentration eine vorher errechnete Menge rhAPC-Ldsung
direkt ins Medium Uber den Zellen pipettiert. Durch vorsichtiges Schwenken der Petrischalen
wurde das rhAPC dann gleichmaBig im Medium verteilt. Als Kontrolle wurden bei jedem
Experiment unstimulierte HUVECs eingesetzt, die jeweils unter denselben Kulturbedingun-
gen (Temperatur, Luftfeuchtigkeit, CO2-Konzentration, Medium, Inkubationszeit) angezilchtet

wurden, wie die stimulierten Versuchszellen.

Tabelle 2-2: Stimulationsbedingungen der HUVEC-Versuche

Experiment Endkonzentration im Medium Inkubation
VEGF-C-mRNA-Expression i

(RT-PCR) rhAPC: 50 ng/ml, 1 ug/ml, 20 pg/ml 4,8,24h
VEGF-C-Freisetzung: rhAPC: 50 ng/ml, 500 ng/ml, 1 pg/ml, o4 h
Dosisabhéngigkeit (ELISA) 10 pg/ml und 20 pg/ml

VEGF-C-Freisetzung: . 2,4,8,12
Zeitabhangigkeit (ELISA) rhAPC: 5 ug/mi und 24 h
Zellcharakterisierung (FACS) unstimuliert 7—-10d
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2.1.2 EPCs
2.1.2.1 Isolierung von EPCs aus ,,buffy coats*

Die Isolierung der EPCs erfolgte in Anlehnung an die Methode der Frankfurter Gruppe
Urbich/Dimmeler (Dimmeler et al., 2001, Urbich et al., 2005) unter Einbeziehung eines von
dieser Gruppe personlich Ubermittelten Isolationsprotokolls.

Da EPCs nur in sehr geringer Anzahl im peripheren Blut vorkommen (< 0,01 % der
MNCs), ist die Isolierung aus Vollblut wegen der minimalen Zellausbeute eher ungeeignet
(Khan et al., 2005). Durch eine Anreicherung weiBBer Blutzellen kann im ,buffy coat® ein
Vollblutvolumen von 500 ml auf 60 - 80 ml reduziert werden. Deshalb wurden ,buffy coats*
(bezogen vom Transfusionszentrum Mannheim) als Ausgangsmaterial fir die EPC-Isolierung
verwendet. Alle Arbeiten wurden unter der Sterilbank durchgefihrt.

Zunachst wurden die MNCs aus dem ,buffy coat® Gber eine Ficoll-Dichtegradient-
Zentrifugation (Ficoll-Isolierung) isoliert. Ficoll ist ein polysaccharidédhnliches Makromolekiil,
das aufgrund seiner Dichte (1,007 g/ml) zur Auftrennung zellularer Blutbestandteile
eingesetzt wird. Hierbei wird der ,buffy coat” (1:1 verdinnt mit PBS) in einem speziellen
Réhrchen (Leukosep mit Filter, Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Dtl.) Gber die Ficoll-
Lésung geschichtet und abzentrifugiert. Aufgrund ihrer héheren Dichte wandern Erythrozyten
und Granulozyten durch die Ficoll-Lésung in den Réhrchenkonus und bilden dort ein
rtliches Zellpellet. Die MNCs (Monozyten/Lymphozyten) kénnen wegen ihrer geringen
Dichte die Ficoll-Lésung nicht durchdringen und ordnen sich deshalb oberhalb des
Leukosep-Filters in einer ca. 4 - 5 mm breiten, gelblich-weiBen Bande an.

Zu Beginn der Isolierung wurden die Leukosep-Réhrchen (pro ,buffy coat* 4 Réhrchen)
mit jeweils 15 ml Ficoll (,Bicoll Separating Solution®, Biochrom AG, Berlin, Dtl.) befullt.
Danach wurde eine kurze Zentrifugation (1 min; 1000 U/min, Raumtemperatur) durchgefihrt,
wodurch die Ficoll-Lésung durch den Leukosep-Filter in den Réhrchenkonus gepresst wurde.
Der ,buffy coat” wurde im Verhaltnis 1:1 mit PBS verdiinnt und vorsichtig in die Réhrchen (je
30 ml pro Réhrchen) auf den Leukosep-Filter geschichtet. Dann erfolgte die Auftrennung der
Zellfraktionen in einem 40-mindtigen Zentrifugationsschritt (1600 U/min, 15°C). Die Zentri-
fugation fand bei ausgeschalteter Bremsfunktion statt, da abruptes Abbremsen die Mono-
zyten-Bande aufwirbeln wirde. Mit einer Pipette (5 ml) wurden die aus MNCs bestehenden
Banden aus den Leukosep-Réhrchen abgesaugt und jeweils in ein mit 10 ml PBS befllltes
Falcon-Réhrchen (50 ml) tGberfuhrt. Durch wiederholtes Auf- und Abpipettieren wurden die
MNCs im PBS mdglichst rasch suspensiert, um Verklumpungen zu vermeiden. Dann wurde
das Falcon-Réhrchen bis zur 50 ml-Marke mit PBS aufgefullt und bei eingeschalteter Bremse
zentrifugiert (10 min, 1400 U/min, 15°C). Der Zelliberstand mit dem ausgewaschenen Ficoll
wurde danach verworfen und das Zellpellet erneut in 10 ml PBS (37°C) resuspensiert. Um
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die Ficoll-Lésung vollstédndig zu entfernen, wurden diese Waschschritte bis zum Erreichen
eines klaren Uberstandes wiederholt. Vor der letzten Zentrifugation wurde die absolute Zahl
der isolierten Zellen ermittelt. Hierzu wurde ein Aliquot aus dem in PBS resuspensierten
Zellgemisch entnommen und im Verhéltnis 1:10 mit ,TURK’S Solution“ verdiinnt. ,TURK’S
Solution® farbt MNCs leicht rosa, wodurch das anschlieBende mikroskopische Auszdhlen in
der Neubauer-Z&hlkammer erleichtert wird.

Eine optimale Zelldichte ist fir die Kultivierung der EPCs von entscheidender Bedeutung.
Eine zu hohe Zellzahl kann die Teilung der EPCs verhindern, wahrend eine zu niedrige Zahl
das Uberleben der Zellen negativ beeinflusst. Deshalb wurden beziglich der Zellzahlen die
persdnlich gegebenen Empfehlungen der Arbeitsgruppe Urbich/Dimmeler eingehalten.

Die KulturgefaBe wurden vor der Aussaat mit humanem Fibronektin beschichtet
(10 pg/ml, gelést in PBS). Pro 12er-Well-Platte (,well“ (engl.) = Vertiefung, Loch) wurden
8 x 10° Zellen in 1 ml EBM-Medium (Cell Systems, St. Katharinen, Dtl.) ausgesat und in der
6er-Well-Platte 20 x 10° Zellen in 2,5 ml Medium/Well. In Abhéngigkeit von den Kultur-
bedingungen (siehe 2.1.2.3) erfolgte die Adh&renz und Ausdifferenzierung von EPCs.

2.1.2.2 EPC-Isolierung mit Voranreicherung von CD34-positiven MNCs aus
,buffy coats”

Die EPC-Isolierung unter zu Hilfenahme von CD34-gekoppelten Magnetmarkern
(,microbeads®) flhrte zu einer Voranreicherung hamatopoietischer Progenitoren. Hierbei
wurden CD34-exprimierende Zellen aus dem Uber Ficoll isoliertem MNC-Pool extrahiert und
somit eine relativ homogene Zellpopulation ausgeséat, die unter spezifischen Kultur-
bedingungen (siehe 2.1.2.3) in EPCs ausdifferenzieren sollte. Allerdings ist die erreichte
Zellzahl bei dieser Isolationstechnik sehr gering, da nur 0,05 - 0,2 % der Zellen im peripheren
Blut CD34 exprimieren (Bender, 1991) und nicht jede CD34-positive Zelle in eine EPC
ausdifferenziert. Die fur die Versuche erforderlichen Zellzahlen konnten auf diese Weise
nicht erreicht werden. Die Anreicherung wurde jedoch eingesetzt, um zu ermitteln, ob bei der
Ficoll-Dichtegradient-Zentrifugation und bei der CD34-Anreicherung vergleichbare EPC-
Populationen ausdifferenzieren.

Die Voranreicherung wurde mit dem ,Direct CD34 Progenitor Cell Isolation Kit"
(,magnetic cell sorting“, MACS-Cell Isolation Kit, Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, Dtl.)
durchgefiihrt. Die CD34-exprimierende Zellfraktion von MNCs des peripheren Blutes wurde
durch Inkubation mit ,microbead“-gekoppelten CD34-Antikbrpern magnetisch markiert
(Antikérper und Beads im Kit enthalten). Die Separation dieser markierten Zellen erfolgte im
Magnetsaulchen des Kits, das in einem speziellen Stander (MACS-Separator des Kits)
einem magnetischen Feld ausgesetzt wurde. Die Zellen wurden im durchgéngigen Réhrchen
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am Magnetfeld vorbeigefiihrt, wobei die markierten Zellen aufgrund der magnetischen
Anziehungskraft an der Réhrchenwand hafteten, wahrend die CD34-negative Zellfraktion mit
dem MACS-Puffer des Kits ausgewaschen wurde. Nach Aufhebung des magnetischen
Feldes wurden die CD34-positiven Zellen mit einem Reinheitsgrad bis zu 98 % eluiert.

Zunachst wurde die in 2.1.2.1 beschriebene Ficoll-Dichtegradient-Zentrifugation aus dem
Louffy coat® durchgefihrt. Die Zellzahl wurde auch hier vor dem letzten Wasch-
Zentrifugationsschritt in der Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Das Zellpellet wurde nach der
Zentrifugation in MACS-Puffer (bestehend aus 0,5 % BSA und 2 mM EDTA-Lésung in PBS;
300 pl/10® Zellen; EDTA = Ethylendiamintetraessigsdure) suspensiert. Die Pufferlésung
wurde vorher im Ultraschallbad (15 min) entgast, um Ubermé&Bige Blasenentwicklung
wahrend der Zelltrennung zu vermeiden.

Dem Zellgemisch wurde dann die im Kit enthaltene FcR-Blocking-Lésung (Human IgG,
100pl/10® Zellen) zugesetzt, um unspezifische Bindungen zu verhindern. Nach kurzer
Einwirkzeit (10 min, Raumtemperatur) wurden die gekihlten ,CD34-microbeads* (100 ul/10®
Zellen) unter mehrmaligem Auf- und Abpipettieren zugegeben. In einer 30-mindtigen
Inkubation (bei 6 bis 12°C) erfolgte dann die Bindung der Antikérper an die CD34-positiven
Zellen. Danach wurden die Zellen abzentrifugiert (5 min, 1400 U/min, Raumtemperatur) und
die Blocking-Lésung und die ,microbeads” mit dem Uberstand entfernt. Das Zellpellet wurde
anschlieBend in MACS-Puffer (0,5 ml Puffer/10® Zellen) aufgenommen und resuspensiert.
Um Verklumpungen zu vermeiden, wurde die Zellsuspension durch ein Zellsieb (70 pm
PorengréBe; Firma BD, Heidelberg, Dtl.) filtriert.

Das Magnetsaulchen des Kits wurde in den zugehérigen MACS-Separator-Stéander
eingespannt und mit 500 ul MACS-Puffer ausgespdlt, bevor 500 ul der Zellsuspension in die
Saule Uberfuhrt wurden. Die S&ule wurde dann dreimal mit jeweils 500 pl MACS-Puffer
gespult, um die nicht gebundenen CD34-negativen Zellen auszuwaschen. Danach wurden
weitere 500 pl der Zellsuspension ins Magnetréhrchen Gberfihrt und der Waschvorgang
wiederholt. Die Spulung erfolgte mit Hilfe eines im MACS-Kit enthaltenen Stempels, mit dem
der Puffer durch das Roéhrchen gedriickt wurde. Die CD34-positiven Zellen verblieben
magnetisch fixiert im Réhrchen, wahrend die restliche Zellfraktion ausgewaschen wurde.

Zum Eluieren der fixierten Zellen wurde das Magnetsaulchen aus dem MACS-Separator
entnommen und aus dem magnetischen Feld entfernt, wodurch sich die CD34-positiven
Zellen von der Réhrchenwand ablésten. Nach Zupipettieren von 1 ml MACS-Puffer wurde
die Zellsuspension mit Hilfe des Stempels aus der Magnetsaule in ein Falcon-Réhrchen
gedrlckt. Zur Erhéhung des Reinheitsgrades wurde das Zellgemisch in ein frisches Magnet-
saulchen dberfihrt und die magnetische Zelltrennung ein weiteres Mal wiederholt. Nach
Ermittlung der Gesamtzellzahl (Neubauer-Zéahlkammer) erfolgte die Charakterisierung der
Zellpopulation mittels FACS-Analsyse (siehe 2.3).
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2.1.2.3 Kultivierung von EPCs

Die EPCs wurden im substituierten ,endothelial basal medium* (EBM-Medium des ,EGM
bullet kit“, CellSystems, St. Katharinen, Dil.) im Inkubator kultiviert. Mit Ausnahme des FCS
(Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Dtl.) waren die Komponenten des Zusatzes im ,EGM bullet kit"
enthalten. Die Anmischung der Supplemente erfolgte nach Vorgabe des Herstellers (Tabelle
2-3).

Tabelle 2-3: Supplemente des EPC-Mediums

Supplemente Endkonzentration bzw. Vol.-%
FCS 20 %

~epidermal growth factor* (EGF) 10 pg/mi

,oovine brain extract* 3 pg/ml

Hydrocortison 1 pg/ml

Gentamicin 50 pg/mi

Die Zellen wurden am 3. Tag nach der Isolierung viermal mit PBS gewaschen, um nicht-
adharente Zellen zu entfernen. Danach erhielten die EPCs frisches Medium (1 ml/Well einer
12er-Multiwellplatte). Da die Versuche am folgenden Tag stattfanden, war kein weiterer
Mediumwechsel erforderlich.

2.1.2.4 Durchfihrung der EPC-Experimente

Fir die Fluoreszenzmikroskopie (2.2) und die Experimente zur Proliferation (2.7) wurden
die EPCs in 12er-Wellplatten ausgesat und unmittelbar danach mit rhAPC bzw. VEGF
(Stocklésung 1 pg/ul, geldst in Aqua dest, Cell Concepts, Umkirch, Dtl.) stimuliert. Hierzu

wurde zu den in supplementietem EBM-Medium (Tabelle 2-3) befindlichen Zellen rhAPC-
Lésung oder VEGF-L6sung (Stimulationsbedingungen: Tab. 2-4) zupipettiert und die Kultur-
gefaBe danach vorsichtig geschwenkt. Bei der Stimulationskonzentration 50 ng/ml wurde
eine Verdinnung der rhAPC- bzw. VEGF-L&sung in EBM-Medium angefertigt und dann mit
dieser Verdinnung stimuliert. Als Kontrolle wurden unstimulierte EPCs eingesetzt, die unter
denselben Bedingungen kultiviert wurden, wie die stimulierten Versuchszellen (37°C,
Luftfeuchtigkeit 95 %, atmosphéarische CO.-Konzentration 5 %, EBM-Medium, gleiche
Inkubationszeit). An den folgenden zwei Tagen wurde die Stimulation im Abstand von 24
Stunden zweimal wiederholt (ohne Mediumwechsel, rhAPC bzw. VEGF verbleiben im
Kulturmedium). Am dritten Tag nach der Isolation wurde das Medium abgesaugt und die
EPCs viermal mit PBS (37°C) gewaschen. Danach erhielten die Zellen frisches
supplementiertes EBM-Medium und wurden erneut fir 24 h stimuliert. Am vierten Tag nach
der Isolierung erfolgte die Zellzahlung bzw. die Durchfiihrung der LDL-Aufnahme und Lektin-
Bindung mit folgender Fluoreszenzmikroskopie.
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Fur den Super Array (2.6) wurden die EPCs in Petrischalen (& 10 cm) in supplementier-
tem EBM-Medium (Tab. 2-3) ausgesét und durch direkte Zugabe von rhAPC (Endkonzentra-
tion: 5 pg/ml) unmittelbar nach der Kultivierung stimuliert. Unstimulierte EPCs wurden als
Kontrollzellen verwendet. Am folgenden Tag wurde wieder mit rhAPC stimuliert und ein
weiteres Mal 24 Stunden spater. Am dritten Tag nach der Isolierung wurden die Zellen vier-
mal mit warmen PBS gewaschen, erhielten frisches EBM-Medium und wurden zum vierten
Mal far 24 h stimuliert. Am vierten Tag nach der Isolierung erfolgte die RNA-Extraktion.

Fir die RT-PCR-Experimente (2.4) wurden die EPCs in Petrischalen (@ 10 cm) ausgesat

und am 4. Tag nach der Isolation einmalig mit rhAPC fir 6 Stunden stimuliert. Einen Tag vor
der Stimulation wurden die Zellen viermal mit erwarmtem PBS gewaschen und auf ein
supplementiertes EBM-Medium umgestellt (Tabelle 2-3), das kein Hydrocortison enthielt.
Eine Stunde vor der Stimulation wurden die Zellen einmal gewaschen und erhielten ein
unsupplementiertes EBM-Versuchsmedium, das als einzigen Zusatz Gentamicin enthielt.
RhAPC wurde in dieses Medium hinzu pipettiert und durch Schwenken des KulturgeféaBes
gleichmaBig verteilt. Nach der Inkubationszeit wurde die RNA der Zellen extrahiert. Beim
Rezeptoren-Nachweis blieben die EPCs unstimuliert.

Die FACS-Analysen (2.3) wurden an unstimulierten EPCs am 4. Tag nach der Isolation

durchgefihrt. Die Kultivierung erfolgte in 12er-Multiwells in supplementiertem EBM-Medium.

Tabelle 2-4: Stimulationsbedingungen der EPC-Versuche

Experiment Endkonzentration im Medium | Inkubation

LDL-Aufnahme/Lektin-Bindung 4 Tage, 4x stimuliert

(Fluoreszenzmikroskopie) 'hAPC: 50 ng/ml, 5 ug/m im 24 h-Abstand

Experimente zur Zellproliferation | rhAPC: 50 ng/ml, 5 pg/ml 4 Tage, 4x stimuliert
(Zellzéhlung) VEGF: 50 ng/ml im 24 h-Abstand
Genexpressionsprofil, 4 Tage, 4x stimuliert

Super Array (Real-Time RT-PCR) | MAPC: 5 ug/ml im 24 h-Abstand

Rezeptoren-Nachweis (RT-PCR) | unstimuliert 4,6 und 8 Tage

Rezeptoren-Expression 6 h, am 4.Tag nach

rhAPC: 50 ng/ml und 5 pg/ml

(RT-PCR) der Isolation
Ang-2-Expression , 6 h, am 4.Tag nach
(RT-PCR) rhAPC: 50 ng/ml und 5 pg/mi der Isolation
Zellcharakterisierung (FACS) unstimuliert 4 Tage

2.2 Untersuchung der EPCs im Fluoreszenz-Mikroskop

Die Charakterisierung der EPC-Kulturen beinhaltete den Nachweis spezifischer
funktionaler Eigenschaften, wie die Phagozytose von ,low density lipoprotein“ (LDL) und die
Fahigkeit, das Lektin ,Ulex europaeus-Agglutinin® auf der Zelloberflache zu binden
(Dimmeler et al., 2001). Durch eine Kopplung von fluoreszierenden Farbstoffen an LDL und
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Lektin, lieBen sich diese beiden Substanzen im inversen Fluoreszenz-Mikroskop detektieren.
So konnte Uberpruft werden, ob die isolierten Zellen die geforderten Eigenschaften besitzen.
Zeitgleich sollten die fluoreszierenden Zellen ausgezahlt werden, um zu untersuchen, ob
eine Stimulation mit rhAPC die Zellproliferation beeinflusst.

Die uber Ficoll-Dichtegradient-Zentrifugation isolierten EPCs wurden in supplementier-
tem EBM-Medium in 12er-Multiwell-Platten ausgesét. Die Stimulation mit rhAPC erfolgte
direkt nach der Isolation und an den darauf folgenden 3 Tagen (rhAPC 50 ng/ml und 5 pg/ml,
pro Bedingung 3 Ansatze). Als Kontrolle zur Ermittlung der Proliferationsrate wurden
unstimulierte EPCs eingesetzt. (Stimulationsbedingungen siehe 2.1.2.4).

Am vierten Tag nach der Isolierung wurde das EBM-Medium abgesaugt und die Wells
viermal mit PBS gewaschen, um nichtadharente Zellen zu entfernen. Danach wurde in jedes
Well 1 ml frisches EBM-Medium pipettiert und die EPCs eine Stunde im Brutschrank
inkubiert. Im Anschluss wurden zu jedem Well 2,4 pg/ml Dil-Ac-LDL (1,1’-dioctadecyl-
3,3,3'3’-tetramethylindocarbocyanine-labeled acetylated low-density lipoprotein, Firma
CellSystems, St. Katharinen, Dtl.) zupipettiert und durch vorsichtiges Schwenken der Platte
einheitlich verteilt. Die Phagozytose des Fluorochrom-gekoppelten Lipoproteins fand
wahrend einer einstlindigen Einwirkzeit im Inkubator (37 °C) statt. LDLs sind Lipoproteine mit
niedriger Dichte (1,019 - 1,063 g/ml). Sie bestehen aus Lipiden und Apolipoproteinen und
dienen dem Transport von Cholesterol in periphere Zellen. EPCs inkorporieren das Dil-Ac-
LDL und werden anhand des gekoppelten Markers Tetramethylindocarbocyanin als rot
aufleuchtende Zellen im Fluoreszenz-Mikroskop sichtbar.

Nach der Inkubation wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen, um Uberschissiges
Dil-Ac-LDL zu entfernen. Danach wurden die Zellen mit Formaldehyd (4 % gelést in PBS,
1 ml/Well, 10 min, Raumtemperatur) fixiert. Zur Schonung des lichtempfindlichen
Fluoreszenzmarkers erfolgte die Fixierung im Dunkeln. AnschlieBend wurde die Lektin-
Bindung durchgefihrt (Lektin von Ulex europaeus; Sigma, Taufkirchen, Dtl.). Das pflanzliche
Agglutinin Lektin ist ein Glykoprotein, das an membranstandige Kohlenhydratstrukturen auf
verschiedenen Zellen binden kann, unter anderem bindet es auch auf der EPC-Oberflache.
In jedes Well wurden 10 pg/ml Lektin (gekoppelt mit Fluorescein-Isothiocyanat, FITC)
pipettiert und unter Lichtabschluss inkubiert (1 Stunde, Raumtemperatur).

Im Fluoreszenz-Mikroskop werden die Fluorochrome mit bestimmten Wellenlangen (Dil-
Ac: 600 - 620 nm; FITC: 450 - 490 nm) angeregt und emittieren daraufhin Licht, welches
langwelliger ist, als das Licht des Anregungsbereichs. Dieses emittierte Licht ist als
Fluoreszenz sichtbar. Da der FITC-Marker grine Fluoreszenz zeigt, Dil-Ac jedoch rot
leuchtet, kann differenziert werden, welche Zellen LDL aufnehmen bzw. Lektin binden;
auBerdem kénnen doppelt fluoreszierende Zellen detektiert werden. In der Literatur werden
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EPCs fluoreszenzmikroskopisch als diejenigen Zellen identifiziert, die sowohl LDL
aufnehmen, als auch Lektin binden kénnen (Dimmeler et al., 2001).

Zur Ermittlung der Proliferationsraten wurden unter dem Fluoreszenz-Mikroskop in jedem
Well an drei definierten Stellen digitale Fotos im Hellfeld und unter Fluoreszenz erstellt.
Aufnahmen von mehreren Well-Arealen waren notwendig, da die Zelldichte in den Wells zur
Mitte hin héher ist als in den Randgebieten. Mit Hilfe einer angefertigten Schablone konnte
gewahrleistet werden, dass an Ubereinstimmenden Stellen fotografiert wurde. So sollte ein
optischer Vergleich der Zellzahlen ermdéglicht werden. AnschlieBend wurden die doppelt
Fluoreszenz-positiven Zellen auf den Fotos ausgezahlt. Die verwendete Kamera war eine

Leica DC500 mit der Software Icon IM50 (Leica Microsysteme, Vertrieb Bensheim, Dtl.).

2.3 “Fluorescence-activated cell sorting” (FACS)-Analyse von HUVECs und
EPCs

FACS ist ein von der Firma Becton Dickinison (Franklin Lakes, USA) entwickeltes
Durchflusszytometrie-Verfahren. Es ermdglicht die Charakterisierung und das Zahlen von
Zellen in einem Flissigkeitsstrom. Im FACS-Gerat (FACS-Calibur, Firma BD, Vertrieb
Heidelberg, Dtl.) werden in Lésung befindliche Zellen durch eine Kapillare gesaugt und
passieren einzeln einen geblndelten Laserstrahl. Jede Zelle emittiert dabei Streulicht,
wodurch Ruckschlisse auf ZellgroBe (Vorwartsstreulicht; ,forward scatter”) und Zellgranulari-
tat (Seitwartsstreulicht; ,side scatter”) gezogen werden kdnnen. Spezifische Eigenschaften
der Zellen lassen sich durch ihre Markierung mit Fluorochrom-gekoppelten Antikdrpern
ermitteln. Die Elektronen des Fluoreszenz-Farbstoffes werden durch den Laser angeregt,
d.h. auf ein hoheres Energieniveau gehoben. Nach der Laserstrahlpassage wird die
Uberschussige Energie in Form von Photonen wieder abgegeben. Diese Emissionen werden
im FACS-Gerat gemessen, wobei sich die emittierte Photonenkonzentration proportional zur
Menge der gebundenen Antikérper verhalt (Quelle: www.facslab.toxikologie.uni-mainz.de).

Uber den Nachweis spezifischer Oberflachenmolekiile des CD-Systems kénnen Zellen in
der FACS-Analyse detektiert werden. Hierzu werden bekannte Oberflachenstrukturen einer
nachzuweisenden Zellart mit spezifischen Fluorochrom-markierten Antikérpern ,geférbt”. Nur
wenn die untersuchte Zellart diese Strukturen auf ihrer Oberflache exprimiert, kann eine AK-
Bindung stattfinden, die im FACS-Gerét als positives Fluoreszenz-Signal registriert wird.

Da die Isolierung der EPCs Uber verschiedene Methoden und Ausgangsmaterialien
erfolgen kann, sollte in der FACS-Analyse sichergestellt werden, dass die verwendeten
Isolationstechniken (Ficoll-Dichtegradient-Zentrifugation (2.1.2.1) und CD34-Anreicherung
(2.1.2.2)) in Verbindung mit der spezifischen Zellkultivierung (2.1.2.3) zur Ausdifferenzierung
in EPCs gefuhrt haben. Die EPC-Charakterisierung wurde in Anlehnung an Identifikations-
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kriterien der Gruppe Urbich/Dimmeler durchgefuhrt (persénliche Mitteilung). Zur Abgrenzung
zwischen EPCs und HUVECs wurde auch ein Oberflachenprofil von HUVECs erstellt.

In der FACS-Analyse wurden folgende mit Phycoerythrin (PE) bzw. Flourescein-Iso-
thiocyanat (FITC) markierte Antikérper (AK) eingesetzt (Tabelle 2-5):

Tabelle 2-5: Zur Identifizierung der EPC-Population eingesetzte Antikorper (FACS)

Direkt markierte Antikorper
PE-markiert: lgG CD31 CD34 CD105
FITC-markiert: lgG CD133 CD146 vWF

Antikorper mit markiertem Sekundar-Antikorper
FITC-markiert: primar: VEGFR-2; sekundar: Kaninchen anti-Maus-FITC

Weiterhin wurde Uberpriift, ob EPCs auf ihrer Oberflache spezifische Rezeptoren
(PAR-1, PAR-2, EPCR und S1P1) exprimieren, die die Wirkungen des APC vermitteln.
Hierzu wurden folgende AK verwendet (Tabelle 2-6):

Tabelle 2-6: Antikérper zum Nachweis APC-relevanter Rezeptoren auf EPCs (FACS)

Direkt markierte Antikorper
PE-markiert: | IgG | PAR-1 PAR-2 | CD201 (EPCR)

Antikorper mit markiertem Sekundar-Antikorper
FITC-markiert: | primar: EDG1 (S1P1); sekundér: Ziege anti-Maus-FITC

Die Antikérperfarbung fir FACS wurde wie folgt durchgefiihrt: Unstimulierte EPCs bzw.
HUVECs wurden zunachst mit PBS gewaschen, um nichtadharente Zellen zu entfernen. Die
adharenten Zellen wurden dann mit 1 mM EDTA/PBS-L&sung Uberschichtet und in einer 20-
mindtigen Inkubation (37°C) von den KulturgefaBen abgelést. Die Zellen wurden danach in
ein Falcon-Réhrchen Uberfihrt und ihre Gesamtzellzahl in der Neubauer-Z&hlkammer
ermittelt. Nach Zentrifugation (10 min, 1400 U/min, Raumtemperatur) wurde das Zellpellet in
einer entsprechenden Menge BSA-Lésung (1 %, geldst in PBS) aufgenommen, um je 100 pl
Zellsuspension mit 0,5 - 1 x 10° Zellen pro FACS-R&hrchen verteilen zu kénnen. In
Abhéangigkeit von der Zellausbeute konnte eine variable Zahl von FACS-Rdhrchen bestickt
werden. In jedes R&hrchen wurden nachfolgend 2 pl Blocking-Lésung (FcR Blocking
Reagent, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Dtl.) pipettiert und auf dem Vortex mit der
Zellsuspension vermischt. Mit der Blocking-Losung (5 min. Einwirkzeit, Raumtemperatur)
wurden unspezifische Antikdrperbindungen verhindert.

Nun erfolgte die Zugabe der Primar-AK, wobei direkt markierte und unmarkierte Primar-
AK verwendet wurden. Die AK wurden grdBtenteils unverdinnt als vom Hersteller
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gebrauchsfertig gelieferte AK-Lésung in die Zellsuspension (106 Zellen/100 pul je Réhrchen)
pipettiert (20 pl AK-Lésung/Rdéhrchen: IgG-PE, IgG-FITC, VEGFR-2, CD34, CD31, PAR-1,
EPCR (CD201), EDG1 (S1P1); 10 pl /Réhrchen: CD105, PAR-2; 5 pl/Réhrchen: vVWF) bzw.
vorher mit PBS verdiinnt und dann zupipettiert (CD133: 1:50, 50 pl/Réhrchen; CD146: 1:10,
10 pl/Réhrchen). Die unmarkierten AK (VEGFR-2 und EDG1) wurden mit Sekundéar-AK
(Kaninchen- bzw. Ziege anti-Maus-FITC 1:30 (1:5 vorverdlnnt), 17 pl/Réhrchen) markiert.
Bei den direkt markierten AK konnte ein PE-markierter AK gemeinsam mit einem FITC-
markiertem AK in einem Rdéhrchen angesetzt werden. Die gleichzeitige FACS-Messung mit
verschiedenen Fluoreszenz-Farbstoffen ist mdglich, weil Gber den Laserimpuls eine
gemeinsame Anregung stattfindet, jeder Farbstoff aber ein eigenes Emissionsspektrum
besitzt. Da bei der EPC-Isolierung relativ geringe Zellzahlen erreicht werden, ist es sinnvoll,
mehrere AK gleichzeitig anzusetzen. So kdnnen mdoglichst viele Zellmerkmale in einer
Messung erfasst werden. Bei jeder Messung wurden zusatzlich auch FACS-Rdéhrchen mit
lgG-Isotypkontrollen (PE- und FITC-Isotypkontrollen, direkt-markiert) angesetzt. Bindet die
lgG-Isotypkontrolle an die Zellen, so reprasentiert ihre Fluoreszenz die unspezifischen
Bindungen. Die Fluoreszenzstarke der Isotypkontrolle wird jeweils von der Fluoreszenzstarke
der CD-Antikdrper subtrahiert und so die verfalschende Hintergrundfluoreszenz eliminiert.
Nachdem die Priméar-AK zupipettiert waren, wurden die FACS-Réhrchen auf dem Vortex
geschittelt und unter Lichtausschluss inkubiert (30 min, 4°C). Im Anschluss wurden die
nichtgebundenen Primér-AK ausgewaschen. Hierzu wurden die Rdhrchen mit je 2 ml
PBS/BSA-Losung aufgeflllt und danach abzentrifugiert (10 min, 1400 U/min, Raum-
temperatur). Die Zellen wurden dann in 500 pl PBS/Formaldehyd-Lésung (1 %) resuspen-
siert und auf diese Weise fixiert. Zellen, die mit unmarkierten Primar-AK ,gefarbt* wurden,
mussten vor der Fixierung noch mit markierten Sekundar-AK inkubiert werden (30 min,
4°C im Dunkeln). Danach wurden auch die Sekundar-AK ausgewaschen und die Zellen

fixiert.

2.4 Reverse Transkriptase-Polymerase Kettenreaktion (RT-PCR) in vitro
kultivierter HUVECs und EPCs
2.4.1 Prinzip der Reversen Transkription und der Polymerase-Kettenreaktion

Die RT-PCR ist eine kombinierte molekularbiologische Methode, bestehend aus der
Reversen Transkription und der Polymerase-Kettenreaktion. Sie dient dem Nachweis der
Expression spezifischer Gene. Die Reverse Transkription ist eine Reaktion, die eine
mRNA-Probe (,messenger ribonucleic acid“) fir den Einsatz in der PCR vorbereitet. Da in
der PCR als Ausgangsprodukt DNA (,desoxyribonucleic acid“) bendtigt wird, muss die
isolierte Gesamt-RNA der Versuchszellen in DNA Uberflhrt werden. Dies geschieht mit Hilfe

47



Material und Methoden

des Enzyms ,Reverse Transkriptase®, einer RNA-abhangigen DNA-Polymerase. Die reverse
Transkriptase ist ein retrovirales Enzym, das die komplementdre Umschreibung von mRNA
in doppelstrangige DNA katalysiert. Die so entstandene cDNA (,complementary DNA®) kann
dann in der nachfolgenden PCR eingesetzt werden.

In der Polymerase-Kettenreaktion wird eine DNA-Zielsequenz spezifisch vervielfaltigt,
wodurch ihre Nachweisempfindlichkeit erhéht wird. Durch das Enzym ,DNA-Polymerase®
(z.B. Tag-Polymerase) wird die Neusynthese eines komplementaren DNA-Stranges (in 5- 3'-
Richtung) anhand einer DNA-Matrize katalysiert. Zur Vervielfaltigung eines genau definierten
DNA-Abschnittes werden spezifische Oligonukleotide (Primer) bendétigt, welche als Starter-
molekile die Sequenz des zukiinftigen PCR-Produkts flankieren. In wiederholten Replika-
tionsschritten wird dieses PCR-Produkt dann um ein Vielfaches kopiert.

Die PCR besteht aus einer Serie von Zyklen, die sich jeweils aus drei Hauptschritten
zusammensetzen. Die Zyklen werden, in Abh&ngigkeit von der eingesetzten cDNA-Menge,
20 bis 45-mal im Thermocycler wiederholt. Dem ersten Zyklus vorangeschaltet findet die
initiale Denaturierung bei 94°C bis 96°C statt. Der erste Schritt eines jeden Zyklus besteht
ebenfalls in einer hochtemperierten Denaturierung (94°C bis 96°C), in der die Wasserstoff-
brickenbindungen zwischen den DNA-Strangen aufgebrochen werden. Dadurch wird die
DNA in Einzelstrange aufgetrennt. Wahrend des zweiten Schrittes wird die Temperatur
abgesenkt (55°C bis 69°C) und die spezifischen Primer lagern sich komplementar am
3’-Ende der Einzelstrange an (Annealing). Der dritte Schritt jedes Zyklus beinhaltet die
Vervielféltigung der DNA-Fragmente (bei z.B. 72°C, Amplifikation), wobei die DNA-
Polymerase komplementdre Desoxyribonukleotide an der DNA-Matrize anlagert und zu
einem Tochterstrang verbindet. Mit jedem Zyklus verdoppelt sich die Menge der DNA
idealerweise, wodurch eine exponentielle Anreicherung der amplifizierten Zielsequenz
(,template-DNA®, doppelstrangig) erfolgt. Nach Ablauf der Zyklen endet die Reaktion in der
finalen Elongation bei 72°C. Danach werden die Proben im Thermocycler auf 4°C gekihlt
und hierbei die Polymerase inaktiviert.

2.4.2 Fragestellung bei den RT-PCR-Versuchen

Mit Hilfe der RT-PCR sollte bei HUVEC-Kulturen die VEGF-C-Expression nach
Stimulation mit rhAPC untersucht werden. In Screeningexperimenten der Arbeitsgruppe
wurde bereits eine rhAPC-abhdngige Expressionssteigerung des Wachstumsfaktors
VEGF-C in HUVECs festgestellt (Ergebnis nicht veréffentlicht). In dem hierbei eingesetzten
Verfahren (Affymetrix® GeneChip Expressions Array; verwendeter GeneChip: ,Human
Genome U133 Plus 2.0 Array“; Firma Affymetrix, High Wycombe, USA) wurde die
Genexpression von 38500 bekannten menschlichen Genen untersucht. Inwieweit rhAPC die
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Expression einzelner Gene beeinflussen kann, wurde im Vergleich zwischen stimulierten
HUVECs (rhAPC 5 pg/ml) mit einer unbehandelten Kontrollgruppe ermittelt. Da ein
derartiges Screening-Verfahren nur als erste orientierende Hilfe fir weiterfiihrende prazisere
Methoden gedacht ist, sollte die Auswirkung von rhAPC auf die endotheliale Genexpression
von VEGF-C mittels RT-PCR genauer untersucht werden.

Hierzu wurden konfluent wachsende HUVECs (2. Passage) mit rhAPC in verschiedenen
Konzentrationen (3 Ansadtze pro Bedingung) und unterschiedlichen Inkubationszeiten
stimuliert. Als Kontrolle wurden unstimulierte HUVECs eingesetzt, die unter den gleichen
Bedingungen (Temperatur, Luftfeuchtigkeit, CO2-Gehalt, Medium, Zeit) kultiviert wurden. Der
Versuch wurde an HUVECs von zwei verschiedenen Spendern durchgefihrt (Durchfiihrung
und Stimulationsbedingungen siehe 2.1.1.3).

In EPC-Kulturen wurde untersucht, ob die Zellen die Rezeptoren PAR-1, PAR-2, EPCR
und S1P1 tragen. Zeitgleich wurde ermittelt, zu welchem Inkubationszeitpunkt die Expres-
sion dieser Rezeptoren bei unstimulierten EPCs am stérksten ist (2 Spender je Rezeptor).

Um zu erforschen, ob rhAPC die Expressionsrate der APC-relevanten Rezeptoren bei
EPCs beeinflusst, wurden die Zellen mit rhAPC in zwei verschiedenen Konzentrationen fir 6
Stunden stimuliert (2 bis 3 Spender je Rezeptor). Unstimulierte EPCs dienten als Kontrolle.
Nach demselben Schema wurde auch die Auswirkung von rhAPC auf die Ang-2-Expression
in EPC-Kulturen untersucht (n = 3 Spender). Die genauen Stimulationsbedingungen sind
unter 2.1.2.4 aufgefthrt.

2.4.3 RNA-Extraktion

Um Kontaminationen mit Ribonukleasen und freier DNA zu vermeiden, wurden alle
Arbeitsflachen und Gerate vor der RNA-Isolation mit einer RNA- und DNA-spaltenden
Lésung (DNA-Exitus PlusTM, Applichem GmbH, Darmstadt, Dtl.) behandelt und es wurden
nur zertifizierte RNase- und DNase-freie Reaktionsgefae und Pipettenspitzen verwendet.

Die Gesamt-RNA wurde mit Hilfe des Qiagen ,RNeasy Mini Kits“ (Qiagen, Hilden, Dtl.)
isoliert. Die Zellen wurden hierfiir in Petrischalen (& 10 cm) kultiviert. Zunéachst wurde der im
Kit enthaltene Guanidiniumisothiocyanid-haltige Lyse-Puffer mit B-Mercaptoethanol (1 %)
gemischt und die DNase-Stocklésung mit dem zugehdérigen Puffer des Kits angesetzt.

Unter der Sterilbbank wurde das Kulturmedium aus den Petrischalen vollstandig
abgesaugt und anschlieBend je Schale 600 ul des Lyse-Puffers zugegeben. Dieser Puffer
bewirkt durch sofortige Proteindenaturierung zum einen die Ablésung der Zellen vom Boden,
zum anderen die Zerstérung der Zellmembranen, wodurch RNA freigesetzt wird. Nach kurzer
Einwirkzeit wurden die Zellen mit einem sterilen Zellschaber vom Petrischalenboden
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abgekratzt und durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren homogenisiert. Das Zell-Lysat
(600 pl pro Bedingung) wurde dann in Zentrifugationsréhrchen des Qiagen-Kits (,giashredder
spin column®) Uberflhrt und zentrifugiert (2 min, 12000 U/min, Raumtemperatur). Durch die
Zentrifugalkraft wurde das Lysat im Qiashredder durch eine Membran gepresst und so
restliche intakte Zellmembranen zerstért. Nach der Zentrifugation wurde die Qiashredder-
Membran aus dem Rdhrchen entfernt und dem Lysat ein dquivalentes Volumen an 70 %-iger
Ethanol-Lésung zugegeben. Aufgrund dieser Pufferbedingungen préazipitierte die RNA. Im
Anschluss wurde das Gemisch auf die Silikat-Gel-Saule der im Kit enthaltenen ,RNeasy mini
column® aufgebracht. Durch eine kurze Zentrifugation (15 sec, 12000 U/min, Raumtemp.)
erfolgte die Bindung der RNA an die Silikat-Gel-Matrix und damit die Trennung vom Ubrigen
Zell-Lysat, welches verworfen wurde. Eventuell an der Matrix haftende Zellfragmente wurden
mit einem Wasch-Puffer des Kits ausgewaschen. Hierzu wurden jeweils 350 ul des Wasch-
Puffers auf die Silikat-Gel-Saulen der RNeasy-Réhrchen pipettiert und dann abzentrifugiert
(15 sec, 12000 U/min, Raumtemp.). Da die RNA in der Gel-Matrix gebunden blieb, konnte
der Durchfluss verworfen werden. Nun wurden 80 ul der 12,5 %-igen DNase-L6sung direkt
auf die Membran pipettiert und 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die DNase-L&sung
spaltet restliche, in der Membran enthaltene DNA-Anteile. In drei Waschschritten mit den im
Kit enthaltenen Waschpuffern wurden die Rest-DNA-Fragmente dann entfernt. Im Anschluss
wurde die Silikat-Gel-Saule in ein Auffangsréhrchen (,collection tube®) transferiert und mit
30 pl RNase-freiem H,O (H>Opegpc, DEPC = Diethylpyrocarbonat) benetzt. In der folgenden
Zentrifugation (1 min, 12000 U/min, Raumtemp.) I6ste sich die RNA von der Silikat-Matrix.
Das Eluat mit der gelésten RNA wurde danach in ein steriles Eppendorf-GefaB tberfihrt.

2.4.4 Messung der RNA-Konzentration

Mit Hilfe eines Spektrometers (Biophotometer, Eppendorf GmbH, Hamburg, Dtl.) wurde
der RNA-Gehalt der einzelnen Proben photometrisch ermittelt. Zur Messung der Absorption
wurden 3 pl der RNA-L6sung mit 297 pl HoOpgpc verdiinnt. Als Leerwert-Kontrolle diente
H.Opepc. Die optische Dichte der Proben wurde bei einer Wellenlange von 260 nm
gemessen, wobei eine Absorption von 1 einer RNA-Konzentration von 40 pg/ml in Wasser
entspricht. Zur Berechnung der RNA-Konzentration wurde folgende Formel verwendet:
»,RNA-Konzentration in pg/ml = 40 x Azeonm X Verdinnungsfaktor*.

Der Reinheitsgrad der RNA wurde durch photometrische Messung bei den Wellenldngen
260 nm (Absorptionsmaximum von RNA) und 280 nm (Absorptionsmaximum von Proteinen)
bestimmt. Der Quotient aus beiden Absorptionen (Azeonm/A2sonm-Ratio) gibt das Verhéltnis
der vorhandenen RNA zu verunreinigenden Proteinbeimengungen an. Optimalerweise sollte

dieser Quotient zwischen 1,8 und 2 liegen.
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2.4.5 Reverse Transkription (RT)

Die RT wurde im Thermocycler ,PTC-220 DNA Engine DyadTM* (MJ Research, Boston,
USA) durchgefihrt. Um die vorgeschriebenen 3 pg Gesamt-RNA in der RT einsetzen zu
kénnen, wurden die Proben mit H,Opgpc auf 0,5 pg/upl verdiinnt. Die Proben wurden auf Eis
gestellt und wahrend der weiteren Schritte stets gekihlt.

Pro Ansatz wurden jeweils 6 pul Gesamt-RNA-Probe in ein PCR-Rdhrchen vorgelegt.
Danach wurden in jedes Rohrchen 6 pl eines oligo(dT)15-Primers (25 uM) pipettiert. Die
Proben wurden auf dem Vortex homogenisiert und der erste Schritt der RT (4 min, 72°C) im
Thermocycler gestartet. Hierbei erfolgte das Aufschmelzen der mRNA-Sekundarstrukturen
und die Anlagerung des zum Poly(A)-Schwanz am 3’-Ende komplementéaren Primers an die
RNA. Die Proben wurden danach im Gerat auf 4°C abgekihlt.

Far die anschlieBende RT-Reaktion wurde ein Mastermix aus folgenden Komponenten
auf Eis angesetzt (aufgrund eventueller Pipettierverluste 33,65 pl je Probe) (Tabelle 2-7).

Tabelle 2-7: RT-Mastermix

RT-Mastermix Volumen (33,65 pl)
H>Opepc 20,3 ul

5x RT-Puffer 9,0 ul

dNTP-Mix (Desoxynucleosidtriphosphate Endkonzentration 220 uM) | 1 pl
RNase-Inhibitor (92 Einheiten/Reaktion) 2,3 ul

BSA (Endkonzentration 100 ng/ml) 0,45 pl

AMV (,avian myeloblastis virus®) 0,6 ul

In jede Probe wurden 33 pl RT-Mastermix pipettiert und homogenisiert. Im zweiten
Schritt der RT (Thermocycler-Programm: 90 Minuten, 42°C; 10 Minuten, 94°C) erfolgte die
tatsachliche Reverse Transkription mit anschlieBender Denaturierung der entstandenen
DNA-RNA-Hybridhelix. Die so gewonnene cDNA wurde sofort fir die PCR eingesetzt, oder
alternativ bei -20°C aufbewahrt.

2.4.6 Polymerase-Kettenreaktion (PCR, semiquantitativ)

Die in der RT entstandene cDNA wurde als Matrize fir die Synthese der nachzu-
weisenden Zielsequenz eingesetzt. Diese cDNA spiegelt die mRNA-Ausstattung der Zellen
zum Zeitpunkt der RNA-Isolation wieder. Wurde die untersuchte Zielsequenz zum
Abnahmezeitpunkt vermehrt exprimiert, so gehen von ihr auch mehr Kopien in die PCR ein.
Daraus resultiert eine gréBere Menge an gebildetem PCR-Endprodukt. In der nachfolgenden
Gelelektrophorese lassen sich Unterschiede in der Genexpression im direkten Vergleich der
Versuchsgruppen sichtbar machen.
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Neben der Zielsequenz wurde fur jede Probe in einem weiteren Ansatz auch die
GAPDH-Sequenz im Thermocycler amplifiziert. Die GAPDH (Glyzerinaldehydphosphat-
Dehydrogenase) ist ein ubiquitdres Enzym, das naturgeman in allen Zellen exprimiert wird.
Dieses als interne Kontrolle (,housekeeping® Gen) eingesetzte Enzym wird bei der
Quantifizierung der Zielsequenz benétigt. Mit Hilfe der GAPDH-Expression kann kontrolliert
werden, ob in den einzelnen Versuchsansatzen gleiche Mengen cDNA in der PCR
eingesetzt wurden. Die Ermittlung des Quotienten von Zielsequenz-Expression zu GAPDH-
Expression gibt die normalisierte, tatsachliche Expressionsrate des Zielgens an.

Zunachst wurden je Probe 2 pl cDNA in ein PCR-Réhrchen vorgelegt und auf Eis
gestellt. AnschlieBend wurde ein gemeinsamer PCR-Reaktionsansatz (Tabelle 2-8) fiir alle
Proben in ein Eppendorf-GefaB pipettiert. Hierbei wurde das Enzym Taqg-Polymerase (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Dtl.) als letzte Komponente zugegeben und stets auf Eis
geklhlt. Aus dem Gesamtansatz wurden dann jeweils 48 pl zu den vorgelegten 2 pl cDNA
zugegeben.

Der PCR-Reaktionsansatz flr eine Probe enthielt folgende Komponenten:

Tabelle 2-8: PCR-Reaktionsansatz

PCR-Reaktionsansatz Volumen (48 pl)
H2Opepc 39 ul

dNTP-Mix (Endkonzentration 200 pM) 1l

Primer (Endkonzentration 300 nM) 2 pl

10x PCR Puffer 5ul

BSA (Endkonzentration 100 ng/ml) 0,5 pl
Tag-Polymerase (2,5 Einheiten/Ansatz) 0,5 ul

Als Positivkontrolle diente ein Ansatz mit 1 pl HoOpgpc + 1 ul eines Gemisches von
150 ng ,synthetischer doppelstrangiger DNA® in 30 ul H,Opepc. Die Positivprobe fiir den
VEGF-C-Nachweis und fir den Ang-2-Nachweis wurde jeweils vom Hersteller der Primer
geliefert (R&D Systems, Wiesbaden, Dtl.). Beim Rezeptoren-Nachweis lag die Positiv-
kontrolle jeweils in Form von cDNAs aus Vorarbeiten der Arbeitsgruppe vor, in denen die
gesuchten Sequenzen bereits nachgewiesen wurden. Als Negativkontrolle wurden 2 pl
HoOpepc eingesetzt.

Fir jedes nachzuweisende Gen wurde ein eigenes Programm von spezifischer Dauer
und Temperatur im Thermocycler eingestellt (Tabellen 2-9 bis 2-15). Die Annealing-
Temperatur ist beispielsweise vom Schmelzpunkt des eingesetzten Primers abhangig. Die
Temperatur wahrend der Amplifikation richtet sich nach dem Temperaturoptimum der
Polymerase, wéahrend die Amplifikationsdauer von der Lange des DNA-Fragments abhangt.

52



Material und Methoden

Je mehr Zyklen in der PCR eingesetzt wurden, desto stérker zeigte sich in der Regel die
Bande in der nachfolgenden Elektrophorese. Bei verschiedenen Spendern musste bisweilen
in der Zyklenzahl variiert werden, weil die Expression der gesuchten Parameter individuellen
Schwankungen unterlag. Deshalb waren meist mehrere PCRs zum optimalen Gen-Nachweis
erforderlich. Die Temperatur wurde abschlieBend im Thermocycler auf 4°C heruntergekuinhlt.
Das PCR-Produkt (doppelstrangige, lineare DNA) kann mehrere Stunden bis zur Auswertung

bei dieser Temperatur aufbewahrt werden.

Ubersicht tiber die verwendeten PCR-Programme (Primersequenzen siehe 2.8.7):

Tabelle 2-9: PCR-Programm fur GAPDH

Zyklus Zeit Temperatur Zyklenzahl
Initiale Denaturierung 5 min 94°C 1x
Denaturierung 30s 94°C
Annealing 60 s 55°C 25-30x
Amplifikation 120 s 72°C
Finale Elongation 5 min 72°C 1x
Kidhlung unendlich « 4°C

Tabelle 2-10: PCR-Programm fiir VEGF-C
Zyklus Zeit Temperatur Zyklenzahl
Initiale Denaturierung 4 min 94°C 1x
Denaturierung 45s 94°C
Annealing 45s 55°C 26x
Amplifikation 45s 72°C
Finale Elongation 10 min 72°C 1x
Kidhlung unendlich « 4°C

Tabelle 2-11: PCR-Programm fir Ang-2
Zyklus Zeit Temperatur Zyklenzahl
Initiale Denaturierung 5 min 94°C 1x
Denaturierung 45s 94°C
Annealing 45s 55°C 40-44x
Amplifikation 45s 72°C
Finale Elongation 5 min 72°C 1x
Kuhlung unendlich 4°C
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Tabelle 2-12: PCR-Programm fiir PAR-1

Zyklus Zeit Temperatur Zyklenzahl
Initiale Denaturierung 5 min 94°C 1x
Denaturierung 30s 94°C
Annealing 30s 55°C 30-35x
Amplifikation 45s 72°C
Finale Elongation 5 min 72°C 1x
Kuhlung unendlich 4°C

Tabelle 2-13: PCR-Programm flir PAR-2
Zyklus Zeit Temperatur Zyklenzahl
Initiale Denaturierung 5 min 94°C 1x
Denaturierung 60 s 94°C
Annealing 60 s 55°C 30-35x
Amplifikation 60 s 72°C
Finale Elongation 5 min 72°C 1x
Kuhlung unendlich 4°C

Tabelle 2-14: PCR-Programm fir EPCR (CD201)
Zyklus Zeit Temperatur Zyklenzahl
Initiale Denaturierung 9 min 95°C 1x
Denaturierung 30s 95°C
Annealing 30s 66 °C 2x
Amplifikation 40 s 72°C
Denaturierung 30s 95°C
Annealing 30s 64°C 2X
Amplifikation 40 s 72°C
Denaturierung 30s 95°C
Annealing 30s 62°C 2X
Amplifikation 40 s 72°C
Denaturierung 30s 95°C
Annealing 30s 60°C 2X
Amplifikation 40 s 72°C
Denaturierung 30s 95°C
Annealing 30s 58°C 26-28x
Amplifikation 40 s 72°C
Finale Elongation 7 min 72°C 1x
Kdhlung unendlich 4°C
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Tabelle 2-15: PCR-Programm fiir S1P1 (EDG1)

Zyklus Zeit Temperatur Zyklenzahl
Initiale Denaturierung 5 min 94°C 1x
Denaturierung 45s 94°C

Annealing 45s 69°C 30-35x
Amplifikation 45s 72°C

Finale Elongation 5 min 72°C 1x

Kuhlung unendlich 4°C

2.4.7 Gelelektrophorese

Zur optischen Detektion des PCR-Produktes wurde die horizontale Gelelektrophorese
eingesetzt. Die negativ geladene DNA wandert auf einem Tragermedium im elektrischen
Feld in die Richtung der positiv geladenen Anode. Es erfolgt eine GrdBenfraktionierung der
DNA, wobei groBere Fragmente starker von der Netzstruktur des Tragermediums zurick-
gehalten werden, wahrend kleinere Fragmente schneller zum positiven Pol wandern. DNA-
Fragmente gleicher Lange bilden eine Bande im Gel, die spater unter UV-Licht sichtbar
gemacht wird. Oligonukleotide definierter GroBe (,100 bp ladder, 1 pg/ul, Invitrogen, Merel-
beke, Belgien) dienten als LaAngenstandard.

Als Tragersubstanz wurde Agarose in einer Konzentration von 2 % verwendet. Hierzu
wurden 2 g Agarosepulver mit 100 ml Tris-Acetat-EDTA-Puffer (TAE-Puffer) gemischt und
unter mehrmaligem Aufkochen in der Mikrowelle vollstandig gelést. In das abgekihlte (ca.
35°C) luftblasenfreie Gel wurden 2 pl Ethidiumbromid (10 mg/ml) pipettiert, bevor es in die
mit Kdmmen versehene Elektrophoresekammer (10 cm2) gegossen wurde. Das Ethidium-
bromid lagert sich in die DNA der Proben ein und lasst DNA-Banden im Gel unter UV-Licht
fluoreszieren. Nach Auspolymerisierung des Gels (30 min) wurden die Kdmme entfernt und
die Kammer mit TAE-Puffer beflillt, bis das Gel ca. 1 cm mit Flissigkeit Uberschichtet war.
Vor der Elektrophorese wurde jeweils 5 pl Stop-Lésung je DNA-Probe (50 pl) zugefligt, um
weitere enzymatische Reaktionen auszuschlieBen. Die Stop-Lésung wurde angesetzt als
Gemisch aus 5 ml Glyzerin, 2 ml 0,5 M EDTA (ph 8,0), 1 ml SDS (Sodiumdodecylsulfat,
10 %), 1 ml Bromphenolblau-Lésung (1 %) und 1 ml H,Opgpc. Nach kurzem Vortexen wurden
jeweils 10 pl der PCR-Produkte sowie der Positiv- und der Negativkontrolle in separate
Geltaschen pipettiert, wobei die blaue Farbung der Stop-Lésung als optische Pipettierhilfe
diente. Durch die hdhere Dichte der Stop-Lésung sinken die Proben auf den Grund der
Geltaschen. Die erste Tasche des Gels wurde mit 10 pl des Léngenstandards beflillt. Der
verwendete Langenstandard bildet nach jeweils 100 Basenpaaren (bp) eine Bande und
ermdglicht so die GréBeneinschatzung des PCR-Produkts.
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Der Elektrophoreselauf erfolgte bei konstanter Spannung (120 Volt) Gber 60 Minuten.
Danach konnten die DNA-Banden unter UV-Licht im ,Gel Jet Imager® (INTAS, Hamburg, Dtl.)
sichtbar gemacht werden. Im Abgleich mit der Basenpaarzahl der Banden des Standards
wurde die Spezifitdt des PCR-Produkts ermittelt. Die Dokumentation erfolgte fotografisch und
Uber digitale Speicherung (INTAS GDS® Gel Dokumentationssystem, Hamburg, Ditl.).

2.4.8 Densitometrie

Die densitometrische Auswertung wurde mit dem Computerprogramm AIDA 2.11
(Raytest GmbH, Straubenhardt, Dtl.) durchgefihrt. Hierzu wurde um jede Bande ein Areal
definierter GréBe (in mm?® gelegt und die darin enthaltene Pixeldichte ermittelt. Die
Pixeldichte der zu untersuchenden PCR-Produkte wurde mit der zugehérigen GAPDH-
Pixeldichte ins Verhalinis gesetzt. Der Vergleich dieser Werte der Kontroll- und
Versuchsgruppen ergab eine semiquantitative Aussage Uber die Erhéhung bzw.
Erniedrigung des mRNA-Gehalts des untersuchten Gens.

2.5 ,Enzyme-linked immunosorbent assay“ (ELISA)

Die Quantifizierung von VEGF-C im Zelliberstand von HUVECs erfolgte mit dem
Quantikine® ,Human VEGF-C Immunoassay“ (R&D Systems GmbH, Wiesbaden, Dtl.). In 2
verschiedenen Versuchsaufbauten wurden konfluent gewachsene HUVECs der 2. Passage
mit rhAPC stimuliert. Als Kontrolle wurden unter den gleichen Bedingungen Kkultivierte,
unstimulierte HUVECs eingesetzt. Fir die Experimente wurden die Zellen auf Kortison- und
FCS-freies Endothelzellmedium ohne Wachstumsfaktoren umgestellt; das rhAPC wurde ins
Medium Uber den adharenten Zellen zugegeben (siehe 2.1.1.3).

Im ersten Versuchsansatz wurde ermittelt, wie sich verschiedene Dosierungen von
rhAPC auf die endotheliale Freisetzung des Wachstumsfaktors VEGF-C auswirken. Hierzu
wurden HUVECs flir 24 Stunden mit rhAPC in den Konzentrationen 50 ng/ml, 500 ng/ml,
1 pg/ml, 10 pg/ml und 20 pg/ml inkubiert. Im zweiten Ansatz wurde die Zeitabhangigkeit der
VEGF-C-Freisetzung unter konstanter rhAPC-Konzentration untersucht. Die Zellen wurden
mit rhAPC (5 pug/ml) fur jeweils 2, 4, 8, 24 und 48 Stunden stimuliert (Tab. 2-2). Im Anschluss
wurden jeweils die Uberstande zum Nachweis des VEGF-C-Gehalts abgenommen.

Fiar den VEGF-C-ELISA wurde zuerst der fur die spatere Auswertung notwendige
VEGF-C-Standard pipettiert (Reagenzien im ELISA-Kit enthalten). Die VEGF-C-Stocklésung
(7 ng/ml) wurde in einer Verdinnungsreihe mit der ,Calibrator Lésung® des Kits angesetzt. In
den 6 Verdinnungsstufen wurde die Ausgangskonzentration des VEGF-C jeweils halbiert,
bis die Endkonzentration 109 pg/ml erreicht war. Im ELISA-Reader (Multiskan RC,
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Labsystems, Vantaa, Finnland) wurde aus dieser Verdinnungsreihe eine Standardkurve
erstellt, die eine genaue Bestimmung de VEGF-C-Konzentration in den Proben erméglichte.

Das ELISA-Prinzip beruht auf einer spezifischen Antigen-Antikérper-Bindung (Ag/AK). Im
hier eingesetzten VEGF-C-Immunoassay war der Boden einer 96-Well-Mikrotiterplatte mit
einer Tragersubstanz beschichtet, auf der ein spezifischer, gegen VEGF-C gerichteter
Antikérper (anti-Maus, monoklonal) verankert ist. Ist VEGF-C in den Proben enthalten, so
bindet es an den fixierten Antikérper, wodurch spezifische Ag-AK-Immunkomplexe ent-
stehen. Ein zweiter, enzymmarkierter Antikérper mit hoher VEGF-C-Spezifitdt bindet im
nachsten Schritt an diese Immunkomplexe (Sandwichmethode). Durch Zugabe eines
chromogenen Substrates lauft eine enzymatische Farbreaktion ab, deren Intensitat
proportional zum VEGF-C-Gehalt der Proben ist.

Zuerst wurde in die verwendeten Wells je 100 ul ,assay diluent* des Kits vorgelegt. Dann
wurden die Standards (50 pl pro Well; Doppelansatz) in die ersten 14 Wells pipettiert. Die
restlichen Wells wurden mit den auf Eis gekihlten Proben (50 pl pro Well; 4 Ansatze pro
Bedingung) belegt und danach mit einer selbstklebenden, durchsichtigen Folie des Kits
versiegelt. In der nachfolgenden Inkubation (auf dem Kombischuttler, 2 Stunden bei Raum-
temperatur) bindet das VEGF-C der Proben an die spezifische Antikérperbeschichtung der
Wells. Im Anschluss wurden alle nicht gebundenen Peptide und Proteine in vier Wasch-
schritten (Waschpuffer des Kits; 400 ul pro Well) eliminiert. Danach wurde der zweite,
enzymmarkierte AK des Kits (polyklonal, markiert mit Meerrettich-Peroxidase; 200 pl pro
Well) zugegeben. Nach 2-stiindiger Inkubation (versiegelt auf dem Kombischittler, Raum-
temperatur) wurden diejenigen enzymmarkierten AK ausgewaschen, die keine Bindung
eingehen konnten. Im Anschluss wurde in jedes Well 200 pl chromogenes Substrat
(bestehend aus Hydrogenperoxid und Tetramethylbenzidin) pipettiert und inkubiert (30 min,
Raumtemperatur). Aufgrund der Lichtempfindlichkeit des Chromogens erfolgte die Inkubation
im Dunkeln. AbschlieBend wurde die Reaktion mit der schwefelsdurehaltigen Stop-Lésung
des Kits (50 ul/Well) beendet.

Die Meerrettich-Peroxidase bewirkt mit dem Chromogen eine enzymatische Farb-
reaktion, deren Intensitdt eine exakte Quantifizierung des VEGF-C-Gehalts der Proben
ermdglicht. Innerhalb von 30 Minuten wurde die Extinktion des Farbausschlags im ELISA-
Reader photometrisch gemessen. Bei einer Wellenlange von 450 nm konnte die
Konzentration von VEGF-C im Zelliberstand durch Vergleich mit der Extinktion der
Standardkurve ermittelt werden. Die Auswertung erfolgte mit der ,Genesis Lite Software”
(Labsystems, Vantaa, Finnland).
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2.6 Real-Time RT-PCR (Super Array) mit EPC-Kulturen

Die Real-Time RT-PCR wurde eingesetzt, um das Genexpressionsprofil von rhAPC-
stimulierten EPCs zu untersuchen. Im Vergleich zu einer unstimulierten Kontrollgruppe sollte
ermittelt werden, inwiefern rhAPC die Expression bestimmter Gene beeinflusst. Um
mdglichst viele Gene in einem Screening-Verfahren auswerten zu kénnen, wurde das RT?
ProfilerTM PCR Array System (Super Array, Firma Bioscience, Frederick, U.S.A) verwendet.
Hierbei handelt es sich um einen Array, mit dem die simultane Quantifizierung mehrerer, zu
einem Themenkomplex gehdrender Gene mdglich ist. Pro Array kbnnen 84 Gene untersucht
werden, die bestimmten physiologischen Vorgangen bzw. Krankheitsbildern zugeordnet sind.
In dieser Arbeit wurden der ,humane Angiogenese“- und der ,humane Arteriosklerose“-Super
Array von Bioscience eingesetzt.

Die Primerpaare der Gene sind in lyophilisiertem Zustand in den Vertiefungen einer 96-
Well-Platte aufgebracht (1 Gen/Well). Des Weiteren enthalt der Super Array finf ,house-
keeping“ Gene, drei RNA- und PCR-Qualitats-Kontrollen, eine DNA-Kontrolle sowie die fur
die RT-PCR erforderlichen Reagenzien. In den Kontrollen wird die Reinheit der eingesetzten
RNA und DNA Uberpruft, zudem wird die Effizienz der RT und der PCR ermittelt.

Fdr jeden Array wurden zwei Real-Time RT-PCR-L&ufe durchgefihrt. Im ersten Lauf
wurden die stimulierten Proben (rhAPC 5 pg/ml, Stimulationsdurchfihrung siehe 2.1.2.4)
ausgewertet und im zweiten Lauf, auf einer neuen 96-Loch-Platte, die unstimulierten
Kontroll-Proben. Die Kontrollzellen wurden unter denselben Bedingungen inkubiert, wie die
stimulierten Versuchszellen. Die Real-Time PCR erfolgte im ,ABI Prism 7000 Sequence
Detection System*” (Applied Biosystems, Darmstadt, Dtl.)

2.6.1 Unterschied zwischen Real-Time RT-PCR und Endpunkt-RT-PCR

Ein PCR-Lauf lasst sich in drei Phasen einteilen. Zu Beginn steht die exponentielle
Phase, in der in jedem Zyklus bei 100 %-iger Reaktionseffizienz eine Verdopplung der
amplifizierten DNA stattfindet. In der nachfolgenden linearen Phase verlangsamt sich die
Reaktion, da ein Verbrauch der reaktiven Komponenten eintritt. Die Plateau-Phase stellt den
Endpunkt der Reaktion dar, in der aufgrund verbrauchter oder inaktivierter Komponenten
keine Steigerung der Produktmenge mehr stattfindet. Der eben genannte PCR-Verlauf ist bei
der Real-Time RT-PCR und der traditionellen Endpunkt-RT-PCR identisch. Der wesentliche
Unterschied beider Methoden liegt im Zeitpunkt der Messung. Bei der traditionellen RT-PCR
erfolgt die Messung am Ende der Reaktion in der Plateauphase, wahrend bei der Real-Time
RT-PCR im gesamten Reaktionsablauf Daten erhoben werden (Schmittgen et al., 2000).

Jede Probe erreicht das Plateau in Abhangigkeit von ihrer Reaktionskinetik und der
eingesetzten DNA-Menge. Bei der traditionellen Endpunkt-Messung l&sst sich nicht mehr
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nachvollziehen, nach welcher Zyklenzahl das Plateau erreicht wurde. Der Vergleich der
Endprodukt-Mengen liefert bei dieser Methode Rlckschllsse auf die Menge der Ausgangs-
DNA, wenngleich mit einer gewissen Ungenauigkeit.

Da in der Real-Time RT-PCR die DNA-Menge im Verlauf der gesamten Reaktion ge-
messen wird, kann innerhalb jedes einzelnen Zyklus die Menge der gebildeten DNA ermittelt
werden. Ausgewertet werden die Messergebnisse zu Beginn der exponentiellen Phase, da
hier eine direkte Relation zwischen Zyklenzahl und entstandenem DNA-Produkt besteht.

Die Detektion der DNA erfolgt Uber ihre Markierung mit einem Fluoreszenzfarbstoff (hier
~SYBR Green), wobei das Amplikon wahrend des Annealing-Schrittes oder am Ende der
Amplifikation im doppelstrangigen Zustand messbar ist. Mit Hilfe von ,SYBR Green® kann
zusétzlich die Spezifitat der eingesetzten DNA Uberprift werden. Da der Marker nur nach
Bindung an doppelstrangige DNA (dsDNA) ein Fluoreszenzsignal abgibt (Giulietti et al.,
2001), auBert sich der Ubergang von einzelstrangiger DNA in dsDNA in stark ansteigender
Fluoreszenz. Wird die dsDNA wieder aufgeschmolzen, zeigt sich die Dissoziation in einem
Fluoreszenzabfall. Fir jedes PCR-Fragment lasst sich in Abh&ngigkeit von Fluoreszenz und
Temperatur eine spezifische Schmelzkurve mit einem einzigen Peak aufzeichnen. Zeigt die
Kurve mehr als einen Peak, war die eingesetzte DNA kontaminiert (Schmittgen et al., 2000).

2.6.2 Die “AA Cycle Threshold” (AA Ct)-Methode

Da sich die DNA-Menge in der exponentiellen Phase idealerweise nach jedem Zyklus
verdoppelt, erfolgt zeitgleich eine proportionale Verstarkung des Fluoreszenzsignals. Die
Relation von Fluoreszenzstarke und Zyklenzahl lasst sich fir jedes vervielféltigte Gen in
einer spezifischen Amplifikationskurve wiedergeben. Der Verlauf dieser Kurve zeichnet die in
2.6.1 beschriebenen Phasen der PCR nach. Mit Hilfe der Amplifikationskurven lasst sich fiir
jede Probe der sog. Ct-Wert (,cycle threshold®) am Anfang der exponentiellen Phase
ermitteln. Dieser Wert entspricht der Anzahl an Zyklen, die nétig sind, um ein konstant
definiertes Fluoreszenzniveau zu erreichen, das signifikant Gber der Hintergrundfluoreszenz
liegt (Pfaffl, 2004). Eine Probe mit mehr DNA-Kopien passiert dieses Fluoreszenzniveau bei
einer niedrigeren Zyklenzahl (= kleinerer Ct-Wert), als eine Probe mit weniger DNA-Kopien.
Die Software des ABI-Prism 7000 SDS-Gerates legt die H6he des Fluoreszenzniveaus
automatisch fest und ermittelt so fir jedes PCR-Produkt den Ct-Wert.

Der Ct-Wert verhalt sich zur DNA-Ausgangsmenge der Proben indirekt proportional. Er
wird zur relativen Quantifizierung der Genexpression in der sog. AACt-Methode eingesetzt.
Hier wird nicht die absolute DNA-Ausgangsmenge bestimmt, sondern die relative Expression
eines Zielgens durch Normalisierung auf ein nichtreguliertes ,housekeeping“ Gen ermittelt.
Danach wird die relative Expression des Zielgens der stimulierten Probe mit derjenigen der
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unbehandelten Kontrollprobe verglichen. Das Ergebnis gibt an, um welchen Faktor die
Genexpression der behandelten Probe (hier: rhAPC-Stimulation) im Vergleich zur Kontroll-
gruppe (unstimulierte Probe) gestiegen oder auch gesunken ist (Pfaffl, 2004).

AACt-Methode: (nach Anwendungsprotokoll des Super Arrays Kits)

Der Ct-Wert jedes Zielgens (Ct GOI; GOI = ,gene of interest’) wird mit dem
Ct-Durchschnittswert der funf nicht-regulierten ,housekeeping“ Gene (Ct AVG HKG; AVG
HKG = ,average housekeeping genes®) normalisiert, um den ACt-Wert zu erhalten. Die
Amplifikations-Effizienz der Zielgene muss hierbei annahernd derjenigen der ,housekeeping®
Gene entsprechen.

(1) ACt=Ct GOl - Ct AVG HKG

Nun werden die normalisierten ACt-Werte der experimentellen Proben (ACt expt;
Stimulation mit rhAPC) mit den zugehérigen Kontrollproben (ACt control; unstimuliert) in
Relation gesetzt:

(2) AACt = ACt expt - ACt control

Die Expressionsrate (level = L) jedes Gens lasst sich aufgrund der indirekten
Proportionalitdt des Ct-Wertes zur DNA-Ausgangsmenge und wegen der Verdopplung der
DNA-Menge pro Zyklus mit folgender Formel darstellen:

@) L=2"%
Um die Expressionsrate eines Zielgens (GOI) auf ein ,housekeeping“ Gen (HKG) zu

normalisieren, werden ihre beiden Expressionsraten dividiert.

- Ct (GOI)

~Ct(HKG) . -ACt

(4) 2 .2 =2

Der relative Expressionsunterschied (Ratio) zwischen der rhAPC-stimulierten Probe und
einer Kontroll-Probe lasst sich errechnen, indem flr jedes Zielgen die normalisierte
Expressionsrate des stimulierten Ansatzes durch diejenige der zugehérigen Kontrollprobe
dividiert wird (AACt entspricht ACt expt - ACt control, s.0.).

—ACtexpt , 5 —ACtcontrol _ , —AACt

(5) 2 2 2

Ist die Ratio (,fold change®) gréBer als 1, kann das Ergebnis als eine x-fache Hoch-
regulierung interpretiert werden; bei einem Ergebnis < 1, wird eine dementsprechende

x-fache Herabregulierung der Expression konstatiert.
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2.6.3 Versuchsdurchfiihrung der Real-Time RT-PCR

EPCs (Petrischalen, @ 10 cm) wurden direkt nach ihrer Kultivierung mit rhAPC (5 pg/ml)
stimuliert sowie im Abstand von je 24 Stunden an den folgenden 2 Tagen. Am 3. Tag nach
der Isolation wurden die Zellen viermal mit PBS gewaschen und nach Zugabe von frischem
Medium erneut stimuliert (siehe 2.1.2.4). Unstimulierte EPCs dienten als Kontrolle. Die RNA-
Extraktion erfolgte am 4. Tag nach der Isolation mit dem Qiagen ,RNeasy Mini Kit* (2.4.3).
Die RT wurde mit dem im Super Array enthaltenen ,RT? First Strand Kit* durchgefihrt.
Zunachst wurde fir jede RNA-Probe eine Annealing Mixtur in einem PCR-Réhrchen
angesetzt (Tabelle 2-16). Da DNA durch DEPC zerstért werden kann, wurde DEPC- und
RNase-freies H,O (dd H,O) verwendet.

Tabelle 2-16: Real-Time RT-PCR: Annealing Mixtur (je RNA-Probe)

Annealing-Mixtur nach Angabe des Herstellers Menge bzw. Volumen
Gesamt-RNA 1 ug

P2 Primer & External Control Mix 1l

mit RNase- und DEPC-freiem H,O auffiillen 10 pl Endvolumen

Danach erfolgte das Aufschmelzen der Sekundarstrukturen (70°C, 3 min; laut Hersteller
des Super Array) im Thermocycler ,PTE220 DNA Engine DyadTM (MJ Research, Boston,

USA). Fir den zweiten Teil der RT wurden folgende Reagenzien des Super Array angesetzt
(Tabelle 2-17):

Tabelle 2-17: Real-Time RT-PCR: RT-Cocktail (je RNA-Probe)

RT-Cocktail nach Angabe des Herstellers Volumen (10 pl)
RT Puffer 4 ul
RNase- und DEPC-freies H,O (dd H,0) 4 ul
RI (RNase Inhibitor) 1l
G38 (RT Enzyme Mix Il) 1ul

Der RT-Cocktail wurde zu den gekihlten RNA-Proben zugegeben und gut durchmischt.
Danach wurden die Proben im Thermocycler inkubiert (60 min, 37°C; laut Hersteller). Zur
Degradierung der RNA und Inaktivierung der Reversen Transkriptase wurden die Proben
abschlieBend auf 95°C (5 min) erhitzt. Zu jedem Reaktionsgemisch wurden noch 91 pl
dd H,O pipettiert und auf Eis gestellt. Der Cocktail fir die nachfolgende Real-Time PCR
wurde fur alle Proben eines Laufs gemeinsam angesetzt (Tabelle 2-18). Im Super Array
Master-Mix ist der Fluoreszenzfarbstoff ,SYBR Green® bereits enthalten.
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Tabelle 2-18: Real-Time RT-PCR: cDNA-Cocktail (fiir alle Proben)

PCR-cDNA-Cocktail nach Angabe des Herstellers Volumen 2550 pl
2x Super Array PCR Master-Mix 1275 pl

cDNA (verdinnt in dd H,O) 102 pl

dd H,O 1173

Im Anschluss wurde die 96-Well-Platte des Super Array beladen. In jedes Well wurden
25 ul des PCR-cDNA-Cocktails pipettiert, wobei stets frische Pipettenspitzen verwendet
wurden. Danach wurde die Platte mit einer selbstklebenden Plastikabdeckung (im Super
Array-Kit enthalten) verschlossen und auf Eis gestellt, bis das ABI Prism SDS-Gerét (Applied
Biosystems, Darmstadt, Dtl.) startklar war. Die Detektion der ,SYBR Green“-Fluoreszenz
erfolgte innerhalb der 40 Zyklen jeweils wahrend des Annealing-Schrittes.

Tabelle 2-19: Programm fiir die Real-Time RT-PCR (nach Angaben des Herstellers)

Zyklenzahl Zeit Temperatur
1 10 Minuten 95°C
40 15 Sekunden 95°C

1 Minute 60°C

Zur Auswertung der Messergebnisse wurde die spezifische Software des RT? ProfilerTM
PCR Array System (Bioscience, U.S.A.), unter Verwendung der AACt-Methode, eingesetzt.

2.7 Zellzahlung der kultivierten EPCs

Durch Zellzahlungen sollte Uberprift werden, ob eine Stimulation mit rhAPC die
Proliferation von EPCs beeinflussen kann. Fir jedes Experiment (n = 12) wurden EPCs
verschiedener Spender Uber Ficoll-Dichtegradient-Zentrifugation isoliert und im supplemen-
tiertem EBM-Medium ausgesét (2.1.2.1 und 2.1.2.3). Die von Urbich/Dimmeler (Universitat
Frankfurt, Dil.) mandlich vorgegebene Zellzahl von 8 x 10° Zellen je Well einer 12-Wellplatte
wurde eingehalten. Unmittelbar nach der Zellaussaat erfolgte die erste Stimulation mit rhAPC
(50 ng/ml und 5 pg/ml). Als Vergleich wurden EPCs mit dem bekanntermafBen proliferations-
steigernden Wachstumsfaktor VEGF (50 ng/ml) stimuliert. Fir jede Bedingung wurden je
nach Zellausbeute 3 bis 6 Wells angesetzt. Als Kontrolle dienten unstimulierte EPCs, die
unter den gleichen Kulturbedingungen angezichtet wurden, wie die stimulierten
Versuchszellen. Die Stimulation mit rhAPC und VEGF wurde an den folgenden zwei Tagen
(im Abstand von je 24 Stunden) zum zweiten und dritten Mal in den 0.g. Konzentrationen
durchgefiihrt (ohne Mediumwechsel). Am dritten Tag wurde das EBM-Medium entfernt und
jedes Well viermal mit PBS gewaschen. Danach wurde in die Wells jeweils 1 ml frisches
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supplementiertes EBM-Medium pipettiert und zum vierten Mal mit rhAPC und VEGF flr 24 h
stimuliert. Am 4. Tag nach der Isolierung wurde die Anzahl der EPCs pro Well bestimmt
(Stimulationsdurchfiihrung siehe auch 2.1.2.4).

Zuerst wurde eine Methode der Zellzdhlung angewandt, bei der pro auszuzéhlendem
Well drei mikroskopische Fotografien von definierten Bereichen angefertigt wurden. Mittels
einer Schablone wurde jedes Well in 3 Abschnitte eingeteilt und jeweils in der Mitte eines
Abschnittes ein Bild erstellt. Durch Vergleich der Zellzahlen an Ubereinstimmenden Stellen
auf den Wells sollten stimulationsbedingte Unterschiede ermittelt werden. Problematisch
erwies sich hierbei das ungleiche Verteilungsmuster der Zellen in den Wells. Wahrend im
Well-Zentrum eine dichte Anordnung der Zellen vorherrschte, waren die Zellen zum Rand hin
relativ diinn gewachsen. Auch eine mehr ins Zentrum verlagerte Anordnung der Fotografien
erbrachte keine zufriedenstellenden Ergebnisse. Daher wurde in den folgenden
Experimenten eine komplette trypsin-katalysierte Ablésung der Zellen vom Fibronektin-
beschichteten Untergrund vorgenommen. Ihre anschlieBende Auszahlung in der Neubauer-
Zahlkammer erwies sich als optimale Methode mit vergleichbaren Ergebnissen.

Zunachst wurde das Medium Uber den Zellen entfernt und jedes Well viermal mit PBS
gewaschen. Mit 1 ml warmer Trypsin-EDTA-L6sung erfolgte dann die enzymatische
Ablésung der EPCs. Die Multiwell-Platten wurden zur Erreichung des Trysin-Temperatur-
optimums in den Inkubator verbracht. Im Gegensatz zu HUVECs lésten sich die EPCs relativ
schlecht vom beschichteten Untergrund ab. Deshalb wurde eine verhaltnismaBig lange
Trypsin-Einwirkzeit (10 min) gewahlt. Da die Zellen nach dem Zahlen verworfen wurden,
spielten Trypsin-bedingte Zellschadigungen hier keine Rolle. Durch genaue Einhaltung einer
konstanten Einwirkzeit konnten vergleichbare Zell-Mengen pro Well abgelést werden.
Wiederholtes Auf- und Abpipettieren nach der Inkubation (10 x pro Well) sollte die Zell-
ablésung verbessern. Danach wurde die Trypsin-Reaktion mit 1 ml FCS-haltigem Medium
pro Well abgestoppt. Das Zellgemisch jedes Wells wurde noch weitere 20-mal auf- und
abpipettiert, bevor der Inhalt der Wells jeweils einzeln in Falcon-Réhrchen Uberfihrt wurde.
Nach Anfarbung mit , TURKS-Solution* (Verdiinnung von 100 pl Zellsuspension im Verhaltnis
1:10) wurden die Zellen in der Neubauer-Zahlkammer unter dem Mikroskop ausgezahlt. Die
statistische Auswertung erfolgte mit dem Computerprogramm ,In Stat”, wobei der p-Wert im
ANOVA-Test (gepaart) in Verbindung mit dem Student-Newman-Keuls Post Test ermittelt
wurde (siehe 3.10).
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2.8 Materialien
2.8.1 Gerate

Tabelle 2-20: Geréate

Gerate

Hersteller

Densitometrie: Fuji Image-Reader LAS

Fuji Film Europe GmbH, Dusseldorf, Dtl.

Elektrophoresegerat ,Power Station 300"

Axon Labortechnik, Kaiserslautern, Dtl.

ELISA-Reader: LabSystems Multiskan RC

Labsystems, Vantaa, Finnland

FACS-Gerat: FACscan FACSalibur

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Dtl.

Fluoreszenzmikroskop: Leica DC500

Leica Mikrosysteme Vertrieb, Bensheim, Dtl.

Gelelektrophorese: Gel Jet Imager

INTAS, Hamburg, Dtl.

Kombischttler: Otto KL2

Gebriider Buddeberg GmbH, Mannheim, Dtl.

Mikroskop: Leica DM IL

Leica Mikrosysteme Vertrieb, Bensheim, Dtl.

Neubauer Zédhlkammer (Kat.-Nr. 717806)

Firma Brand, Wertheim, Dtl.

PCR-Ektrophoresekammer Model B2

Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Dtl.

PCR-Geréat: PTC-220 DNA Engine DyadTM
Peltier Thermal Cycler

MJ Research ™ Boston, U.S.A.

Photometer: Bio Photometer

Eppendorf GmbH, Hamburg, Dtl.

Pipetten: Eppendorf Reference

Eppendorf GmbH, Hamburg, Dtl.

Pipettierhilfe: Pipetus-akku

Migge Laborbedarf-Vertrieb, Heidelberg, Dtl.

Real-Time RT-PCR-Thermo Cycler: ABI
Prism 7000 Sequence Detection System

Applied Biosystems, Darmstadt, Dtl.

Sterile Arbeitsbank: HERAsafe

Kendro Laboratory Products GmbH,
Hanau, Dtl.

Ultratiefkihlschrank (-86°C)

Sanyo Fischer GmbH, Schwerte, Dtl.

Vortex: Heidolph Reac control

Gebriider Buddeberg GmbH, Mannheim, Dtl.

Wasserbad: Memmert

Heinse+Ziller, Wirzburg, Dtl.

Zellkulturinkubator: HERAcell

Kendro Laboratory Products GmbH,
Hanau, Dtl.

Zentrifuge: Biofuge Primo R

Heraeus Instruments GmbH, Hanau, Dtl.

2.8.2 Spezielle Software

Tabelle 2-21: Spezielle Software

Software

Hersteller

AIDA 2.11 Software® (Densitometrie)

Raytest GmbH, Straubenhardt, Dtl.

Genesis Lite Software, ELISA Multiskan RC

Labsystems, Vantaa, Finnland

GraphPad Instat®

GraphPad Software, Inc., San Diego, U.S.A.

INTAS GDS® Gel Dokumentationssystem

INTAS, Hamburg, Dtl.

Microsoft® Office Paket

Microsoft GmbH, Dtl., UnterschleiBheim, Dtl.

Sequence Detection Software Version 1.2.3.

Applied Biosystems, Darmstadt, Dtl.
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2.8.3 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2-22: Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien

Hersteller

Dreiwegehahne (Kat.-Nr. 394602)

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Dtl.

Eppendorf T.I.P.S.

Eppendorf AG, Hamburg, Dtl.

FACS-Tube (Polystyren, Kat.-Nr. 4-2052-2)

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, Dtl.

Kabelbinder

Carl Roth GmbH + Co.KG, Karlsruhe, Dtl.

Kompressen, steril (Kat.-Nr. 12065)

Lohmann & Rauscher, Rengsdorf, Dtl.

Leukosep-Rohrchen (Kat.-Nr. 227290)

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Dtl.

Mikrotiterplatten Nunc®

Nunc GmbH + Co.KG, Wiesbaden, Dtl.

Multiwell-Platte (12er, Kat.-Nr. 353046)

Becton-Dickinson GmbH, Heidelberg, Dtl.

Nitrilhandschuhe

Semperit Technische Produkte GmbH,
Wien, Osterreich

Perfusorspritzen (50 ml, Kat.-Nr. 300136)

Becton-Dickinson GmbH, Heidelberg, Dtl.

Petrischalen (10 cm, Kat.-Nr. 633171)

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, Dtl.

Pipetten (5, 10, 20 ml)

Becton-Dickinson GmbH, Heidelberg, Dtl.

ReaktionsgefaBe (RT- /Real-Time-RT-PCR)

Eppendorf GmbH, Hamburg, Dtl.

Skalpell (Einweg)

Produkte fur die Medizin AG, Kolin, Dtl.

Vinylhandschuhe

Meditrade GmbH, Kieferfeiden, Dtl.

Zellkulturflaschen (75 cm?)

Gebr. Buddeberg GmbH, Mannheim, Dtl.

Zellschaber (Einweg, Kat.-Nr. 353085)

Becton-Dickinson GmbH, Heidelberg, Dtl.

Zellsieb (70 um PorengrdBe)

Becton-Dickinson GmbH, Heidelberg, Dtl.

Zentrifugationsréhrchen(Falcon 15ml, 50ml)

Becton-Dickinson GmbH, Heidelberg, Dtl.

2.8.4 Kulturmedien und -zusatze

Tabelle 2-23: Kulturmedien und -zusétze

Medium und Supplemente der HUVEC-
Kulturen

Hersteller

Anitbiotikum: Gentamicin
(Kat.-Nr. C-42060)

PromoCell GmbH, Heidelberg, Dtl.

Antimykotikum: Amphotericin B
(Kat.-Nr. C-42040)

PromoCell GmbH, Heidelberg, Dtl.

Endothelial cell basal medium
(EBM-Medium; Kat.-Nr. C-22110)

PromoCell GmbH, Heidelberg, Dtl.

Supplemente Pack : (Kat.-Nr. C-39210)

PromoCell GmbH, Heidelberg, Dtl.

Medium und Supplemente der
Endothelialen Progenitorzell-Kulturen

Hersteller

Antibiotiktum: Gentamicin
(Kat.-Nr. C-42060)

Promocell GmbH, Heidelberg, Dtl.

EGM bullet kit: (Kat.-Nr. CC-3124)

CellSystems, St. Katharinen, Dtl.

Fetales Kéalberserum (Kat.-Nr. 10270-106)

Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Dtl.
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2.8.5 Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 2-24: Chemikalien und Reagenzien

Chemikalien und Reagenzien

Hersteller

Agarose-Pulver

Sigma®, Taufkirchen, Dtl.

Aqua dest. Spillésung, steril
(Kat.-Nr. EPM062F-605)

DeltaSelect GmbH, Dreieich, Dtl.

B-Mercaptoethanol (Kat.-Nr. M-3148)

Sigma®, Taufkirchen, Dtl.

Bicoll Separating Solution (Kat.-Nr. L6115)

Biochrom AG, Berlin, Dtl.

Bromphenolblau (1%)

Sigma®, Taufkirchen, Dtl.

BSA (20 mg/ml, Kat.-Nr. 711454)

Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Dtl.

Desinfektionsmittel: Antifect Liquid

Schilke u. Mayr, Norderstadt, Dtl.

Dil-Ac-LDL (Kat.-Nr. #4003)

CellSystems, St. Katharinen, Dtl.

Dispase-2-Losung (Kat.-Nr. 295825)

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

DNA-Exitus Plus™-Lésung (Kat.-Nr. A70891000)

AppliChem GmbH, Darmstadt, Dtl.

,DNA ladder” (100bp, Kat.-Nr. 15628-019)

Invitrogen, Merelbeke, Belgien

DNA-Polymerase, E.coli 10 U/ul
(Kat.-Nr. 18010-025)

Invitrogen, Merelbeke, Belgien

dNTP Mix, 10 mM (Kat.-Nr. 18427-013)

Invitrogen, Merelbeke, Belgien

EDTAO0,5M

Merck AG, Darmstadt, Dtl.

Ethanol (70 %)

J.T. Baker, Deventer, Holland

Ethidiumbromid, 10 mg/ml (Kat.-Nr. 15585-01)

Invitrogen, Merelbeke, Belgien

FcR Blocking Losung (Kat.-Nr. 130-046-702)

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Dtl.

Formaldehyd (4 %)

Sigma®, Taufkirchen, Dtl.

Gelatine Lésung 2%, Typ B (Kat.-Nr. G1393)

Sigma®, Taufkirchen, Dtl.

Humanes Fibronektin (1mg/ml, Kat.-Nr.F-0895)

Sigma®, Taufkirchen, Dtl.

H-0-pepc (Diethylpyrocarbonat, Kat.-Nr. 9920)

Ambion, Huntington, U.K.

PBS (Dulbecco’s w/o CaCl, und MgCl,)
(Kat.-Nr. 14190-094)

Invitrogen, Merelbeke, Belgien

PCR-Puffer (10x)

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Recombinantes humanes aktiviertes Protein C
(rhAPC = rgAPC, “research grade APC, non-
human use”; LY203638, Lot-No: CT05358)

Eli Lilly, Indianapolis, U.S.A.

Reverse Transkriptase AMV
(»avian myeloblastis virus“, Kat.-Nr. 1495062)

Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Dtl.

RNase Inhibitor, 40 U/ul (Kat.-Nr. 10777-019)

Invitrogen, Merelbeke, Belgien

RT-Puffer (5 x)

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

SDS (10 %, Sodiumdodecylsulfat)

Sigma®, Taufkirchen, Dtl.

Stop Lésung (ELISA)

R&D Systems, Wiesbaden, Dtl.

TAE-Puffer, 50x (Kat.-Nr. A1691)

AppliChem GmbH, Darmstadt, Dtl.

Taq DNA-Polymerase (Kat.-Nr. 1146165)

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Trypsin-EDTA-L&sung (Kat.-Nr. 25300-054)

Invitrogen, Merelbeke, Belgien
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Chemikalien und Reagenzien

Hersteller

TURK'’S Solution (Kat.-Nr. 1.09277.0100)

Merck AG, Darmstadt, Dtl.

Ulex europaeus Agglutinin (Kat.-Nr. L-9006)

Sigma®, Taufkirchen, Dtl.

VEGF (= Rekombinantes humanes (rh) VEGF1gs5)

(Kat Nr: 100-200, Lot #020410)

Cell Concepts, Umkirch, Dtl.

2.8.6 Antikorper

Tabelle 2-25: Antikérper

Primar-Antikorper (direkt markiert)

Hersteller

CD31-PE (Kat.-Nr. 555446)
Maus (IgG1k) anti human, monoklonal

BD Pharmingen, Heidelberg, Dtl.

CD34-PE (Kat.-Nr. 555822)
Maus (IgG1k) anti human, monoklonal

BD Pharmingen, Heidelberg, Dtl.

CD105-PE (Kat.-Nr. FAB10971P)
Maus (IgG1k) anti human, monoklonal

R&D Systems GmbH, Wiesbaden, Dtl.

CD133-FITC (Kat.-Nr. 363-040)
Maus (IgG1) anti human, monoklonal

Hélzel Diagnostika, Kéln, Dtl.

CD146-FITC (Kat.-Nr. MAB16985F)
Maus (IgG1) anti human, monoklonal

Chemicon, Temecula, U.S.A

CD201 (EPCR)-PE (Kat.-Nr. 557950)
Maus anti human, monoklonal

BD Pharmingen, Heidelberg, Dtl.

PAR-1 (ATAP-2)-PE (Kat.-Nr. sc-13503 PE)
Maus anti human, monoklonal

Santa Cruz Biotechnology, Inc.,
Santa Cruz, U.S.A.

PAR-2 (SAM-11)-PE (Kat.-Nr. sc-13504 PE)
Maus anti human, monoklonal

Santa Cruz Biotechnology, Inc.,
Santa Cruz, U.S.A.

VWF-FITC (Kat.-Nr. SP1313F)
Schaf anti human, polyklonal

Acris-Antibodies, Hiddenhausen, Dtl.

Primar-Antikorper (unmarkiert)

Hersteller

EDG1 (S1P1) (Kat.-Nr. MAB2016)
Maus (IgG2B) anti human, monoklonal

R&D Systems GmbH, Wiesbaden, Dtl.

VEGFR-2/KDR (Kat.-Nr. 101-M22)
Maus anti human, monoklonal

ReliaTech GmbH, Braunschweig, Dtl.

Sekundar-Antikorper

Hersteller

FITC-Konjugat-lgG2B (Kat.-Nr. M32501)
Ziege anti mouse, polyklonal

Caltag Laboratories, Burlingame, C.A.,
U.S.A, Vertrieb Invitrogen

lgG-FITC (Kat.-Nr. F 0261)
Kaninchen anti Maus, polyklonal

DakoCytomation, Hamburg, Dtl.

Isotypkontrollen

Hersteller

FITC-Konjugat-lgG1 (Kat.-Nr. 556028)
Maus anti human, monoklonal

BD Pharmingen, Heidelberg, Dtl.

Isotypkontrolle IgG1 -FITC (Kat.-Nr. 278-040)
Maus anti human, monoklonal

Holzel Diagnostika, Kéin, Dil.

Isotypkontrolle IgG1k -PE (Kat.-Nr. 555749)
Maus, anti human, monoklonal

BD Pharmingen, Heidelberg, Dtl.
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2.8.7 Genspezifische Primer

Tabelle 2-26: Genspezifische Primer

Primer

Hersteller

Ang-2 human/Maus PCR Primer Pair (Kat.-Nr. RDP-52)

R&D Systems,
Wiesbaden, Dtl.

oligo(dT)15-Primer, 25 uM (Kat.-Nr. 814270)

Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim, Dtl.

VEGF-C human/Maus PCR Primer Pair (Kat.- Nr. RDP-56)

R&D Systems,
Wiesbaden, Dtl.

GAPDH:

Sense Primer: 5-ACC ACA GTC CAT GCC ATC AC-3’
Antisense Primer: 5-TCC ACC ACC CTG TTG CTG TA-3

Applera Deutschland
GmbH, Weiterstadt, Dtl.

PAR-1:

Sense Primer: 5-CAG TTT GGG TCT GAATTG TGT CG-3
Antisense Primer: 5°-TGC ACG AGC TTATGC TGC TGA C-3

Applera Deutschland
GmbH, Weiterstadt, Dtl.

PAR-2:

Sense Primer: 5-TGG ATG AGT TTT CTG CAT CTG TCC-3’
Antisense Primer: 5’-CGT GAT GTT CAG GGC AGG AAT G-3

Applera Deutschland
GmbH, Weiterstadt, Dtl.

EPCR:

Sense Primer: 5-ATG TCT TCT TCG AAG TGG CTG-3
Antisense Primer: 5-GAG TGC CGT TGT AGG CAT TG-3’

Applera Deutschland
GmbH, Weiterstadt, Dtl.

S1P1 (EDG1):

Sense Primer: 5-GCA AGA ACATTT CCA AGG CCA GCC-3'
Antisense Primer:5’-GGG TGT GGG ATG TAC AGGGCATCC-3’

Applera Deutschland
GmbH, Weiterstadt, Dtl.

2.8.8 Kommerziell erhaltliche Reaktionskits

Tabelle 2-27: Kommerziell erhéltliche Reaktionskits

Reaktionskit

Hersteller

ELISA-Kit:

Human VEGF-C Immunoassay, Quantikine®
(Kat.-Nr. DVECO0)

R&D Systems GmbH, Wiesbaden, Dtl.

Real-Time-PCR-Kits:

RT2ProfilerPCR Array System
~-Human Angiogenesis“: PAHS-024

SuperArray Bioscience, Frederick, U.S.A.

RT?ProfilerPCR Array System
,Human Atherosclerosis”“: PAHS-038

SuperArray Bioscience, Frederick, U.S.A..

RNA-Extraktions-Kit:

RNesay Mini Kit (Kat.-Nr. 74106)

Qiagen GmbH, Hilden, Dtl.

RNase-free DNase Set (Kat.-Nr. 79254)

Qiagen GmbH, Hilden, Dtl.

Zell-Isolations-Kit:

MACS Direct CD34 Progenitor Cell Isolation
Kit (Kat.-Nr. 130-046-702)

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach,
Dtl.
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3 Ergebnisse
3.1 Morphologie und Eigenschaften der isolierten Zellkulturen
3.1.1 Zellmorphologie von HUVECs

Abbildung 3-1 zeigt aus der menschlichen Nabelvene (Vena umbilicalis) isolierte
Endothelzellen (,human umbilical vein endothelial cells®, HUVECs). Die Isolierung erfolgte
nach der modifizierten Methode der Forschergruppe um Jaffe et al. (Jaffe et al., 1973). Die
HUVECs wurden im supplementierten Endothelzell-Medium (siehe 2.1.1.2) kultiviert. FUr die
Experimente wurden Zellen der Passage 2 verwendet.

Die im Phasenkontrastmikroskop am Tag 3 nach der Préparation fotografierten HUVECs
zeigen die typische Anordnung einschichtig gewachsener, spindelférmiger ECs.

Abbildung 3-1: Humane Endothelzellen aus der Nabelvene (Vena umbilicalis)

HUVECs der ersten Passage, kurz vor der Konfluenz (Phasenkontrastmikroskop).
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3.1.2 Zellmorphologie von EPCs

Abbildung 3-2 zeigt EPCs 4 Tage nach der Isolation. Die Zellen wurden aus einem ,buffy
coat” Uber Ficoll-Dichtegradient-Zentrifugation (Ficoll-Isolierung, siehe 2.1.2.1) isoliert und in
supplementiertem ,endothelial basal medium* (siehe 2.1.2.3) kultiviert.

Die am 4. Tag nach der Isolation fotografierten Zellen besitzen die charakteristische
Morphologie friher EPCs, die von den Gruppen um Gulati und Hur als schmale, spindel-
formige Zellen beschrieben wurden (Gulati et al., 2003; Hur et al., 2004).

Abbildung 3-2: EPCs, Ficoll-Dichtegradient-Zentrifugation aus ,,buffy coats“

Zellmorphologie 4 Tage nach der Isolierung, (Phasenkontrastmikroskop)

3.1.3 Nachweis der Lipoprotein (LDL)-Aufnahme und der Lektin-Bindung der
Ficoll-isolierten Zellen

Zur Identifizierung und Charakterisierung der Uber Ficoll isolierten Zellpopulation sollte
Uberprift werden, ob die Zellen charakteristische funktionale Eigenschaften (LDL-Aufnahme
und Lektinbindung) endothelialer Progenitorzellen besitzen.

Nach Inkubation mit Fluorochrom-gekoppeltem LDL und -Lektin konnte unter dem
Fluoreszenzmikroskop nachgewiesen werden, dass die isolierten Zellen das Lipoprotein LDL
aufgenommen haben und die Lektin-Bindung an ihre Oberflache erfolgte (Abbildung 3-3).
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Abbildung 3-3: Nachweis der LDL-Aufnahme und Lektin-Bindung zur Identifizierung
von EPCs

EPCs vier Tage nach der Ficoll-Isolierung, unter roter und griiner Fluoreszenz im
Fluoreszenzmikroskop fotografiert.

Links: Die Zellen haben LDL inkorporiert und zeigen die rote Fluoreszenz des Dil-Ac.

Rechts: Dieselben Zellen haben auch FITC-gekoppeltes Lektin gebunden und
fluoreszieren grun.

3.2 Charakterisierung der EPCs und HUVECs anhand spezifischer Ober-
flachenstrukturen in der FACS-Analyse

Um die Identitdt der EPCs zu bestatigen, wurden charakteristische Oberflachen-
molekiile dieser Zellen mittels FACS-Analyse nachgewiesen. Ob eine Differenzierung in die
gewlnschte Progenitorzelllinie stattgefunden hat, wurde am Vorhandensein der spezifischen
Oberflachenmarker VEGFR-2, CD34, CD133, CD31, CD105 und vVWF Uberprift. Die Zellen
wurden zudem auf das Adhasionsmolekil CD146 getestet.

In den FACS-Messungen wurden EPC-Populationen, die Uber zwei verschiedene
Isolationstechniken gewonnen wurden, miteinander verglichen. So wurden zum einen Uber
Ficoll-Dichtegradient-Zentrifugation isolierte Zellen (siehe 2.1.2.1) und zum anderen mit
,CD34-microbeads* angereicherte Zellen (siehe 2.1.2.2) untersucht.

Der Marker CD34 wurde weitaus starker in der angereicherten Zellfraktion exprimiert als
in Zellen nach alleiniger Ficoll-Isolierung. Die CD34-angereicherten EPCs zeigten sich
zudem CD133-positiv, wahrend die Ficoll-isolierten EPCs den Marker CD133 nur sehr
schwach exprimierten. Die EPC-Oberflachenmolekile VEGFR-2, CD31 und vVWF konnten
jedoch bei beiden Isolationsvarianten in vergleichbaren Ausprdgungen nachgewiesen
werden (CD105 nur in Ficoll-Isolierung getestet). Das Adhasionsmolekil CD146 wurde von
beiden Zellpopulationen nur sehr schwach bzw. nicht exprimiert (Abb. 3-4 bis 3-6; Tab. 3-1).
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Far die weiteren Experimente wurden herkémmlich Gber Ficoll isolierte Zellen eingesetzt,
da die Zellausbeute nach CD34-Anreicherung zu gering war. Auch HUVECs wurden per
FACS-Analyse untersucht. Es sollte ermittelt werden, inwieweit sich die Oberflachen-
expressionsprofile von EPCs und HUVECs Uberschneiden bzw. voneinander abgrenzen. Es
konnte nachgewiesen werden, dass HUVECs den Marker CD146 exprimieren (Abb. 3-7),
nicht jedoch CD133. Die Oberflachenantigene VEGFR-2, CD34, CD31, CD105 und vWF
wurden gleichermaBen von HUVECs und Ficoll-isolierten EPCs exprimiert (nicht abgebildet).
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Abbildung 3-4: FACS: Expression von Oberflachenmolekiilen mit zugehérigen
Isotypkontrollen (EPCs nach Ficoll-Isolierung)

Die Fluoreszenz (x-Achse) wird gegen die Zellzahl (y-Achse) dargestellt, wobei M1
den Schwellenwert (10") Fluoreszenz-positiver Zellen anzeigt. Der M2-Wert wird
durch die Messung einer Isotypkontrolle ermittelt. Zeigt die Isotypkontrolle positive
Fluoreszenz, so handelt es sich um unspezifische Bindungen. M2 gibt die optimierte
Prozentzahl positiver Zellen an, da hier die Hintergrundfluoreszenz berlcksichtigt
wurde.

FACS-Histogramme der Molekile VEGFR-2, CD34, CD133, CD31, vWF, CD146 und
CD105 mit jeweils zugehdriger Isotypkontrolle. Markierung mit den Fluoreszenz-
farbstoffen FITC bzw. PE. (VEGF im Histogramm = VEGFR-2).
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Abbildung 3-5: FACS: Expression von Oberflichenmolekiilen (Uberblick, EPCs)

Spalten 1-4 links: Ficoll-isolierte Zellen waren positiv fir VEGFR-2/KDR, CD34, CD31,
vWF und CD105. CD133 und CD146 wurden sehr schwach bzw. nicht exprimiert.

Rechte Spalte: CD34-angereicherte EPCs exprimierten CD34 starker und waren
dartiber hinaus CD133-positiv, bei vergleichbarer Expression aller weiteren Marker
(CD105 nicht gemessen).

Reprasentative FACS-Histogramme aus Messungen von 18 Spendern (n = mind. 5
verschiedene Spender pro Oberflachenmarker). Die jeweils zugehdrigen Isotyp-
kontrollen sind als M2-Wert in den Histogrammen erkennbar. M1 ist der Schwellen-
wert fluoreszenz-positiver Zellen. (EPCs 4 Tage nach Isolierung).
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Abbildung 3-6: FACS: Prozentualer Anteil positiver Zellen (Box-Blot-Darstellung,
EPCs nach Ficoll-Isolierung)

EPCs wurden mit Antikérpern markiert, die spezifisch an charakteristische EPC-
Oberflachenstrukturen binden (VEGFR-2/KDR, CD34, CD133, CD31, CD105, CD146,
VWF). Der Nachweis der Antikérperbindung erfolgte mittels FACS-Analyse.

Die untersuchten Marker wurden bei Ficoll-isolierten EPCs in relativ konstanter
Auspragung exprimiert. CD133 und das Adhasionsmolekil CD146 wurden von Ficoll-
isolierten EPCs nur sehr schwach bzw. nicht exprimiert.

Dargestellt ist die Prozentzahl positiver, d.h. Marker-exprimierender Zellen (n = mind.
5 verschiedene Spender je Oberflachenmarker, Q1 = 25%-Quartil, Q3 = 75%-Quartil).

Tabelle 3-1: FACS: Prozentualer Anteil positiver Zellen (EPCs, Ficoll-Isolation)

Marker Mittelwert Median
VEGFR-2 73,2 % 88,2 %
CD34 8,2 % 0,4 %
CD133 0,7 % 0,6 %
CD31 77 % 90 %
CD105 71 % 69 %
CD146 0,6 % 0,5 %
vWF 97 % 96,5 %

Tabellarische Darstellung der positiven, Marker-exprimierenden Zellen (Mittelwert und
Median, n = mind. 5 Spender je Oberflachenmarker).
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Abbildung 3-7: FACS-Darstellung von CD146 (EPCs und HUVECs im Vergleich)

Abgrenzung zwischen ,frihen* EPCs (4 Tage nach der Isolierung) und HUVECs
anhand des Oberflachenmolekils CD146:

Links: ,Frihe* EPCs waren CD146-negativ bzw. nur sehr schwach positiv
Rechts: HUVECs exprimieren das Adhasionsmolekil CD146 auf ihrer Zelloberflache

1023

33C-H

SC-H

Abbildung 3-8: Endotheliale Progenitor-Zellpopulation (FACS)

Darstellung einer EPC-Population (rot). Die Population wird mit einem ,gate*
abgegrenzt, um eine Miterfassung von Zelldebris (schwarz) in der FACS-Messung zu
vermeiden.

3.3 Nachweis der Expression der Rezeptoren PAR-1, PAR-2, EPCR (CD201)
und S1P1 (EDG-1) bei EPCs mittels RT-PCR

Um die Wirkung von rhAPC auf EPCs nachzuweisen, wurde zunéchst ermittelt, oo EPCs
die fur die APC-Signaltransduktion relevanten Rezeptoren exprimieren. Zudem sollte der
Zeitpunkt der maximalen physiologischen Rezeptorexpression unter Kulturbedingungen
bestimmt werden.

Fir jeden der untersuchten Rezeptoren wurden Zellen von 2 unterschiedlichen Spendern
verwendet. Die mRNA unstimulierter EPCs wurde jeweils 4, 6 und 8 Tage nach der Zell-
isolierung extrahiert. Nach Durchflihrung der RT-PCR mit anschlieBender Gelelektrophorese
konnte die mMRNA von allen vier APC-relevanten Rezeptoren in EPCs nachgewiesen werden.
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Im Agarose-Gel waren die Banden jeweils auf der fir die verwendeten Primer
spezifischen Basenpaar-Hohe lokalisiert (PAR-1: 592 bp, PAR-2: 491 bp, EPCR: 141 bp und
S1P1: 888 bp).

Die Ermittlung der physiologischen Expressionsstarke diente als Grundlage fur nach-
folgende Stimulationsversuche, in denen die Auswirkung von rhAPC auf die Expression
APC-relevanter Rezeptoren in EPCs untersucht werden sollte.

Maximale Expressionsraten zeigten sich in unstimulierten EPCs bei den Rezeptoren
PAR-2 und EPCR sowie in schwacherem MaBe auch bei PAR-1 am 4. Tag nach der Zell-
Isolierung (Abbildung 3-9 und 3-10). Die Expression des Rezeptors S1P1 (EDG-1) unterlag
keinen erkennbaren zeitabhangigen Veranderungen (Abbildung 3-10).

Far die folgenden Experimente wurde daher der 4. Tag nach der Zell-Isolierung als
Stimulationstag gewabhlt.

PAR-1-Bande (592bp) PAR-2-Bande (491bp, obere Bande)

1500 bp “
g
—
—
600bp [
-

100 bp :

Marker Pos. K 4d 6d 8d Marker Pos.K 4d 6d 8d
PAR-1 PAR-2

Abbildung 3-9: Nachweis der PAR-1- und PAR-2-mRNA in EPCs (RT-PCR)

EPCs exprimieren konstitutiv. die mRNA der Rezeptoren PAR-1 und PAR-2.
Repréasentative Ergebnisse aus je zwei Experimenten mit unterschiedlichen Spendern
(Marker = Langenstandard, Pos. K = Positivkontrolle).

Links: Nachweis der PAR-1-mRNA (592bp); Expressionsmaximum tendenziell am
4. Tag nach der Isolierung.

Rechts: Nachweis der PAR-2-mRNA (491bp, obere Bande); Expressionsmaximum
am 4. Tag nach der Isolierung.
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EPCR-Bande (141bp) S1P1 (EDG-1)-Bande (888bp)
1500 bp

600 bp

100 bp

Marker Pos. K 4d 6d 8d Marker Pos. K 4d 6d 8&d
EPCR S1P1

Abbildung 3-10: Nachweis der EPCR- und S1P1-mRNA in EPCs (RT-PCR)

EPCs exprimieren die mRNA der Rezeptoren EPCR (CD201) und S1P1 (EDG-1).
Reprasentative Ergebnisse aus je zwei vergleichbaren Experimenten mit unter-
schiedlichen Spendern (Marker = Langenstandard, Pos. K = Positivkontrolle).

Links: EPCR-mRNA (141bp); Expressionsmaximum am 4. Tag nach der Isolierung.

Rechts: Nachweis der S1P1-mRNA (888 bp); keine zeitabhdngigen Expressions-
unterschiede erkennbar.

3.4 Nachweis der Rezeptoren PAR-1, PAR-2, EPCR und S1P1 auf der EPC-
und HUVEC-Zelloberflache mittels FACS-Analyse

Nachdem die Expression der APC-relevanten Rezeptoren bei EPCs auf Genebene
nachgewiesen wurde, sollte ihre Existenz auch auf der EPC-Oberflache bestatigt werden.

In der FACS-Analyse konnte bewiesen werden, dass EPCs die Rezeptoren PAR-1,
EPCR (CD201) und S1P1 (EDG1) konstitutiv auf ihrer Zelloberflache exprimieren. Der
Rezeptor PAR-2 konnte nicht auf der EPC-Oberflache detektiert werden bzw. lieferte nur ein
sehr schwaches positives Signal (Abbildung 3-11).

Zum Vergleich der Rezeptoren-Expression zwischen EPCs und HUVECs wurde auch
eine FACS-Untersuchung bei HUVECs durchgefuhrt. Hierbei wurde bestatigt, dass HUVECs
alle vier APC-relevanten Rezeptoren auf ihrer Zelloberflache exprimieren, wobei &hnliche
Expressionsstarken bei EPCs und HUVECs (PAR-2 starker auf HUVECs nachweisbar)
festgestellt wurden (Abbildung 3-11).
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Abbildung 3-11: Rezeptorennachweis auf EPCs und Vergleich mit HUVECs (FACS)
Obere Reihe: Die Rezeptoren PAR-1, EPCR und S1P1 werden auf der Zelloberflache
von EPCs exprimiert. Der Rezeptor PAR-2 zeigte kaum nachweisbare Fluoreszenz.

Untere Reihe: Ahnliche Auspragung der untersuchten Rezeptoren auf der HUVEC-
Oberflache im Vergleich zu EPCs (PAR-2 starker von HUVECs exprimiert).

Maximale Expressionen unterschiedlicher Spender (EPCs: n = 5, HUVECs: n = 3).
Die zugehérigen Isotypkontrollen sind nicht abgebildet, aber als M2-Wert in den
Histogrammen dargestellt. Bei fehlendem M2-Wert entspricht der M1-Wert dem M2-

Wert.

3.5 Wirkung der rhAPC-Stimulation auf die Rezeptorenexpression bei EPCs

In Stimulationsversuchen wurde Gberprift, ob rhAPC (50 ng/ml, 5 ug/ml, 6 h) einen
Einfluss auf die Expressionsraten der Rezeptoren PAR-1, PAR-2, EPCR und S1P1 in EPCs
auslbt. In den Experimenten wurden EPCs von 2 bis 4 Spendern pro Rezeptor eingesetzt.
Als Kontrollzellen wurden unten den gleichen Bedingungen kultivierte, unstimulierte EPCs
verwendet. Mittels RT-PCR und elektrophoretischer Auftrennung im Agarose-Gel wurden die
Expressionsraten der Rezeptoren ermittelt und danach densitometrisch ausgewertet.

Die Genexpression des Rezeptors PAR-1 zeigte sich nach Stimulation mit rhAPC im
Vergleich zur Kontrolle bei beiden rhAPC-Konzentrationen erhéht. Hierbei bestand eine
Korrelation zwischen der rhAPC-Konzentration und der Expressionsstarke (Abbildung 3-12
und 3-13). Da jedoch nur 2 Versuchsergebnisse vorliegen, wurde auf eine statistische
Auswertung der Ergebnisse verzichtet. Auf die Expressionsraten der Rezeptoren PAR-2,
S1P1 (Ergebnisse nicht dargestellt) und EPCR (Abbildung 3-14) Ubte die Stimulierung mit

rhAPC keinen erkennbaren Einfluss aus.
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PAR-1

K 50ng 5ug
rhAPC rhAPC

GAPDH

Abbildung 3-12: RT-PCR fur PAR-1-mRNA nach Stimulation mit rhAPC (EPCs)

RhAPC (50 ng/ml und 5 ug/ml, Inkubation 6 h) steigert die mRNA-Expression des
Rezeptors PAR-1 in EPCs, bei konstanter Expression des ,housekeeping” Gens
GAPDH. Reprasentatives Ergebnis aus n = 2 vergleichbaren Untersuchungen mit
unterschiedlichen Spendern (K = Kontrolle, unstimulierte EPCs).
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Abbildung 3-13: Densitometrische Auswertung der PAR-1-mRNA-Expression (EPCs)

Die Stimulation mit rhAPC (50 ng/ml und 5 pg/ml; Inkubation 6 h) steigert in EPCs die
mRNA-Expression des Rezeptors PAR-1 im Vergleich zu unstimulierten Kontroll-
zellen. Dargestellt sind die Ergebnisse von 2 unterschiedlichen Spendern.
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EPCR-mRNA: Spender 1 Spender 2
1500 bp B0
-—
600 bp —
100 bp
Marker Pos. K K 50ng 5ug K 50ng 5ug
rhAPC rhAPC

Abbildung 3-14: RT-PCR fiir EPCR-mRNA nach Stimulation mit rhAPC (EPCs)

RhAPC (50 ng/ml und 5 pg/ml, Inkubation 6 h) zeigt keinen Einfluss auf die
Expression der EPCR-mRNA in EPCs. Dargestellt sind 2 reprasentative RT-PCR-
Ergebnisse aus n = 4 vergleichbaren Versuchen mit verschiedenen Spendern
(Marker = Langenstandard, Pos. K = Positivkontrolle).

3.6 Wirkung von rhAPC auf die VEGF-C-mRNA-Expression bei HUVECs (RT-
PCR)

HUVECs der 2. Passage wurden mit rhAPC in den Konzentrationen 50 ng/ml, 1 pg/ml
und 20 pg/ml (Inkubation 4, 8 und 24 h) stimuliert. Als Kontrolle dienten unstimulierte
HUVECs. Der RT-PCR-Versuch wurde mit Zellen von n = 2 Spendern durchgefihrt.

Die VEGF-C-Banden befanden sich im Elektrophorese-Gel primerspezifisch auf der
Hbhe von 409 bp. Die Bandenhéhe von GAPDH lag bei 452 Basenpaaren. Nach optischem
Vergleich der Bandenstéarken wurde eine densitometrische Quantifizierung mit Normalisie-
rung auf das ,housekeeping“-Gen GAPDH durchgefihrt.

Da die Versuche eine in Vorarbeiten der Arbeitsgruppe (Affymetrix-Array, siehe 2.4.2)
festgestellte Steigerung der endothelialen VEGF-C-mRNA-Expression in Abhangigkeit von
rhAPC bestatigen, blieb die Versuchszahl auf n = 2 beschrankt.

Die Auswertung erfolgt deskriptiv: Nach 4-stindiger Inkubation konnte noch keine
eindeutige  Wirkung von rhAPC festgestellt werden (Ergebnisse nicht dargestellt).
Zum Stimulationszeitpunkt 8 Stunden zeigte sich bei beiden Spendern ein Anstieg der
VEGF-C-mRNA-Expression im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle (rhAPC 50 ng/ml vs.
Kontrolle: geringer Anstieg; rhAPC 20 pg/ml vs. Kontrolle: starker Anstieg, Abbildung 3-15).
Die 24-Stunden-Stimulation zeigte bei den Konzentrationen rhAPC 50 ng/ml und 5 pg/ml
ebenfalls einen steigernden Einfluss auf die Expression von VEGF-C (Abbildung 3-16).
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Abbildung 3-15: Densitometrische Auswertung der RT-PCR fiir VEGF-C-mRNA
(HUVECS, Inkubation 8 h)

Eine Stimulation mit rhAPC (50 ng/ml, 1 pg/ml und 20 pg/ml; Inkubation 8 h) fihrt zum
dosisabhangigen Anstieg der Expression der VEGF-C-mRNA bei HUVECs.
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Abbildung 3-16: Densitometrische Auswertung der RT-PCR fiir VEGF-C-mRNA
(HUVECS, Inkubation 24 h)

RhAPC (50 ng/ml, 1 pg/ml und 20 pg/ml; Inkubation 24 h) bewirkt einen dosis-
abhangigen Anstieg der VEGF-C-mRNA-Expression bei HUVECs. Die Expressions-
steigerung zeigt einen vergleichbaren Kurvenverlauf wie zum 8-Stunden Zeitpunkt.
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3.7 Wirkung von rhAPC auf die endotheliale VEGF-C-Freisetzung (ELISA)
3.7.1 Dosisabhangigkeit

In diesem Versuch wurde der Einfluss verschiedener rhAPC-Dosierungen (50 ng/ml,
500 ng/ml, 1 ug/ml, 10 pg/ml, 20 pug/ml, 24 h) auf die Freisetzung des Wachstumsfaktors
VEGF-C bei HUVECs untersucht. Es sollte tGberprift werden, ob sich die rhAPC-abhéngige
Expressionssteigerung der VEGF-C-mRNA (siehe 3.6) auch in einer vermehrten Synthese
auf Proteinebene widerspiegelt. Unstimulierte HUVECs dienten als Kontrolle (n = 2).

Der VEGF-C-Gehalt in den Zelliberstanden wurde mittels ELISA bestimmt. Die Aus-
wertung erfolgte mit der Genesis Lite Software (Labsystems, Vantaa, Finnland).

Far die Dosierungen rhAPC 10 pg/ml und 20 pg/ml wurde eine Zunahme der VEGF-C-
Freisetzung im Vergleich zur Kontrolle festgestellt (deskriptive Auswertung) (Abbildung 3-17).
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Abbildung 3-17: Dosisabhéangige Steigerung der VEGF-C-Freisetzung durch rhAPC
(HUVECSs, ELISA)

RhAPC (10 pg/ml und 20 pg/ml) steigert die endotheliale Freisetzung von VEGF-C.
HUVECs wurden mit rhAPC (50 ng/ml - 20 pug/ml, 24 h) inkubiert und der VEGF-C-
Gehalt des Zelliberstandes mittels ELISA quantitativ bestimmt.

Reprasentatives Ergebnis aus n = 2 Untersuchungen mit unterschiedlichen Spendern.
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3.7.2 Zeitabhangigkeit

In weiteren Stimulationsversuchen wurde der Zeitverlauf der festgestellten rhAPC-
induzierten VEGF-C-Freisetzung untersucht. HUVECs wurden mit einer konstanten rhAPC-
Konzentration (5 pg/ml) fir 2, 4, 8, 24 und 48 Stunden stimuliert und als Kontrollgruppe
unstimulierte HUVECs verwendet. Der Versuch wurde zweimal an Zellen von n = 2
verschiedenen Spendern durchgeflhrt.

Im Zelliberstand wurde ein von der Dauer der Stimulationszeit abhangiger Anstieg des
VEGF-C-Gehaltes festgestellt. Auch in den unstimulierten Kontrol-HUVECs wurde ein
Anstieg der VEGF-C-Freisetzung mit steigender Inkubationsdauer verzeichnet. Die VEGF-C-
Freisetzung unter rhAPC-Stimulation war jedoch zu jedem Untersuchungszeitpunkt héher als
in der unbehandelten Kontrolle (deskriptive Auswertung) (Abbildung 3-18).

Zeitabhangigkeit Zeitabhangigkeit
VEGF-C-Freisetzung VEGF-C-Freisetzung
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2h 4h 8h  24h 48h 2h 4h 8h 24h 48h
—a— Kontrolle —8—rhAPC 5 pg/ml —a—Kontrolle —8—rhAPC 5 pg/ml

Abbildung 3-18: Wirkung von rhAPC auf die VEGF-C-Freisetzung im Zeitverlauf
(HUVECS, ELISA)

Die Stimulation mit rhAPC (5 pg/ml: Inkubation 2, 4, 8, 24 und 48 Stunden) bewirkt
eine zeitabhangige Steigerung der endothelialen VEGF-C-Freisetzung. Unstimulierte
HUVECs zeigen im Zeitverlauf ebenfalls eine Erhéhung von VEGF-C im Zell-
Uberstand, jedoch zu jedem Untersuchungszeitpunkt auf einem niedrigeren Niveau
als die mit rhAPC behandelten Zellen.

83



Ergebnisse

3.8 Wirkung von rhAPC auf die Ang-2-mRNA-Expression bei EPCs (RT-PCR)

Zur Uberpriifung des angiogenen bzw. vaskulogenen Potentials von rhAPC wurde neben
VEGF-C in HUVECs auch der Wachstumsfaktor Ang-2 in EPCs untersucht. Es sollte
ermittelt werden, inwiefern rhAPC die Ang-2-Expressionsrate in EPCs beeinflussen kann.
Hierzu wurden EPCs am 4. Tag nach der Isolierung mit rhAPC (50 ng/ml und 5 pug/ml, 6 h)
stimuliert. Unbehandelte EPCs wurden als Kontrolle eingesetzt. Der Versuch wurde dreimal
an Zellen von n = 3 Spendern durchgefiihrt. Nach der RT-PCR mit folgender Gelelektro-
phorese wurde eine densitometrische Auswertung der Ang-2-Banden (primerspezifisch im
Gel auf der Hohe von 234 bp) durchgefihrt (Abbildungen 3-19 und 3-20).

Es wurde eine signifikante Steigerung der quantifizierten Bandenstarke bei rhAPC
5 pg/ml vs. Kontrolle (p < 0,05) nachgewiesen (Mittelwerte von n = 3 Versuchen: Kontrolle =
0,207 £ SEM 0,074; rhAPC 50 ng/ml = 0,451 + SEM 0,103; rhAPC 5 ug/ml = 0,586 + SEM
0,157; Signifikanzschranke vorher bei 0,05 festgelegt). Das Signal bei der Konzentration
rhAPC 50 ng/ml war ebenfalls gegenlber der Kontrolle erhéht (Abbildung 3-21).

Die statistische Auswertung wurde mit dem Friedman-Test (ANOVA, gepaart) in
Verbindung mit dem Dunn’s Post-Test flr multiple Vergleiche durchgefthrt.

Spender 1 Spender 2

K 50ng 5ug K 50ng 5ug
rhAPC rhAPC rhAPC rhAPC

Abbildung 3-19: RhAPC-abhangige Steigerung der Expression von Ang-2-mRNA
in EPCs (RT-PCR)

RhAPC steigert die mRNA-Expression des Angiogenesefaktors Ang-2 in EPCs:

EPCs wurden am 4. Tag nach ihrer Isolierung mit rhAPC (50 ng/ml und 5 pg/ml, 6 h)
inkubiert. Als Kontrolle (K) dienten unstimulierte EPCs, die unter den gleichen Kultur-
bedingungen inkubiert wurden.

Dargestellt sind 2 reprasentative Ergebnisse von n = 3 vergleichbaren RT-PCR-
Versuchen mit unterschiedlichen Spendern.

84



Ergebnisse

Densitometrie der Angiopoietin-2-mRNA-
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Abbildung 3-20: Densitometrische Auswertung der Ang-2-mRNA-Expression (EPCs)

RhAPC (50 ng/ml und 5 pg/ml; Inkubation 6 h) steigert in EPCs die Expression von
Ang-2-mRNA im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle. Densitometrie mit Normalisie-
rung auf GAPDH (n = 3 Versuche mit unterschiedlichen Spendern).
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Abbildung 3-21: Densitometrische Mittelwerte der Ang-2-mRNA-Expression (EPCs)

Mittelwerte der oben dargestellten RT-PCRs fir Ang-2-mRNA; + Standardfehler der
Mittelwerte (SEM). Signifikante Steigerung von Ang-2-mRNA bei rhAPC 5 pg/ml
versus Kontrolle (p < 0,05; Friedman Test).
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3.9 Wirkung von rhAPC auf die Expressionsraten von Angiogenese- und
Arteriosklerose-relevanten Genen bei EPCs (Super Array-Screening)

Im Real-Time RT-PCR-Screening-Assay wurde das Genexpressionsprofil von Angio-
genese- und Arteriosklerose-relevanten Genen in EPCs untersucht (,human angiogenesis”
und ,human atherosclerosis® Array, siehe 2.6). Die Expressionsraten der gepriiften Gene
wurden jeweils in einer stimulierten Versuchsgruppe (rhAPC 5ug/ml) und in einer unstimulier-
ten Kontrollgruppe ermittelt. Die Auswertung erfolgte mit der Software des RT? ProfilerTM
PCR Array System (Bioscience, Frederick, USA) unter Verwendung der AACt-Methode.

Im ,human angiogenesis“ Array bewirkte rhAPC in 20 der untersuchten Gene eine
signifikante Expressionsveranderung im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe. Unter
Bericksichtigung unspezifischer Bindungen wurde die Signifikanzschranke (,threshold®)
vorab auf 2 festgelegt, d. h. erst eine 2-fache Expressionssteigerung bzw. -verminderung
wurde als signifikant gewertet. Bei allen von rhAPC beeinflussten Genen war, mit Ausnahme
von Leptin, eine signifikante Verminderung der Expressionsrate feststellbar (Tabelle 3-2).

Im ,human atherosclerosis® Array wurde nur ein Gen (PDGF-A = ,platelet derived growth
factor-A®) signifikant durch rhAPC beeinflusst. Die hier beobachtete Herabregulierung von
PDGF-A korreliert mit den Ergebnissen des ,human angiogenesis“ Array, wo das genannte
Gen ebenfalls eine (vergleichbare) Expressionsminderung durch rhAPC erfuhr.

In der folgenden Tabelle sind die in EPCs durch rhAPC (5 pg/ml) beeinflussten Gene
aufgelistet sowie die Starke und Art der Expressionsanderung.

Tab. 3-2: Beeinflussung der Genexpression durch rhAPC (Real-Time RT-PCR, EPCs)

Effekt rhAPC
vs. Kontrolle

Abkurzung Name

ANGPTL4 Angiopoietin-like 4

CXCLA1 Chemokin (C-X-C) Ligand 1 __
CXCL3 Chemokin (C-X-C) Ligand 3 _
CXCL5 Chemokin (C-X-C) Ligand 5 _
CXCL9 Chemokin (C-X-C) Ligand 9 _
CXCL10 Chemokin (C-X-C) Ligand 10 __
EDG1 endothelial differentiation, Shingolipid G-Protein-

S1P1 gekoppelter Rezeptor 1 L
( ) (Sphingosin 1-Phosphat-1-Rezeptor)

EFNA1 Ephrin-A1 -
EFNB2 Ephrin-B2 o
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Effekt rhAPC

Abkilirzung Name vs. Kontrolle
EGF epidermal growth factor _
EPHB4 Ephrin Rezeptor 4 o
EREG Epiregulin __
FGFR3 fibroblast growth factor receptor 3 __
IFNG Interferon gamma o
LEP Leptin (obesity homolog, Maus) ++ +

PDGF-A platelet-derived growth factor alpha Polypeptid

PF4 platelet factor 4 (Chemokin (C-X-C) Ligand 4) _
THBS2 Thrombospondin 2 L
TNF Tumor-Nekrose-Faktor (TNF-Familie, Mitglied 2) _
VEGF-A vascular endothelial growth factor A _

EPCs wurden mit rhAPC (5 pug/ml, 4 Tage) stimuliert. Als Kontrolle (K) dienten
unstimulierte EPCs. Im Super Array-Screening wurden die Expressionsunterschiede
von Angiogenese- und Arteriosklerose-relevanten Genen ermittelt (rhAPC vs. K):

+ + + = 100 % Steigerung vs. Kontrolle; --- =71-85 % Senkung vs. Kontrolle
- - 256-70 % Senkung vs. Kontrolle; - = 40-55 % Senkung vs. Kontrolle

3.10 Wirkung von rhAPC auf die Zellproliferation von EPCs

In dieser Versuchsreihe sollte Uberprift werden, inwiefern sich eine rhAPC-Stimulierung
auf die Proliferationsrate endothelialer Vorlauferzellen auswirkt. Hierzu wurden EPCs in den
Endkonzentrationen rhAPC 50 ng/ml und rhAPC 5 pg/ml stimuliert und als Kontrolle
unstimulierte EPCs eingesetzt. Als Vergleich fand zudem eine Stimulation mit dem
proliferationssteigernden Wachstumsfaktor VEGF (50 ng/ml) statt. Die Versuche wurden an

Zellen von 12 verschiedenen Spendern durchgefihrt (siehe 2.7).

In diesen Experimenten konnte erstmals eine proliferationssteigernde Wirkung von
rhAPC auf EPCs nachgewiesen werden. Die Zellzahlen waren nach rhAPC-Stimulation mit
50 ng/ml signifikant im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle erhéht (Kontrolle = 307681
+ SEM 62189; rhAPC 50 ng/ml = 376681 + SEM 70323; p < 0,05). Ebenso wurde eine
signifikante Steigerung der EPC-Zahlen nach Stimulation mit rhAPC 5 pg/ml in Relation zur
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Kontrolle festgestellt (Kontrolle = 307681 + SEM 62189; rhAPC 5 pg/ml 353479 + SEM
69857; p < 0,05) (Abbildung 3-22). RhAPC zeigte in der Konzentration 50 ng/ml eine
vergleichbar starke Proliferationssteigerung wie der als Positivkontrolle eingesetzte
Wachstumsfaktor VEGF (Abbildung 3-24).

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Computer-Programm ,In Stat“ (GraphPad
Software, San Diego, U.S.A). Im Kolmogorov-Smirnov-Test wurde eine Normalverteilung der
Zellzahl-Ergebnisse ermittelt. Aufgrund der variablen Zellzahl-Niveaus innerhalb der EPC-
Spender (abhangig vom individuellen EPC-Mobilisierungsgrad) wurden die Zellzahlen der
einzelnen Spender als gepaarte Werte im ANOVA-Test eingesetzt (Abbildung 3-23). Die
dem ANOVA folgenden multiplen Vergleiche wurden mit dem Student-Newman-Keuls Post
Test berechnet und so der p-Wert ermittelt. FOr den p-Wert wurde vorab eine
Signifikanzschranke von 0,05 festgelegt.

EPC-Zellzahl
Mittelwerte/+SEM
p < 0,05

500000 - I p<005

I I
450000 -
400000 -
350000 +
300000 +
250000 -
200000 -

O T T 1
K rhAPC 50 ng/ml rhAPC 5 pg/ml

Abbildung 3-22: Effekt von rhAPC auf die Proliferation von EPCs

RhAPC (50 ng/ml; 5 pg/ml, 4 Tage Inkubation) bewirkt eine signifikante Steigerung
der Proliferation von EPCs. Dargestellt sind die Mittelwerte der absoluten Zellzahlen
und die Standardfehler der Mittelwerte (SEM) aus n = 12 Experimenten mit Zellen
unterschiedlicher Spender.
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€Q 1 =Minimum OMedian + Mittelwert =Maximum @ Q3

1200000 -
1000000 +
800000 -
600000 -

400000 - rd

200000 -

Zellzahl

0
Kontrolle rhAPC 50 ng/ml rhAPC 5 ug/ml

Abbildung 3-23: Darstellung der spenderspezifischen Schwankung der absoluten
EPC-Zellzahlen

In dieser Box-Plot-Darstellung ist die groBe Schwankungsbreite der EPC-Zellzahlen
zwischen den einzelnen Spendern gut erkennbar. Diese unterschiedlichen Spender-
niveaus wurden in der Auswertung unter Verwendung eines gepaarten statistischen
Tests (ANOVA) bertcksichtigt (Q1 = 25%-Quartil, Q3 = 75%-Quartil).
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Abbildung 3-24: Effekt von rhAPC und VEGF auf die Proliferation von EPCs

RhAPC (50 ng/ml, 4 Tage Inkubation) steigert die Zellproliferation von EPCs in
vergleichbar starker Auspragung wie der Wachstumsfaktor VEGF.

Dargestellt sind die Mittelwerte von n = 12 Experimenten, wobei der Mittelwert der
Kontrolle gleich 100 % gesetzt wurde und die Mittelwerte der Stimulationszellzahlen in
Relation zur Kontrolle in Prozent umgerechnet wurden.
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4 Diskussion
4.1 Identifizierung von EPCs (Morphologie, Fluoreszenzmikroskopie und
FACS-Analyse)

Wie bereits unter 1.7. beschrieben, ist die eindeutige Identifizierung einer endothelialen
Progenitorzell-Population ein schwieriges Unterfangen. Da nach wie vor in Fachkreisen
Uneinigkeit Uber die Definierung und Abstammung der endothelialen Vorlauferzellen
herrscht, ist derzeit eine allgemein akzeptierte Charakterisierung dieser Zellpopulation kaum
erreichbar. Die Zuordnung der EPCs erschwert sich insbesondere durch ihre Fahigkeit, aus
verschiedenen Ursprungspopulationen (z.B. CD34-positive und CD133-positive h&mato-
poietische Zellen, CD14-positive Monozyten oder MNCs des Blutes) hervorgehen zu kénnen
(Urbich und Dimmeler, 2004). Zudem ist auch die weitere Entwicklungsrichtung der EPCs
nicht genau festgelegt; sie kbnnen neben dem endothelialen Zelltyp auch in gewebefremde
Zellen (z. B. Kardiomyozyten) transdifferenzieren (Badorff et al., 2003).

Eine aus peripherem Blut isolierte EPC-Population scheint demnach ein relativ
heterogenes Zellgemisch zu sein. Laut Rehman et al. (2003) handelt es sich hierbei um
einen von Monozyten und Makrophagen generierten Zellpool, der eine kleine Population
echter Stamm- und Progenitorzellen sowie endotheliale Zellen enthalt. Dieser, als ,circulating
angiogenic cells* (CAC) bezeichnete Zellpool exprimiert mehrheitlich monozytare Marker,
wie CD14, CD11c und CD163. Das gefaBbildende Potential dieser Zellen beruht auf ihrer
Fahigkeit, in ECs zu differenzieren (Schmeisser et al., 2001) und angiogene Wachstums-
faktoren (VEGF, G-CSF, GM-CSF) zu sezernieren (Rehman et al., 2003).

Auch Yamamoto und Kato bestétigten 2007 eine Heterogenitat in der EPC-Population.
Sie identifizierten zwei Subpopulationen innerhalb des EPC-Pools, von denen eine von
CD34-positiven Zellen abstammt und die andere aus CD14-positiven monozytaren Zellen
hervorgeht. Beide Subpopulationen kénnen in ECs ausdifferenzieren, unterscheiden sich
jedoch in ihren Oberflachenantigenen und ihrer proliferativen Kapazitat. Im Angiogenese-
prozess wird ein synergistisches Zusammenspiel dieser beiden EPC-Populationen vermutet
(Yamamoto und Kato, 2007). Es existieren jedoch auch andere Auffassungen Uber die Natur
der EPCs. Die Gruppe um Case et al. ordnet CD34/CD133/VEGFR-2-exprimierende Zellen
einem hamatopoietischen Zellpool zu, der nur begrenztes Potential zur Ausbildung neuer
BlutgeféBe besitzen soll (Case et al., 2007).

Diese Untersuchungen fuhren vor Augen, wie spekulativ die Definition der EPCs nach
wie vor ist. Zweifelsohne konnten in zahlreichen Studien proangiogene Effekte nach
Transplantation Ficoll-isolierter EPCs nachgewiesen werden. Den Diskussionen, welche
Zellpopulation innerhalb des EPC-Pools flr die biologischen Effekte verantwortlich ist, ist
allerdings noch lange kein Ende gesetzt. Weitergehende Forschung in dieser Richtung wird
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auch in den nachsten Jahren erforderlich sein, um die therapeutische Bedeutung der EPCs
ganzlich zu erfassen.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Zellcharakterisierung in Anlehnung an die EPC-
|dentifikationskriterien der Forschergruppe Urbich und Dimmeler (Universitat Frankfurt, Dtl.;
Innere Medizin, Abteilung Molekulare Kardiologie) durchgefiihrt. Diese Gruppe hat in
zahlreichen Ver6ffentlichungen wichtige Beitrdge zum aktuellen Wissensstand Uber EPCs
geliefert (Dimmeler et al., 2001; Vasa et al., 2001; Urbich und Dimmeler, 2004; Urbich et al.,
2005). Das Team Urbich/Dimmeler gewahrte mir einen personlichen Einblick in sein
Forschungslabor und unterstitzte mich mit mtndlich gegebenen Fachinformationen in Bezug

auf die Isolierung und Charakterisierung von EPCs.

Das morphologische Erscheinungsbild der (ber Ficoll-Dichtegradient-Zentrifugation
isolierten Zellen entsprach der charakteristisch schmalen, spindelférmigen Zellgestalt von
EPCs (Hur et al., 2004). Die Ergebnisse funktionaler Untersuchungen (LDL-Aufnahme und
Lektin-Bindung) bestétigten zudem, dass die Zellen Eigenschaften besitzen, die auch EPCs
zugeschrieben werden (Asahara et al., 1997; Dimmeler et al., 2001; Vasa et al., 2001).

Mittels FACS-Analyse konnten die von der Arbeitsgruppe Urbich/Dimmeler in Frankfurt
empfohlenen Oberflachenmolekile VEGFR-2/KDR, CD34 (schwach), CD133 (schwach),
CD31, CD105 und vVWF auf diesen Zellpopulationen nachgewiesen werden. Als limitierender
Faktor erwies sich hierbei die minimale Zellausbeute bei der EPC-Isolierung. Nur ein
geringer Teil der Ficoll-isolierten MNCs adhérierte auf Fibronektin und stand so fir die
FACS-Farbung zur Verfigung. Die Isolationstechnik mit CD34-Anreicherung minimierte die
Zellzahlen nochmals zusatzlich. Aufgrund spenderspezifischer Schwankungen der EPC-
Zahlen war es selbst bei herkémmlicher Ficoll-Isolierung nicht immer mdglich, alle
geforderten Marker gleichzeitig in einer FACS-Messung zu erfassen. Da die EPC-Isolierung
jedoch stets nach demselben Prinzip mit konstanten Arbeitsschritten und Materialien
durchgefuhrt wurde, ist davon auszugehen, dass bei jeder Zellisolierung potentiell eine
Ausdifferenzierung in EPCs stattfand. Dies bestatigte sich in der FACS-Analyse.

Der extrem starke Expressionsunterschied von CD34 zwischen der Ficoll-isolierten
(nahezu negativ) und der tber CD34-angereicherten Population (Expression > 90 %) lasst
zunachst vermuten, dass es sich nur bei den CD34-angereicherten Zellen um EPCs handelt.
Da die CD34-negative Population jedoch die anderen, o0.g. charakteristischen Merkmale von
EPCs exprimierte, lassen sich diese Zellen entsprechend der Erkenntnisse der Gruppe
Reyes et al. (2002) einordnen. Sie entdeckte eine dem Knochenmark entstammende CD34-
negative, multipotente Progenitor-Population, die in mature ECs ausdifferenzieren und
gefaBbildende Funktionen im Wundheilungsgeschehen und in der Tumorangiogenese
auslUben kann (Reyes et al., 2002). Nach Ansicht von Friedrich et al. stellen derartige CD34-
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negative EPCs eine Progenitor-Subpopulation dar, die sogar noch potentere vaso-
regenerative Kapazitdten besitzen soll, als die bisher bekannte CD34-positive-Population
(Friedrich et al., 2006). Die isolierten EPCs reprasentieren folglich, je nach eingesetzter Zell-
Isolationsmethode, zwei unterschiedliche EPC-Populationen.

Interessanterweise exprimierten die nach herkémmlicher Ficoll-Separation isolierten
EPCs den Marker CD133 nur sehr schwach, die CD34-angereicherte Zellfraktion zeigte sich
jedoch CD133-positiv. Eine Begriindung hierfir findet sich mdglicherweise in der Tatsache,
dass EPCs mit zunehmender Zirkulationsdauer den hamatopoietischen Stammzellmarker
CD133 verlieren und langsam den endothelialen Phanotyp annehmen (Hristov et al., 2003;
Iwami et al., 2004). Expressionsschwankungen von CD133 erklaren sich gegebenenfalls in
Abhéangigkeit davon, wie lange die EPCs, aus denen sich eine Population bildete, in der
Blutbahn verweilten.

Im Gegensatz zu den Untersuchungen anderer Forschergruppen (Bompais et al., 2004;
Smadija et al., 2006b), war das Adh&sionsmolekil CD146 (MelCAM oder MUC18) nicht oder
nur sehr schwach auf den hier isolierten EPCs vorhanden. Eine Erklarung fir dieses
abweichende Expressionsmuster findet sich mdglicherweise im Zeitpunkt der FACS-
Charakterisierung. EPCs lassen sich in Abhangigkeit von Kultivierungsdauer und
Differenzierungsgrad in ,frihe® und ,spate“ EPCs einteilen. Eine ,frihe“ EPC steht noch im
Anfangsstadium ihrer Entwicklung in Richtung EC und exprimiert deren Oberflachen-
molekile womdglich noch nicht in vollem Umfang. Mit zunehmender Reife nimmt die
Progenitorzelle vermehrt strukturelle und funktionale Eigenschaften einer maturen EC an und
wird deshalb ab einer Kultivierungsdauer von 2 bis 3 Wochen als ,spate“ EPC bezeichnet
(Hur et al., 2004). In der FACS-Analyse stellen sich derartige ,spate EPCs als CD146-
positiv dar (Bompais et al., 2004; Smadja et al., 2006b). Die Oberflachenstrukturen der in der
vorliegenden Studie untersuchten EPCs wurden jedoch bereits am 4. Tag nach der
Isolierung identifiziert. Demnach ist davon auszugehen, dass es sich bei diesen Zellen um
Jfrihe“ EPCs mit geringerem endothelialen Ausdifferenzierungsgrad handelt, die CD133
bereits verloren haben, CD146 aber erst im Lauf ihrer weiteren Entwicklung exprimieren
werden.

Mature ECs tragen das Adhéasionsmolekiil CD146 auf ihrer Zelloberflache, wo es als
Bestandteil der endothelialen ,adherens junction“ interzellulare Kontakte vermittelt (Bardin et
al., 2001). Auch die in Vergleichsmessungen eingesetzten HUVECs exprimierten dieses
Oberflachenmolekil. CD146 erwies sich in der FACS-Analyse als einziges eindeutiges
Unterscheidungskriterium zwischen ,frihen® EPCs und HUVECs und ermdglichte erstmalig
eine eindeutige Abgrenzung beider Zelltypen.
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4.2 Expression der APC-relevanten Rezeptoren von EPCs (RT-PCR u. FACS)

Mittels RT-PCR wurde der Nachweis erbracht, dass EPCs die mit APC interagierenden
Rezeptoren PAR-1, PAR-2, EPCR und S1P1 konstitutiv exprimieren. Die EPC-Genprodukte
bildeten nach elektrophoretischer Auftrennung im Agarosegel auf den jeweiligen
primerspezifischen Basenpaar-Héhen charakteristische Banden. Die zweite Bande bei dem
Rezeptor PAR-2 scheint aufgrund der verwendeten Annealing Temperatur zustande
gekommen zu sein. Die obere Bande entspricht jedoch der primerspezifischen Bandenhdhe
und demnach dem gesuchten Genprodukt. In Bezug auf den Rezeptor PAR-1 bestatigen
sich in den hier durchgeflhrten Experimenten die Ergebnisse der Forschergruppe um
Smadja et al., die bereits 2005 die Expression eines funktionalen PAR-1-Rezeptors in EPCs
entdeckte (Smadja et al., 2005).

Die Rezeptoren-Expression auf der Zelloberflache wurde in der FACS-Analyse Uberprift.
Mit Ausnahme von PAR-2 konnten die APC-relevanten Rezeptoren eindeutig auf der
Oberflache von EPCs nachgewiesen werden. Die extrem schwache Auspragung von PAR-2
erklart sich in der Tatsache, dass PAR-2 ein durch inflammatorische Zytokine induzierbarer
Rezeptor ist, der in der Regel erst reaktiv auf der Zelloberflache exprimiert wird (Ruf, 2004).

Da die Expression spezifischer Rezeptoren die Voraussetzung fir eine potentielle
Liganden-Wirkung darstellt, kann davon ausgegangen werden, dass EPCs ebenso wie
HUVECs Effektorzellen fiir APC sind. Demnach kann rhAPC nicht nur auf ECs, sondern
auch auf EPCs Uber direkte Rezeptor-Signaltransduktion einwirken. Die Kostimulation der
beiden APC-Rezeptoren EPCR und PAR-1 konnte vermutlich also auch auf EPCs
zytoprotektive und stabilisierende Effekte austiben (Mosnier et al., 2006; Bae et a., 2007).
Ebenso kann vermutet werden, dass rhAPC Uber Interaktion mit den Rezeptoren
EPCR/PAR-1 in EPCs vermehrt protektive Gene induziert und so direkte anti-
inflammatorische und antiapoptotische Aktivitaten verursacht (Joyce et al., 2001; Riewald et
al., 2002; Cheng et al., 2003). Im Crosstalk der Rezeptoren PAR-1 und S1P1 kénnte in
EPCs die Integritdt endothelialer Zell-Kontakte durch antiapoptotische Effekte aufrecht-
erhalten werden (Feistritzer und Ruf, 2005).

4.3 Auswirkungen von rhAPC auf die Expressionsrate von APC-relevanten
Rezeptoren von EPCs

Die EPCs reagierten nach Stimulation mit rhAPC mit einer erhéhten mRNA-Expression
des PAR-1-Rezeptors. Die Expressionsraten der Rezeptoren PAR-2, EPCR und S1P1
wurden durch rhAPC nicht beeinflusst.

Dem PAR-1 kommt in der APC-Signaltransduktion eine entscheidende Bedeutung zu, da
die APC-Effekte in Kooperation mit EPCR hauptséachlich Uber ihn vermittelt werden. Die
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APC-abhangige Aktivierung von PAR-1 bewirkt in der Rezeptorzelle eine zytoprotektive
Veranderung der Genexpression und induziert direkt antiapoptotische und anti-
inflammatorische Effekte (Joyce et al., 2001; Riewald et al., 2002; Cheng et al., 2003;
Mosnier et al., 2006).

Uber eine PAR-1-Aktivierung kénnen jedoch auch proangiogene Signale Ubermittelt
werden. Als Initiator angiogener Effekte wird in HUVECs und EPCs bislang eine Thrombin-
abhangige Aktivierung des PAR-1 angesehen (Olivot et al., 2001; Smadja et al., 2005),
wodurch die wichtigsten Elemente der GeféBbildung, namlich Proliferation, Migration und
Differenzierung der ECs, induziert werden. So wurde in Experimenten mit EPCs eine
Erhéhung der Proliferationsrate nach Stimulation mit dem Thrombin-ahnlichen PAR-1-
Agonisten SFLLRN (Smadja et al., 2006a) sowie eine gesteigerte Zellmigration mit Bildung
tubularer Strukturen nachgewiesen (Smadja et al., 2005). Thrombin férdert zusatzlich Uber
PAR-1 die Ausdifferenzierung von EPCs in endotheliale Zellen (Tarzam et al., 2006).

Obwohl der PAR-1-Rezeptor die groBte Affinitat fir Thrombin aufweist, kbnnen an ihn
diverse andere Proteasen, wie APC, ebenfalls binden. Interessanterweise wird die Rezeptor-
Signaltransduktion von der bindenden Protease mitbeeinflusst, wodurch unterschiedliche,
teilweise sogar gegenlaufige Effekte Uber ein und denselben Rezeptor vermittelt werden
kénnen. Wéahrend Thrombin Uber PAR-1 proinflammatorische und apoptotische Signale auf
kultivierte ECs ausubt, bewirkt eine APC/EPCR-abhéngige Aktivierung von PAR-1 genau
das Gegenteil (Feistritzer und Ruf, 2005; Finigan et al., 2005). Hierbei muss beachtet
werden, dass auch die Konzentration der aktivierenden Protease den vermittelten Effekt
modulieren kann. Pikomolare Konzentrationen von Thrombin verursachen eine dem APC
vergleichbare antiinflammatorische, zytoprotektive Wirkung, wohingegen hohe APC-
Konzentrationen Thrombin-&hnliche inflammatorische Effekte hervorrufen kénnen (Feistritzer
et al., 2005). Die genauen Mechanismen dieser ambivalenten PAR-1-Wirkungen sind noch
nicht vollstandig geklart, wenngleich diese Thematik aktuell intensiv erforscht wird (Bae et
al., 2007).

Es scheinen jedoch auch gleich gerichtete Reaktionen durch rhAPC und Thrombin am
PAR-1-Rezeptor hervorgerufen werden zu kdnnen. Ein bekanntes Beispiel hierflr ist der
MAPK-Pfad, der sowohl durch Thrombin (bzw. durch SFLLRN), als auch durch Bindung von
APC aktiviert werden kann (Olivot et al., 2001; Riewald et al., 2002). Der MAPK-Pfad ist als
wichtiges Steuerungselement des Zellzyklus fir Mitogen-induziertes Zell-Wachstum und
Proliferation verantwortlich (Pages et al., 1993). Thrombin vermittelt nach Aktivierung von
PAR-1 Uber diesen Pfad proliferative, angiogene Effekte auf HUVECs (Olivot et al., 2001)
und EPCs (Smadja et al., 2005). Untersuchungen der Gruppe um Uchiba et al. (2004)
zeigen, dass APC, ebenso wie Thrombin, eine MAPK-abhéangige Steigerung der
endothelialen Zellproliferation in HUVECs bewirken kann. Da eine Erhéhung der

94



Diskussion

Proliferationsrate als Grundvoraussetzung angiogener Prozesse gilt, untersuchte diese
Gruppe zusatzlich die Fahigkeit von APC zur Neubildung von GeféaBen. Nach Implantation
von APC-haltigen Pellets in die murine Cornea konnte eine eindeutige Zunahme der
Vaskularisierung in diesem Gebiet festgestellt werden. Sowohl die Flache der
Neovaskularisation, als auch die Léange der neugebildeten GefaBe war annadhernd analog zu
den Effekten einer VEGF-Vergleichsstimulation (Uchiba et al., 2004).

APC scheint demnach Uber die Aktivierung von PAR-1 Thrombin-ahnliche angiogene
Effekte in ECs auslésen zu kénnen. Ob rhAPC derartige Effekte auch in EPCs initiieren
kann, wurde bisher von keiner anderen Forschergruppe untersucht. Da in der vorliegenden
Studie, ebenso wie in Arbeiten von Smadja et al. (2005), das Vorhandensein von PAR-1 auf
EPCs nachgewiesen werden konnte, ist anzunehmen, dass APC auch in EPCs tber PAR-1
den MAPK-Weg aktivieren kann. Demnach scheint eine APC-induzierte Proliferations-
steigerung von EPCs sowie die Induktion angiogener bzw. vaskulogener Prozesse auf
diesem Wege durchaus mdglich zu sein (siehe hierzu auch 4.7).

Zudem belegen die Ergebnisse, dass rhAPC seine Effektivitdt in EPCs selbsténdig
verstarken kann, indem es die Genexpression seines zentralen Rezeptors PAR-1 erhdht.

4.4 Steigerung der VEGF-C-Expression und -Freisetzung in HUVECs durch
rhAPC

Die hier durchgefiihrten Stimulationsversuche zeigen, dass rhAPC die endotheliale
VEGF-C-mRNA-Expression steigert und bestatigen damit das Ergebnis eines Gen-
expressions-Screenings (Affymetrix Array, unveréffentlichte Daten), das in Vorarbeiten der
Arbeitsgruppe Briickmann an HUVECs durchgefihrt wurde. Auf Proteinebene konnte in der
vorliegenden Doktorarbeit zudem erstmalig eine rhAPC-induzierte zeit- und dosisabhangige
Steigerung der VEGF-C-Freisetzung in HUVECs festgestellt werden.

Ahnliche Beobachtungen wurden auch bei Keratinozyten und Fibroblasten nach
Stimulation mit rhAPC gemacht. Die Forschergruppe um Jackson et al. stellte 2005 bei
diesen Zellarten in Abhangigkeit von rhAPC eine erhdhte Expression des dem VEGF-C nah
verwandten Wachstumsfaktors VEGF-A fest (Jackson et al., 2005).

VEGF-C ist als proliferations-, migrations- und permeabilitatssteigernder Wachstums-
faktor bekannt, der in erster Linie Uber den lymphatischen Rezeptor VEGFR-3 die
Neubildung von LymphgefédBen vermittelt. Sowohl in der embryonalen Entwicklung des
lymphatischen Systems (Mékinen et al., 2001a; Karkkainen et al., 2004), als auch in der
postnatalen Lymphangiogenese (Paavonen et al., 2000; Yoon et al., 2003) ist VEGF-C als
funktionales Element unverzichtbar. Des Weiteren zeigt sich der Wachstumsfaktor auch
verantwortlich fir die Aufrechterhaltung lymphatischer Funktionalitdt, indem er zentrale
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Aktivitdten wie den Pumpmechanismus der LymphgefaBe steuert (Breslin et al., 2007).
Klinische Relevanz kommt dem VEGF-C deshalb im Rahmen der Wundheilung und in der
Behandlung von sekundéren Lymphddemen zu. Die Neubildung von LymphgefaBen ist nach
Lasionen (Traumata, operative Eingriffe, Infektionen) von groBer Bedeutung fir die Gewebe-
regeneration. Uber Aktivierung von VEGFR-3 bewirkt VEGF-C die Wiederherstellung
zerstorter LymphgefaBe und gewéhrleistet dadurch die Immunantwort im Wundgebiet sowie
den Abtransport von posttraumatischen Extravasaten (Paavonen et al., 2000). Zeitgleich wird
der Gewebedruck reguliert, wodurch der Entstehung von sekundaren, entziindlichen
Odemen entgegengewirkt wird. Bereits bestehende Lymphédeme kénnen durch Applikation
von VEGF-C erfolgreich zurlickgebildet werden, wie Experimente mit VEGF-C-Gentransfer
beweisen (Yoon et al., 2003).

Da rhAPC die VEGF-C-mRNA-Expression sowie die Freisetzung des zugehdrigen
Proteins in HUVECs steigert, ist anzunehmen, dass es tber VEGF-C eine lymphangiogene
Wirkung vermitteln kann. Obwohl VEGF-C die GefaBpermeabilitat erhdht und Chemotaxis in
Makrophagen induzieren kann (Skobe et al., 2001), werden diese proinflammatorischen
Eigenschaften wahrscheinlich nicht durch rhAPC induziert bzw. Uberwiegen seine anti-
inflammatorischen Effekte (siehe 1.2.4). Demnach kénnte rhAPC méglicherweise aufgrund
seines lymphangiogenen und antiinflammatorischen Potentials als adjunktives Therapeuti-
kum zur Verbesserung der Wundheilung eingesetzt werden. Als heilungsférdernd kdnnte
sich auch die indirekt durch rhAPC vermittelte, zytoprotektive VEGF-C-Wirkung erweisen
(Wang et al., 2004).

Erste Untersuchungen zur Wirkung von rhAPC wahrend des Wundheilungsgeschehens
wurden von der Forschergruppe um Jackson et al. (2005) durchgefiihrt. In Ratten zeigte
rhAPC einen positiven Einfluss auf die Reepithelialisierung und Neovaskularisation in
verletzten Hautarealen. RhAPC beschleunigte den Wundverschluss und minimierte
inflammatorische Reaktionen im Wundgebiet durch verminderte Infiltration neutrophiler
Immunzellen (Jackson et al., 2005).

VEGF-C besitzt neben seiner Affinitdt zum lymphatischen VEGFR-3 auch noch
Bindungskapazitat fir den VEGFR-2, der auf vaskuldrem Endothel lokalisiert ist. Die
Aktivierung dieses Rezeptors steigert die endotheliale Proliferation, wodurch die Neubildung
von BlutgefaBen initiiert wird. VEGF-C vermittelt demnach nicht nur Lymphangiogenese,
sondern auch die Bildung von BlutgefaBen (Joukov et al., 1996; Neufeld et al., 1999). Im
Ischamie-Modell steigerte VEGF-C die Kapillardichte sowie den Blutfluss und stellt somit,
alternativ zu VEGF-A, ein mdégliches Therapeutikum ischamischer Erkrankungen dar (Cao et
al., 1998; Witzenbichler et al., 1998).
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Ein vergleichbarer Einsatz von rhAPC im Rahmen der therapeutischen Angiogenese ist
demnach ebenfalls denkbar, da es das angiogene VEGF-C auf Gen- und Proteinebene
hochreguliert. Jackson et al. bewiesen im CAM-Versuch bereits eine angiogene Wirkung von
APC Uber eine gesteigerte Expression von VEGF-A in Keratinozyten und Fibroblasten
(Jackson et al., 2005). Die hier erzielten Ergebnisse verweisen auf einen neuen angiogenen
Mechanismus von rhAPC, der auf der Erhéhung der endothelialen VEGF-C-Expression
beruht.

Neben seiner angiogenen Funktion tragt VEGF-C auch zur GefaBneubildung im Sinne
der Vaskulogenese (embryonal Uber VEGFR-3, postnatal iber VEGFR-2) bei (Dumont et al.,
1998; Hamada et al., 2000). Es mobilisiert EPCs Uber Aktivierung ihres VEGFR-2 aus dem
Knochenmark (Asahara et al., 1999b; Kalka et al., 2000b; Shintani et al., 2001), lockt sie
chemotaktisch in Gebiete der GefaBbildung und dbt proliferative Signale auf diese Zellen
aus. RhAPC kénnte demnach Uber die Hochregulierung von VEGF-C indirekt dazu
beitragen, die Zahl der EPCs in Ischamiegebieten zu erhéhen. Da eine gesteigerte EPC-Zahl
mit verstarkter vaskulogener Aktivitat korreliert, kdnnte Uber diesen Mechanismus die
Revaskularisierung ischamischer Gebiete verbessert werden. VEGF-C kann zuséatzlich Gber
Aktivierung von VEGFR-2 zytoprotektiv auf EPCs wirken und so die neugebildeten GefaBe
stabilisieren (Larrivée et al., 2003). Eine Kombination aus lokaler rhAPC-Applikation im
Ischamiegebiet mit zeitgleicher systemischer Gabe kann mdglicherweise EPCs in die
Blutzirkulation mobilisieren, sie lokal im ischamischen Gewebe anreichern und dort Gber

proliferative Signale vaskulogene GefaBbildung vermitteln.

So kdénnen aufgrund der festgestellten endothelialen VEGF-C-Expressionssteigerung
zusammenfassend folgende Eigenschaften von rhAPC vorgeschlagen werden: RhAPC
fordert méglicherweise indirekt Uber VEGF-C die Neubildung von GeféaBen des Lymph- und
des BlutgefaBsystems durch Angiogenese und Vaskulogenese. Durch zytoprotektive Effekte
des VEGF-C werden die neugebildeten GefaBe stabilisiert.

Offen bleibt die Frage, inwieweit die Expressionssteigerung eines angiogenen
Wachstumsfaktors die Gefahr Tumor-assoziierter Angiogenese birgt. Bei diversen
Tumorarten wurden gesteigerte VEGF-C-Spiegel sowie eine erhdhte Dichte des Rezeptors
VEGFR-3 nachgewiesen (Valtola et al.,, 1999; Hung et al., 2003). Obwohl sich in
Experimenten mit VEGF-C-Gentransfer keine Induktion tumordser Entartung (Yoon et al.,
2003) zeigte, ist eine Therapie mit Steigerung der VEGF-C-Expression bei bereits
bestehender Krebserkrankung kontraindiziert, da dadurch das Wachstum und die
Vaskularisierung eines Tumors Uber VEGFR-3 gefordert werden kann (Laakkonen et al.,
2007). Zudem besteht die Mdéglichkeit der Tumormetastasierung durch gesteigerte
Lymphangiogenese (Mandriota et al., 2001).
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4.5 RhAPC-abhangige Expressionssteigerung von Ang-2-mRNA in EPCs

In Stimulationsversuchen wurde in dieser Arbeit eine rhAPC-induzierte signifikante
Steigerung der Ang-2-mRNA-Expression in EPCs nachgewiesen. Ob diese Expressions-
steigerung auch mit einer vermehrten Produktion des Ang-2-Proteins in EPCs verbunden ist,
wurde nicht untersucht. Jedoch liegen andere wissenschaftliche Erhebungen vor, die
belegen, dass der Wachstumsfaktor VEGF die Expression von Ang-2 hochreguliert und
parallel dazu auch die de novo-Synthese auf Proteinebene steigert (Mandriota und Pepper,
1998; Oh et al., 1999). APC erhéht bekanntlich die Expression von VEGF-A in diversen
Zellarten (Jackson et al., 2005) und bewirkt, wie hier gezeigt werden konnte, die vermehrte
endotheliale Freisetzung des strukturverwandten VEGF-C (siehe 4.4). Demnach ist
anzunehmen, dass rhAPC mdglicherweise indirekt Uber VEGF-A bzw. VEGF-C auch die
Synthese von Ang-2 in EPCs hochregulieren kann.

Ang-2 stellt als Antagonist des endothelialen Tie-2-Rezeptors ein essentielles Element
angiogener GefaBsprossung dar. Seine destabilisierenden Effekte lockern den engen
Zusammenhalt zwischen dem Endothel und dessen umgebenden perivaskuldren Zellen,
wodurch das Auswachsen neuer GefadBe ins umliegende Gewebe erst ermdglicht wird
(Maisonpierre et al., 1997; Asahara et al., 1998). Auch fir das Wachstum von LymphgefaBen
zeigt sich Ang-2 mitverantwortlich. Allerdings konnte hierbei eine Tie-2-aktivierende Wirkung
festgestellt werden. So scheint Ang-2 in Abhangigkeit von der Tie-2-tragenden Zellart
entweder als Rezeptor-Antagonist (vaskular), oder aber auch als -Agonist (lymphatisch;
embryonal auch vaskulér) wirken zu kénnen (Gale et al., 2002; Harfouche und Hussain,
2006). In EPCs bewirkt Ang-2 eine autokrine Aktivierung des Tie-2-Rezeptors (Kim et al.,
2006), wodurch ihre Proliferation, Migration und Ausdifferenzierung in ECs veranlasst wird
und ihre tubulare Anordnung erfolgt (Hildbrand et al., 2004; Gill und Brindle, 2005). Zudem
fordert die Aktivierung von Tie-2 die Adhé&sionsféhigkeit von EPCs ans GeféaBendothel und
erleichtert so deren Einbau in neu entstehende GefaBe (Gill und Brindle, 2005). Ang-2
vermag demnach nicht nur das Auswachsen von EC-Sprossen aus bestehenden GefaBen
(Angiogenese) zu vermitteln, sondern auch die Neubildung von GefaBen aus EPCs
(Vaskulogenese). Die Fahigkeit von Ang-2 zur Neovaskularisation wurde sowohl in vitro als
auch in vivo bestétigt (Asahara et al., 1998; Kim et al., 2006).

Die Wirkung von Ang-2 wird jedoch nicht nur vom Effektorzelltyp beeinflusst, sondern im
Wesentlichen auch vom Vorhandensein anderer angiogener Stimuli. So bildet der
Wachstumsfaktor VEGF einen entscheidenden wirkungsmodulierenden Faktor fir Ang-2.
Wirkt Ang-2 in Gegenwart von VEGF auf ECs, wird angiogene Kapillarsprossung mit
Zunahme der GefaBdurchmesser ausgelést. Tritt Ang-2 jedoch ohne Koexpression von
VEGF auf, kommt es i. d. R. zur GefaBregression durch Apoptose der ECs (Asahara et al.,
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1998; Holash et al., 1999; Lobov et al., 2002). Dieser Synergismus zwischen Mitgliedern der
VEGF-Familie und der Ang-Familie konnte auch fiar VEGF-C und Ang-2 bei der Entstehung
und Remodellierung des Lymphsystems festgestellt werden (Gale et al., 2002).

Uber eine dosis- und zeitabhéngige Verdnderung der Ang-2-Effekte wurde von den
Forschergruppen Kim et al. (2002a) sowie Harfouche und Hussain (2006) berichtet. So kann
Ang-2 in hoher Konzentration und nach langerer Einwirkzeit, &hnlich wie Ang-1, als
Uberlebensfaktor fir ECs durch Aktivierung des Pl 3-Kinase/Akt-Weges wirken (Kim et al.,
2000a; Harfouche und Hussain, 2006). Zytoprotektive Effekte wurden auch in Abh&angigkeit
vom Aktivierungszustand der Ang-2-produzierenden Zellen verzeichnet. Bei Vorhandensein
von Stérfaktoren (z.B. bei Verlust des Kontakts der Zellen zur umliegenden Matrix) kénnen
ECs Ang-2 als autokrinen Zellschutz sezernieren (Daly et al., 2006).

Den Ergebnissen der vorliegenden Studie zufolge bewirkt rhAPC die Steigerung beider
Wachstumsfaktoren, VEGF-C in HUVECs und Ang-2 in EPCs. Da diese beiden Faktoren
durch synergistisches Zusammenwirken Angiogenese (Proliferationsinduktion von HUVECs
und Verzweigung von GefaBen) und Vaskulogenese (Proliferationsinduktion von EPCs und
deren Mobilisierung aus dem Knochenmark) initieren kénnen, kann rhAPC wahrscheinlich
indirekt Uber ihre Steigerung zur Revaskularisierung ischamischer Bezirke beitragen. Nach
dem derzeitigen Wissensstand wird hier erstmalig neben der angiogenen Wirkung von
rhAPC auch ein Potential zu vaskulogener Aktivitat konstatiert.

Auch in der Wundheilung kénnte rhAPC durch Erhéhung der Ang-2-Spiegel positive
Effekte erzielen. Ang-2 zeigt hierbei schwach proinflammatorische Wirkung, vermag jedoch
die leukozytére Infiltration bei fortschreitender Entziindung zu minimieren (Roviezzo et al.,
2005). Durch Induktion zytoprotektiver Effekte verhindert hochdosiertes Ang-2 den
endothelialen Zelltod (Harfouche und Hussain, 2006). In Experimenten mit adenoviral
induzierter Ang-2-Expressionssteigerung wurde in Verbindung mit VEGF verstarkte
Lymphangiogenese sowie auch Angiogenese in heilenden Wunden beobachtet (Kim et al.,
2007).

Wie bei allen Angiogenese-induzierenden Vorgangen sollten auch in Bezug auf die
rhAPC-bedingte Ang-2-Steigerung die Gefahren potentieller Tumorangiogenese nicht auBer
Acht gelassen werden. Ang-2 wird besonders stark in Gebieten mit vaskularen Umbau-
vorgangen exprimiert, wie z. B. im weiblichen Reproduktionssystem (Maisonpierre et al.,
1997). Allerdings wurde auch Tumor-assoziiert eine verstarkte Ang-2-Expression dokumen-
tiert. Die Kombination von Ang-2 und VEGF-C bietet eine hochwirksame Voraussetzung zur
GefaBneubildung, insbesondere lymphatischer GeféaBe, wodurch Metastasierungen mdglich
werden (Maisonpierre et al., 1997; Holash et al., 1999). Bis dato wurden noch keine
kanzerogenen Wirkungen von rhAPC beobachtet, jedoch scheint es angebracht, bei

diagnostizierter Tumorerkrankung von einem Einsatz von rhAPC abzusehen.
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4.6 Effekt von rhAPC auf das Genexpressionsprofil von EPCs (Super Array)

Mit dem Super Array-Screening wurde ein Genexpressionsprofil von EPCs in Gegenwart
und in Abwesenheit von rhAPC erstellt. Die hierbei untersuchten Gene spielen eine Rolle im
Bereich der Angiogenese und der Arteriosklerose. Um den Einfluss von rhAPC auf die
Genexpression von EPCs zu beurteilen, wurden in der Real-Time RT-PCR die Expressions-
raten von stimulierten EPCs (rhAPC 5 pg/ml, 4 d) im Vergleich zu unstimulierten Kontroll-
zellen ermittelt. Da das Super Array-Verfahren eine kostenintensive Untersuchungsmethode
ist, wurde dieser Screening-Versuch nur an Zellen eines Spenders durchgefihrt. Im Hinblick
auf spenderspezifische Expressionsschwankungen zeichnet der Versuch also nur die
Reaktion eines einzelnen Individuums nach. Die hier ermittelten Ergebnisse bieten jedoch
eine richtungweisende Orientierungshilfe fir die Auswahl einzelner, ndher zu untersuchender
Gene. In weiterflihrenden PCR-Versuchen kénnen diese rhAPC-abhangigen Expressions-
anderungen mit EPCs unterschiedlicher Spender verifiziert werden.

Der Super Array wurde eingesetzt, um die bisher erhobenen Ergebnisse dieser Studie im
Gesamtgeschehen von Angiogenese und Inflammation besser einordnen zu kénnen. Die

Bedeutung des APC sollte hierbei im Sinne einer Hypothesengenerierung erforscht werden.

20 der untersuchten Angiogenese-relevanten Gene sowie ein Arteriosklerose-relevantes
Gen zeigten eine signifikante Expressionsanderung nach Stimulation mit rhAPC im Vergleich
zur unbehandelten Kontrollgruppe. Interessanterweise verursachte rhAPC, mit einer
Ausnahme, in allen betroffenen Genen eine Reduzierung der Expressionsrate.

Im Folgenden werden die funktionalen Eigenschaften der von rhAPC beeinflussten Gene
naher beschrieben und deren Auswirkungen auf das Angiogenese- und Entzlindungs-
geschehen diskutiert. Funktional lassen sich die Gene den Zytokinen, Chemokinen,
Wachstumsfaktoren und deren Rezeptoren sowie Angiogenese-Stimulatoren und Angio-

genese-Inhibitoren zuordnen:

Zytokine:
Zytokine sind von vielen Zellarten sezernierte, kleine Proteine bzw. Peptide, die das

Verhalten oder die Eigenschaften anderer Zellen, in erster Linie von Immunzellen, andern
(Werner und Grose, 2002). Im Super Array verursachte rhAPC in EPCs eine reduzierte
Expression der Zytokine Interferon gamma und Tumor-Nekrose-Faktor.

Interferon gamma (IFNy) wird als Immunantwort auf Mitogene oder Antigene primar von
T-Lymphozyten produziert. Dieses proinflammatorische Zytokin vermittelt antivirale Effekte,
erhdht die zytotoxische Aktivitat von Natlrlichen Killerzellen und férdert die Fahigkeit von
Makrophagen, im ,respiratory burst® Pathogene zu zerstéren (Male, 2005). Uber IFNy
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werden auch angiostatische Signale vermittelt, zum einen Uber Inhibierung der Endothelzell-
proliferation, zum anderen Uber die Expressionsinduktion angiostatischer Mediatoren (Friesel
et al., 1987).

Die rhAPC-abhéngige Herabregulierung der IFNy-Expression kénnte zur Abschwéachung
der von IFNy vermittelten Signale fihren und bewirkte demnach auf indirekte Weise anti-
inflammatorische sowie Angiogenese-férdernde Effekte. Eine zytoprotektive Wirkung kann

uber diesen Mechanismus ebenfalls vermutet werden.

Das von Immunzellen produzierte proinflammatorische Zytokin Tumor-Nekrose-
Faktor a (TNF-a) verdankt seine Bezeichnung der Fahigkeit, den apoptotischen Zelltod u. a.
in Tumorzellen induzieren zu kénnen. TNF-a steigert die Leukozytenadhasion an ECs, indem
es die Dichte spezifischer Leukozyten-Rezeptoren auf der Endothelzelloberflache erhdht.
Dadurch wird die Transmigration von Leukozyten ins Gewebe erleichtert. Weitere pro-
inflammatorische Wirkungen zeigt TNF-a durch Induktion von Akute-Phase-Proteinen in der
Leber und - im synergistischen Zusammenspiel mit IFNy - durch Steigerung der Antigen-
présentierenden Fahigkeiten von Makrophagen und B-Zellen (Male, 2005). Uber Induktion
der Wachstumsfaktoren VEGF und bFGF in ECs tUbernimmt TNF-a auBerdem die Rolle
eines indirekten Angiogenese-Stimulators (Yoshida et al., 1997).

Eine APC und rhAPC-induzierte Minimierung der monozytédren TNF-a-Produktion wurde
bereits von anderen Forschern festgestellt (Grey et al., 1994, White et al., 2000, Yuksel et
al., 2002; Nick et al., 2004) und als antiinflammatorische APC-Wirkung interpretiert.

Uber die hier festgestellte Herabsetzung der TNF-a-Expression in EPCs kénnte rhAPC
die Aktivierung von Protein C indirekt erleichtern. TNF-a hemmt namlich die Aktivierung zu
APC, indem es die Expression des Rezeptors EPCR (Fukudome et al., 1994; Faust et al.,
2001) und des Thrombomodulin (Conway et al., 1988) herabreguliert.

Des Weiteren potenziert eine Minimierung der TNF-a-Expression vermutlich die
antikoagulative und profibrinolytische Wirkung von APC, da TNF-a die vermehrte Freisetz-
ung prokoagulativer (TF) und antifibrinolytischer (PAI-1) Faktoren bewirkt (Sakata et al.,
1986).

Chemokine:

Chemokine sind eine Untergruppe der Zytokine mit vorwiegend chemotaktischen Eigen-
schaften. Sie werden in Folge einer Infektion oder Verletzung Uberwiegend von Makro-
phagen und Lymphozyten, aber auch von Gewebezellen sezerniert. In ECs konnte die
mRNA einiger Chemokine ebenfalls nachgewiesen werden (z.B. ,gamma interferon inducible
protein 10“ (IP-10 = CXCL10) und ,monokine induced by gamma interferon* (Mig = CXCL9)).
Die Hauptfunktion von Chemokinen besteht in der Rekrutierung immunkompetenter Zellen
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(neutrophile Granulozyten, Lymphozyten, Makrophagen, T-Zellen) und ihrer Anreicherung in
Entzindungsgebieten. Des Weiteren sind Chemokine an der Aktivierung von Leukozyten
und ECs beteiligt. Neben diesen proinflammatorischen Effekten tGbernehmen Chemokine
auch wichtige Aufgaben in der Regulation der Angiogenese, z.B. im Rahmen der
Wundheilung (Strieter et al., 1995; Werner und Grose, 2003).

Innerhalb der CXC-Chemokine I&sst sich eine Unterteilung in Chemokine mit dem ELR-
Motiv, einer spezifischen Aminosauren-Anordnung in der Primarstruktur und solchen ohne
dieses Motiv vornehmen. Das ELR-Motiv ist von Bedeutung fir die Bindungseigenschaften
der Chemokine an spezifische Chemokinrezeptoren und wirkt sich dementsprechend
nachhaltig auf die vermittelte Funktion aus. Trager des ELR-Motivs agieren tber den CXC-
Rezeptor-2 und zeigen stark chemotaktische Wirkung auf Neutrophile. Zudem besitzen sie
angiogene Potenz. CXC-Chemokine, denen das ELR-Motiv fehlt, binden an den CXC-
Rezeptor-3 und fungieren als &auBerst starke Inhibitoren der Angiogenese. lhre
chemotaktische Aktivitat bezieht sich in erster Linie auf Lymphozyten (Strieter et al., 1995).

Im Super Array wurde durch rhAPC die Expression folgender CXC-Chemokine (ELR+) in
EPCs erniedrigt: CXCL1 (,growth-related oncogene a“ (GROa)), CXCL3 (GROy) und CXCL5
(,epithelial neutrophil activating protein 78“ (ENA-78)). Aus der Gruppe der CXC-Chemokine
ohne ELR-Motiv wurden folgende Mitglieder durch rhAPC herabreguliert: CXCL4
(Plattchenfaktor 4 = PF4), CXCL9 (Mig) und CXCL10 (IP-10).

Die Expressionsminderung der genannten Chemokine l&sst sich als indirekt anti-
inflammatorische Wirkung von rhAPC interpretieren. Durch Herabsetzung ihrer Gen-
expression werden geringere Mengen dieser Chemokine produziert und somit die
Aktivierung und chemotaktische Rekrutierung von Immunzellen wahrend eines entziindlichen
Geschehens minimiert. Eine UberschieBende Entziindungsreaktion, wie beim septischen
Krankheitsbild, kbnnte dadurch abgeschwécht oder gar verhindert werden.

Durch Herabregulierung von CXCL4 (PF4) wird zudem ein gerinnungsférdernder
Mediator reduziert. PF4 hemmt lokal die Aktivitdt von Antithrombin-Ill auf ECs, wodurch das
hamostatische Gleichgewicht in Richtung Koagulation verschoben wird. AuBerdem besitzt es
starke Bindungs-Affinitdt zu Heparin und Heparan-Sulfaten und setzt deren ,Fahigkeit zur
Blutverdiinnung“ auBer Kraft (Lane et al., 1984). APC kénnte seine antikoagulative Wirkung
folglich zum Teil auch indirekt Gber Hemmung des prokoagulativen PF4 vermitteln.

Die Chemokine ohne ELR-Motif CXCL10 (IP-10), CXCL9 (Mig) und CXCL4 (PF4) stellen
sehr potente Inhibitoren der Angiogenese dar und Uberlagern bei gleichzeitiger Anwesenheit
die angiogenen Effekte der ELR-positiven Chemokine (CXCL1, -3, und -5) (Strieter et al.,
1995). CXCL10 (IP-10), CXCL9 (Mig) und CXCL4 (PF 4) Uben ihre angiostatische Wirkung
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Uber eine Hemmung der Endothelzellproliferation aus (Luster et al., 1995; Strieter et al.,
1995, Lasagni et al., 2003). CXCL10 (IP-10) verhindert zusatzlich die Differenzierung und
tubulare Anordnung von ECs (Angiolillo et al., 1995) und kann den endothelialen Zelltod
induzieren (Feldman et al., 2006). Die Expression von IP-10 und Mig ist durch IFNy in
diversen Zellarten induzierbar, unter anderem auch in ECs. Es wird vermutet, dass die
angiostatischen Effekte von IFNy Uber die Induktion von IP-10 und Mig vermittelt werden
(Strieter et al., 1995).

Méglicherweise bewirkt rhAPC (ber eine Hemmung der Expression von IFNy auf
indirekte Weise die Herabregulierung von IP-10 und Mig. Mit der Minimierung von IP-10, Mig
und PF4 schaltet rhAPC bedeutsame angiostatisch wirkende Mediatoren aus und férdert
damit vermutlich indirekt die Bildung von GefaBen.

Durch rhAPC wurden jedoch auch Angiogenese-férdernde Chemokine (CXCL1 (GROa),
CXCL3 (GROy) und CXCL5 (ENA78)) in ihrer Expression supprimiert. CXCL1 und CXCL3
sind strukturell nah miteinander verwandt. lhr mitogenes Potential wurde erstmals im
Zusammenhang mit dem Wachstum von Melanomen festgestellt, woraus ihre urspringliche
Bezeichnung ,melanoma growth stimulating activity“ (MGSA) resultierte. Die Fahigkeit dieser
beiden Chemokine zur Tumorgenese ist eng mit ihren Angiogenese-steigernden Effekten
verbunden (Haghnegahdar et al., 2000).

CXCL5 (ENA-78) zeigt Strukturverwandtschaft zu IL-8, das als angiogener Faktor
bekannt ist. Sowohl IL-8 als auch CXCL 5 werden als Antwort auf Stimulation mit TNF-a
produziert, wobei die CXCL5-synthetisierende Zelle die Epithelzelle ist (Chang et al., 1994).
Die hier festgestellte rhAPC-abhangige Herabregulierung von TNF-a in EPCs kénnte auf
indirekte Weise eine Verminderung der CXCL5-Expression bewirken.

Da durch rhAPC sowohl angiostatisch wirkende Chemokine, als auch Angiogenese-
fordernde Chemokine erniedrigt werden, scheint die Interpretation der gewonnenen
Ergebnisse zunachst schwierig. Vergleicht man aber die Wirkpotenz beider CXC-Chemokin-
Gruppen miteinander, so stellt sich heraus, dass die angiostatischen Effekte bei Weitem
Uberwiegen. Demnach kann vermutet werden, dass rhAPC durch gleichzeitige Ausschaltung
von starken antiangiogenen Faktoren und schwécheren proangiogenen Faktoren das
Gleichgewicht zwischen hemmenden und férdernden Einflissen in proangiogene Richtung
verschiebt. Somit ist eine indirekt geféBbildende Wirkung von rhAPC Uber diesen
Mechanismus anzunehmen.

Zusammenfassend betrachtet, kdnnte rhAPC Uber Beeinflussung der genannten
Chemokine indirekt antiinflammatorische, antikoagulative und angiogene Effekte vermitteln.
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Wachstumsfaktoren und deren Rezeptoren:

Die Wachstumsfaktoren ,epidermal growth factor® (EGF), Epiregulin (EREG), Ephrin-A1
(EFNAT1), Ephrin-B2 (EFNB2) und der Wachstumsfaktor-Rezeptor ,Ephrin-Rezeptor B4*
(EPHB4) wurden in EPCs durch rhAPC-Stimulation auf Genebene herabreguliert.

EGF ist der Namensgeber fir eine Familie von funktions- und strukturverwandten
Wachstumsfaktoren, die auf zahlreiche Zellarten Uber sog. EGF-Rezeptoren (EGFR)
proliferativ wirken. Mitglieder der EGF-Familie werden von diversen Zellen ekto- und
mesodermalen Ursprungs sezerniert, z.B. von Keratinozyten und Makrophagen (Shirasawa
et al., 2004). Neben der Proliferationsinduktion vermittelt EGF CUber Aktivierung der
Phosphatidylinositol-3 Kinase und des ,extracellular signal-regulated kinases® (ERK)-Pfades
zytoprotektive Signale, u.a. auf ECs (Vinci et al., 2004).

Epiregulin ist ein weiterer Vertreter der EGF-Familie. Es wirkt ebenso wie EGF mitogen
auf Keratinozyten und Fibroblasten (Shirakata et al., 2000).

Die rhAPC-abhangige Expressionsverminderung von EGF und EREG in EPCs lasst
zunadchst antimitogene und proapoptotische Wirkungen von rhAPC vermuten. Allerdings
kann APC selbst als EGF-Rezeptor-Ligand fungieren, da es zwei dem EGF struktur-
homologe Domanen besitzt. Uber Aktivierung des EGFR scheint rhAPC demnach eigen-
sténdig die mitogenen und zytoprotektiven Funktionen von EGF und EREG vermitteln zu
kénnen. Diese Annahme bestétigt sich in Arbeiten der Forschergruppe um Xue et al., die
2007 bewiesen, dass Protein C als autokriner Wachstumsfaktor die Migration und
Proliferation von humanen Keratinozyten férdert und antiapoptotische Effekte austbt. Hierbei
wird der EGFR von Protein C/rhAPC unter Mitwirkung des Rezeptors PAR-1 aktiviert (Xue et
al., 2007). Eine Beteiligung des EGFR im antiinflammatorischen Wirkgeschehen von rhAPC
wurde von der Gruppe um Feistritzer et al. (2006) konstatiert. Inren Angaben zufolge bewirkt
rhAPC in Lymphozyten Uber eine EPCR-abhangige PAR-1-Aktivierung die Transaktivierung
des EGFR, wodurch die chemotaktische Migration dieser Immunzellen verhindert wird
(Feistritzer et al., 2006).

Mdoglicherweise ist die rhAPC-bedingte Herabregulierung von EGF und EREG ein
Kontrollmechanismus, der eine UbermaBige EGFR-Aktivierung verhindern soll.

Ephrine sind wichtige Mediatoren der Zell-Kommunikation und beeinflussen die Gestalt
und Motilitat neuronaler und endothelialer Zellen (Aasheim et al., 2005). In Interaktion mit
ihren zugehdrigen Ephrinrezeptoren (EphR) Uben sie chemotaktisch richtungweisende
Signale auf auswachsende Kapillarsprossen aus. Uber die Abgrenzung arterieller und
venOser GefaBe dirigieren Ephrine die Anordnung der GefaBe zu einem funktionalen
Netzwerk (Hayashi et al., 2005). Ferner nimmt das Ephrin/-EphR-System auch Einfluss auf
die Aktivierung und Chemotaxis von Immunzellen (Pfaff et al., 2006).
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Ephrine agieren nicht als I6sliche Liganden, sondern in membrangebundener Form. Eine
weitere Besonderheit des Ephrin/-EphR-Systems ist seine Fahigkeit, bidirektional Effekte
vermitteln zu kénnen. Der membranassoziierte Ligand kann nach Bindung am EphR Signale
ins Innere seiner exprimierenden Zelle transferieren und so selbst Rezeptorfunktion
Ubernehmen. Man unterscheidet daher zwischen einem ,Vorwartssignal®, das in die
rezeptortragende Zelle geleitet wird und einem ,Rickwértssignal®, das in der liganden-
tragenden Zelle entsteht. Interessanterweise werden in ECs, die sowohl Ephrin-Liganden,
als auch EphR exprimieren kénnen, je nach Signalrichtung gegenléaufige Effekte Ubermittelt.
So bewirkt ein Ephrin-B2-Vorwartssignal in ECs eine Proliferations- und Migrations-
hemmung, die entgegengesetzte Signalrichtung férdert jedoch diese Vorgange (Hamada et
al., 2003).

Die Familie der Ephrine besteht aus 8 Liganden und 14 Rezeptoren, deren
Auswirkungen auf das Angiogenesegeschehen noch weitgehend unbekannt sind. Aufgrund
der Komplexitdt der Ephrinwirkungen wahrend der GefaBbildung gestaltet sich eine
angiogenesebezogene Interpretation der rhAPC bedingten Expressionsverminderung von
EFNA1 und -B2 sowie des EphB4-Rezeptors in EPCs als schwierig. Davon abgesehen lasst
sich nicht beurteilen, inwieweit andere Mitglieder der Ephrin-/EphR-Familie die Wirkungen
der expressionsverminderten Gene kompensieren kénnen.

Im Entziindungsgeschehen vermitteln Ephrine jedoch eindeutige Effekte; sie wirken tber
chemotaktische Rekrutierung von Immunzellen proinflammatorisch. Das von ECs exprimierte
Ephrin-A1 stimuliert die Migration von CD4+T-Lymphozyten in entziindliches Gewebe
(Aasheim et al., 2005) und Ephrin-B2 tragt Uber seinen spezifischen EphB4-Rezeptor zur
Kostimulation von T-Zellen bei, wodurch deren Proliferationsrate sowie die Sekretion des
Zytokins IFN-y gesteigert wird (Yu et al., 2003).

Im Super Array zeigte rhAPC durch Expressionsminderung der genannten Ephrine und
des EphB4-Rezeptors in EPCs folglich antiinflammatorische Wirkung. Eine Bestatigung
dieser Ergebnisse findet sich in den Arbeiten zweier Forschergruppen, die Genexpressions-
profile von HUVECs nach Stimulation mit rhAPC erstellten. So ermittelte die Forschergruppe
um Joyce et al. (2001) eine rhAPC-bedingte Herabregulierung des Gens flur Ephrin-A1. In
Versuchen von Riewald et al. wurde eine verminderte Expression von Ephrin-B2 festgestellt
(Joyce et al., 2001; Riewald et al., 2005). Da EPCs als endotheliale Vorlaufer ein mit
HUVECs weitgehend Ubereinstimmendes Genspektrum besitzen, ist es nicht Uberraschend,
dass rhAPC bei beiden Zelltypen ahnliche Veranderungen bewirkt.

Die Expression des ,platelet-derived growth factor a polypeptide* (PDGF-A) wurde
sowohl im Angiogenese- als auch im Arteriosklerose-Super Array in EPCs untersucht. In
beiden Experimenten zeigte sich eine vergleichbar starke Herabregulierung der mRNA nach
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Stimulation mit rhAPC. Das dem VEGF strukturverwandte PDGF wird von einer Vielzahl von
Zellen, unter anderem auch von vaskularen ECs synthetisiert. Es tritt in drei Formen (PDGF-
A, PDGF-B und PDGF-AB) mit divergierenden Polypeptid-Aminosauresequenzen auf.
Weiterhin existieren zwei verschiedene PDGF-Rezeptoren (PDGF-a- bzw. -B-Rezeptor),
wobei das im Array untersuchte PDGF-A exklusiv an den PDGF-a-Rezeptor bindet (Ross et
al., 1986). Dieser Rezeptor wird u. a. von Fibroblasten, vaskularen glatten Muskelzellen und
Thrombozyten exprimiert, nicht jedoch von kapillaren ECs und Perizyten. Durch Aktivierung
des PDGF-a-Rezeptors wird das Zellwachstum der Effektorzelle Uber mitogene Signale
stimuliert (Heldin und Bengt, 1999), weshalb PDGF auch als Angiogenese-férdernder Faktor
fungieren kann. Die angiogene Wirkung des PDGF ist jedoch schwéacher als die anderer
Wachstumsfaktoren und wird hauptséchlich durch PDGF-B Uber den auf kapillaren ECs und
perivaskularen Zellen lokalisierten PDGF-f3-Rezeptor vermittelt (Smits et al., 1989; Sundberg
et al., 1993). Da im Super Array nur PDGF-A durch rhAPC herabreguliert wurde, sich die
Expression von PDGF-B jedoch nicht signifikant verénderte, ist keine inhibierende
Beeinflussung der GefaBbildung Gber diesen Zusammenhang zu erwarten.

Eine Aktivierung des a-Rezeptors durch PDGF-A bewirkt weiterhin inflammatorische
Effekte durch Chemotaxis von Neutrophilen, Monozyten und Lymphozyten (Shure et al.,
1992). Demnach wirkt rhAPC mdglicherweise tber Minimierung der PDGF-A-Expression in
EPCs indirekt antiinflammatorisch.

In Bezug auf arteriosklerotische Erkrankungen kdnnte sich eine verminderte PDGF-A-
Expression in endothelialen Zellen als positiv erweisen. In arteriosklerotischen Plaques
wurden erhéhte PDGF-A und PDGF-B-Spiegel nachgewiesen und in Verbindung mit der
inflammatorisch-fibroproliferativen Uberaktivierung dieses Krankheitsbildes gebracht (Wilcox
et al., 1988). Als mégliche Ursache einer derartigen Uberaktivierung wird die Eigenschaft
endothelialer Zellen gesehen, bei erniedrigter Blutstrémung vermehrt PDGF-A zu
produzieren (Kraiss et al., 1996). Durch Herabregulierung von PDGF-A in EPCs kdnnte
rhAPC der Entstehung von arteriosklerotischen Ablagerungen entgegenwirken. Diese
Mechanismen sind auch im Rahmen der Sepsistherapie interessant, da wahrend des
septischen Geschehens ebenfalls Verlangsamungen des Blutflusses auftreten kénnen.

RhAPC reduzierte in den EPCs weiterhin die Expression der Rezeptoren ,fibroblast
growth factor receptor-3“ (FGFR3) und ,endothelial differentiation, sphingolipid G-protein-
coupled receptor 1 (S1P1, friher EDG1).

Der FGFR3 ist einer von vier spezifischen Rezeptoren (FGFR1 - FGFR4), die die Effekte
der groBen Familie der Fibroblasten-Wachstumsfaktoren tbermitteln. Mit Gber 20 Mitgliedern
Ubernimmt die FGF-Familie eine wichtige Rolle bei zellularen Wachstums- und

Differenzierungsvorgangen in der embryonalen Entwicklung. Im adulten Organismus férdern
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FGFs durch ihre angiogene und antiapoptotische Kapazitat die Regeneration und Heilung
traumatisierter Gewebe. Sie kénnen jedoch auch Entzindungsvorgénge verursachen und
zur Entstehung und Progression tumordser Prozesse beitragen. Die bedeutendsten FGFs
sind der ,acidic fibroblast growth factor* (aFGF = FGF1) und der ,basic fibroblast growth
factor* (bFGF = FGF2), die vergleichbare mitogene, chemotaktische und angiogene Effekte
in neuroekto- und mesodermalen Zellen (z.B. Fibroblasten, glatte Muskelzellen, ECs)
induzieren (Basilico und Moscatelli, 1992; Powers et al., 2000).

Da die einzelnen FGFs mit den vier FGF-Rezeptoren in einem komplexen Zusammen-
spiel interagieren, wobei die vermittelten Aktivitaten u.a. von der aktivierten Zellart sowie den
Umstanden der Aktivierung abhangig sind, ist eine Interpretation der rhAPC-induzierten
Expressionsminderung des Rezeptors FGFR3 nicht mdglich, auch aufgrund der Tatsache,
dass die Uber FGFR3 vermittelten Effekte potentiell von den anderen FGF-Rezeptoren

ubernommen werden kdnnen.

EDG1 (S1P1) ist ein APC-relevanter Rezeptor, der nicht direkt von APC aktiviert wird,
sondern Uber Crosstalk der beiden Rezeptoren EPCR und PAR-1. In erster Linie Gbermittelt
EDG1 zytoprotektive Signale durch Apoptose-Pravention (Mosnier et al., 2006). Diese
zellschitzenden Effekte wirken zugleich antiinflammatorisch, da sie die endotheliale
Barrierefunktion stabilisieren und so eine UbermaBige entziindungsférdernde Permeabilitats-
erhéhung verhindern (Feistritzer und Riewald, 2005; Finigan et al., 2005).

Im Super Array wurde, im Gegensatz zu den RT-PCR Versuchen (hier keine erkennbare
Expressionsanderung), eine rhAPC-abhéangige Herabregulierung von EDG1 in EPCs fest-
gestellt. Dies kdnnte man als selbstregulierende Hemmung der Uber EDG1 vermittelten
APC-Effekte deuten. Allerdings vermag rhAPC auch Uber andere Mechanismen zytoprotektiv
zu wirken, beispielsweise Uber die hier festgestellte Steigerung der VEGF-C-Expression und
-Freisetzung sowie die vermehrte Expression von Ang-2.

Die rhAPC-bedingte Herabregulierung des angiogenen Wachstumsfaktors VEGF-A in
den EPCs zeigt eine gegenlaufige Tendenz zu den APC-Effekten in HUVECs. Hier stellten
Jackson et al. eine Steigerung der VEGF-A-Expression durch rhAPC fest (Jackson et al.,
2005). Zur Interpretation dieses Ergebnisses scheinen weitere Untersuchungen mit Zellen
verschiedener Spender erforderlich.
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Angiogenese-Inhibitoren:

Thrombospondin-2 (THBS2) ist ein von Fibroblasten sezernierter, potenter Angio-
genese-Inhibitor, der sowohl das Wachstum als auch die Proliferationsrate von ECs hemmt.
Auch entziindungshemmende Eigenschaften (Verminderung der Produktion von IFNy und
TNFa) werden dem THBS2 zugesprochen (Park et al., 2004).

Eine rhAPC-bedingte Herabregulierung dieses Inhibitors hétte demnach einen indirekt
angiogenen und proinflammatorischen Effekt zur Folge. In ECs wird THBS2 jedoch nur sehr
schwach exprimiert, so dass ein Einfluss auf die Angiogenese und das Entziindungs-
geschehen Uber diese Zellen eher unwahrscheinlich ist (Armstrong et al., 2002).

Das der Angiopoietin-Familie verwandte Protein ,Angiopoietin-like 4 (ANGPTL4) wurde
ebenfalls durch rhAPC in EPCs herabreguliert. ANGPTL4 ist ein starker Inhibitor der
Endothelzellproliferation und -migration. Zuséatzlich verhindert es die tubuldre Anordnung von
ECs und vermag die proangiogenen Signale von VEGF zu unterdriicken (Ito et al., 2003).

Da rhAPC die Expression von ANGPTL4 in EPCs vermindert, hemmt es dessen stark
angiostatische Wirkung. Somit durfte rhAPC Uber Beeinflussung von ANGPTL4 indirekt
proliferationssteigernde und proangiogene Effekte austben.

Angiogenese-Stimulatoren:

Leptin, ein primar von Adipozyten synthetisiertes, im Blut zirkulierendes Hormon, war
der einzige Mediator, der durch rhAPC in EPCs eine Expressionssteigerung erfuhr.

Uber hypothalamische Effekte beeinflusst Leptin das Sattigungsgefiihl und den
Energieverbrauch, wodurch das Kérpergewicht reguliert wird. Neben seiner endokrinen
Wirkung kann Leptin auch parakrin als Wachstumsfaktor fungieren. Dementsprechend wurde
die Produktion von Leptin nicht nur im Fettgewebe, sondern auch in aktiven angiogenen
Organen (Plazenta, fetales Herz etc.) nachgewiesen. Leptin férdert die Endothelzell-
proliferation und -migration und regt das Endothel zur Ausbildung réhrenférmiger Strukturen
an (Sierra-Honigmann et al., 1998).

Durch Steigerung der Leptin-Expression wirkt rhAPC vermutlich indirekt proangiogen.

4.7 Proliferationssteigerung von EPCs durch Stimulation mit rhAPC

Es konnte eine signifikante Steigerung der Proliferationsrate von EPCs nach Stimulation
mit rhAPC nachgewiesen werden. RhAPC zeigte hierbei eine dem Wachstumsfaktor VEGF
vergleichbare Steigerung der Zellzahl.

Proliferationssteigernde Effekte von rhAPC auf HUVECs wurden bereits 2004 festgestellt
(Uchiba et al., 2004). Vergleichbare Versuche an EPCs sind bis jetzt jedoch noch nicht
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bekannt. Laut Uchiba et al. (2004) lasst sich die Proliferationssteigerung der HUVECs Uber
eine APC-bedingte Aktivierung des MAPK-Pfades mit Phosphorylierung der Kinasen MEK1/2
und ERK1/2 erklaren (Uchiba et al., 2004). Der MAPK-Pfad stellt in vielen Zelllinien die
Grundlage der durch Wachstumsfaktoren vermittelten Mitogenese dar. Er ist wahrend der
Mitose wie auch der Meiose aktiviert und Gbernimmt wichtige Funktionen in der Regulation
von Zellzyklus, Zellwachstum und -proliferation (Pages et al., 1993). Der genaue
Mechanismus der zur Proliferation fihrenden APC-Signaltransduktion in HUVECs liegt
jedoch noch im Unklaren. Am wahrscheinlichsten erscheint die These, dass APC nach
Bindung an den EPCR eine Transaktivierung des Rezeptors PAR-1 verursacht, die
wiederum zur Phosphorylierung der MAP-Kinasen fuhrt (Riewald et al., 2002).

In den FACS-Analysen konnte nachgewiesen werden, dass EPCs, ebenso wie HUVECs,
die Rezeptoren PAR-1 und EPCR auf ihrer Oberflache exprimieren (sieche 4.2). Demnach
kénnte auch in EPCs eine APC/EPCR-bedingte Transaktivierung des PAR-1-Rezeptors
stattfinden. Die rhAPC-induzierte Steigerung der EPC-Zahl kénnte also Uber einen
vergleichbaren Mechanismus ablaufen wie bei HUVECs. Ein indirekt proliferativer
Mechanismus l&asst sich weiterhin in der hier festgestellten Steigerung der VEGF-C- und
Ang-2-Expression (siehe 4.4 und 4.5) vermuten.

Die Hypothese, dass Uber das proliferative Potential von rhAPC womdglich auch
Angiogenese vermittelt werden kann, wurde in ersten Tierexperimenten ndher untersucht. Im
angiogenen Stimulationsversuch induzierte rhAPC in der murinen Cornea ein vergleichbar
starkes GefaBwachstum wie der hochpotente Wachstumsfaktor VEGF (Uchiba et al., 2004).
In verletzten Hautarealen von Ratten verbesserte rhAPC aufgrund seines proliferativen
Potentials den Heilungsprozess. Da neben ECs auch Fibroblasten und Keratinozyten
proliferative Effekte Uber rhAPC erfahren und zudem angiogene Promotoren wie die Matrix-
metalloproteinase-2 (MMP-2) und VEGF in diesen Zelllinien hochreguliert werden, erfolgte
ein schnellerer Wundverschluss mit verbesserter Durchblutung (Jackson et al., 2005).

Die hier nachgewiesene rhAPC-induzierte Proliferationssteigerung von EPCs kénnte in
vielfacher Hinsicht von therapeutischem Nutzen sein. Die F&higkeit dieser Zellen zur
Vaskulogenese, das heiBt ein komplett neues GefaBsystem de novo bilden zu kénnen, ist
bekannt. Durch vaskulogene GefaBbildung wird embryonal ein primares GefaBnetz angelegt,
das mit laufender Entwicklung Gber angiogene GefaBreifung und -sprossung weiter
ausgebaut wird. Dass Vaskulogenese auch postnatal im Rahmen der Geweberegeneration
und als ReparaturmaBnahme nach traumatischen Prozessen stattfinden kann, wurde erst mit
der Entdeckung der EPCs im adulten Organismus erkannt. Seither bietet sich ein weites
Feld, die Einsatzméglichkeiten von EPCs zur therapeutischen Vaskulogenese zu erkunden.
In diversen Ischamie-Modellen bei Mensch und Tier bewirkte eine Transplantation von EPCs
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eine Revaskularisierung der ischdmischen Gebiete mit deutlich gesenkter Nekrotisierungs-
rate (Kalka et al., 2000a; Schattemann et al., 2001; Zhang et al., 2002; Huang et al., 2004;
2005). Auch in der Behandlung myokardialer Ischamien bei Herzinfarkt-Patienten erwies sich
die Transplantation ex vivo vermehrter EPCs als erfolgreich (Kawamoto et al., 2001; Kocher
et al.,, 2001; Schachinger et al., 2004; Wollert et al., 2004). EPCs kénnen zudem zur
Reendothelialisierung nach GeféaBverletzungen beitragen (Werner et al., 2002 und 2003) und
unterstitzen die Endothelialisierung von GefaBprothesen (Kaushal et al., 2001). Aufgrund
der genannten Eigenschaften sind EPCs im Sinne therapeutischer Vaskulogenese bei
diversen Ischamie-assoziierten Erkrankungen einsetzbar, z.B. bei Diabetes, Herzinfarkt,
Schlaganfall und mdglicherweise auch in der schweren Sepsis. Bisher wurden hierbei ex
vivo vermehrte Zellen transplantiert, um mit Hilfe gesteigerter EPC-Zellzahlen eine
GefaBneubildung in ischAmischen Geweben zu erreichen.

Da rhAPC in der vorliegenden Studie die Zellzahl von EPCs in vitro steigerte und in
Studien anderer Forscher (Uchiba et al., 2004; Jackson et al., 2005) bei diversen Zelllinien
auch in vivo proliferative Effekte zeigte, kénnte es die gefaBbildenden Effekte nach einer
Transplantation von EPCs verstarken. Eventuell kdnnte sogar eine EPC-Transplantation
vermieden werden, wenn rhAPC lokal im Ischamiegebiet appliziert wird. Hierbei kdnnte
rhAPC die Anzahl der EPCs im ischamischen Bereich indirekt Uber VEGF-C und Ang-2
(Steigerung der EPC-Proliferation und chemotaktische Rekrutierung zirkulierender EPCs,
siehe 4.4 und 4.5) erh6hen. Eine zeitgleiche GM-CSF-Mobilisierung von EPCs aus dem

Knochenmark kénnte die genannten Effekte zuséatzlich intensivieren.

4.8 Fazit

e Bei den Uber Ficoll-Dichtegradient-Zentrifugation isolierten Zellen handelte es sich
um EPCs, die spezifische Oberflachenmolekile exprimieren (VEGFR-2/KDR-positiv,
CD34-positiv  (schwach), CD133-positiv (schwach), CD31-positiv, CD105-positiv,
VWEF-positiv, CD146-negativ).

e Frihe" EPCs und HUVECs lassen sich anhand des Oberflachenmoleklls CD146
eindeutig voneinander unterscheiden (frihe EPCs: CD146-neagtiv, HUVECs: CD146-
positiv).

e EPCs sind Effektorzellen von APC, da sie die spezifischen Rezeptoren PAR-1,
PAR-2, EPCR und S1P1 exprimieren und mit Ausnahme von PAR-2 konstitutiv auf
ihrer Zelloberflache tragen.

e RhAPC bewirkt in EPCs eine Expressionssteigerung seines zentralen Rezeptors
PAR-1.
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e RhAPC wirkt méglicherweise indirekt angiogen und lymphangiogen Uber Steigerung
der Expression und Freisetzung des Wachstumsfaktors VEGF-C in HUVECs.

e RhAPC férdert vermutlich die Vaskulogenese Uber Steigerung der Expression des
Wachstumsfaktors Ang-2 in EPCs und VEGF-C in HUVECs.

¢ RhAPC kdénnte tGber VEGF-C und Ang-2 zytoprotektiv wirken.

e RhAPC beeinflusst das Genexpressionsprofil von EPCs, wodurch folgende indirekt
vermittelte Effekte resultieren kdnnten:

o Antiinflammatorische Wirkung durch Herabregulierung inflammatorischer
Mediatoren (IFNy; TNF; CXCL1, - 3, - 4, - 5, -9, -10, Ephrin A1, - B2, PDGF-A)

o Zytoprotektive Wirkung durch Herabregulierung von zytotoxisch und
apoptotisch wirkenden Mediatoren (TNF; IFNy; CXCL10)

o Angiogene Wirkung durch Expressionsminderung angiostatischer Faktoren
(CXCL-4, - 9, und - 10; IFNy; Thrombospondin-2: Angiopoietin-like 4) und
Expressionssteigerung des Angiogenesefaktors Leptin

o Antikoagulative Wirkung durch Expressionsminderung gerinnungsférdernder
Mediatoren (CXCL4; PDGF-A; TNF)

e RhAPC induziert die Proliferation von EPCs (vermutlich indirekt tGber Steigerung der
Ang-2-Expression in EPCs und Steigerung der VEGF-C-Expression in HUVECs).

Zusammenfassend zeigen die vorliegenden Untersuchungen, dass rhAPC potentiell die
Bildung von vaskularen und lymphatischen GeféaBen im Sinne einer gesteigerten
Angiogenese und Vaskulogenese vermitteln kann. Dies konnte auf indirekie Weise
geschehen und zwar einerseits durch Induktion angiogener Mediatoren auf Gen- und
Proteinebene sowie andererseits durch Hemmung der Expression angiostatischer
Mediatoren. Des Weiteren kdnnte rhAPC Uber Regulation der Genexpression indirekt
antiinflammatorisch und zytoprotektiv wirken.

Diese Ergebnisse liefern interessante neue Einblicke in die molekularen Wirk-
mechanismen von rhAPC und kénnen dazu beitragen, das Indikationsgebiet dieses
multifunktionalen koérpereigenen Antikoagulanz zu erweitern, z. B. als Therapeutikum

ischamischer Erkrankungen und zur Verbesserung der Wundheilung.
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5 Zusammenfassung

Wirkung von rekombinantem humanem aktiviertem Protein C auf humane
Endothelzellen und endotheliale Progenitorzellen

Das korpereigene ,Aktivierte Protein C* (APC) nimmt aufgrund seiner antikoagulativen
und profibrinolytischen Wirkung eine Schllsselfunktion in der Regulation der Blutgerinnung
und der Aufrechterhaltung des hamostatischen Gleichgewichts ein. Dartber hinaus vermittelt
APC antiinflammatorische und zytoprotektive Effekte, wodurch es auch als Entziindungs-
modulator fungieren kann. Da das Krankheitsbild der Sepsis mit einer UberschieBenden
Gerinnungsaktivierung sowie einer systemischen Entziindungsreaktion verbunden ist,
gewann rekombinantes humanes APC (rhAPC) im Rahmen der Sepsistherapie an Bedeu-
tung. Zahlreiche Studien an Patienten mit schwerer Sepsis belegen, dass eine Behandlung
mit rhAPC die Mortalitadtsrate senkt und den weiteren Verlauf der Erkrankung positiv beein-
flusst. Bis heute stellt die Sepsis das einzige Indikationsgebiet fur rhAPC dar, jedoch scheint
dieses multifunktionale Antikoagulanz ein weitaus gréBeres Einsatzspektrum zu besitzen.

In diversen Tier-Modellen konnten in vivo angiogene Effekte von rhAPC nachgewiesen
werden; die molekularen Grundlagen dieser Effekte sind jedoch weitgehend unbekannt.
Aufgabe der vorliegenden Arbeit war es, den Einfluss von rhAPC auf die Vaskulogenese
(de novo-Bildung von GeféaBen) und die Angiogenese (Aussprossung von Kapillaren aus
bestehenden GefaBen) in vitro zu untersuchen sowie die molekularen und zelluldren
Wirkmechanismen gefaBbildender Effekie zu erforschen. Hierzu wurden im Zellkultur-
experiment Stimulationsversuche mit rhAPC an endothelialen Progenitorzellen (EPCs) und
humanen Endothelzellen (HUVECs) durchgefihrt.

Die Isolierung, Kultivierung und Charakterisierung der EPCs erfolgte gemaB persoénlicher
Mitteilung der Gruppe Urbich/Dimmeler und in Anlehnung an ihre Verdffentlichungen
(Dimmeler et al., 2001; Urbich und Dimmeler, 2004). Uber Ficoll-Isolierung wurden mono-
nukleare Zellen aus ,buffy coats* isoliert und unter speziellen Bedingungen angezlchtet, die
eine Ausdifferenzierung von EPCs beginstigen. Die Detektion der EPCs erfolgte durch
Prifung morphologischer und funktioneller Zelleigenschaften (LDL-Aufnahme, Lektin-
Bindung) und durch den Nachweis spezifischer Oberflachenmolekile in der FACS-Analyse.
Die Zellen exprimierten die charakteristischen Marker VEGFR-2, CD34 (schwach), CD133
(schwach), CD31, vWF und CD105. Abweichend von Literaturvorgaben (Bompais et al.,
2004; Smadja et al., 2006b) wurde das Adhéasionsmolekil CD146 nicht exprimiert. Da die
FACS-Analyse im Vergleich zu anderen Gruppen zu einem friheren Zeitpunkt durchgefihrt
wurde, ist anzunehmen, dass die hier isolierten EPCs eine unreifere EPC-Population dar-
stellen, die diesen Endothelzellmarker noch nicht exprimiert. Anhand von CD146 konnte hier
erstmals eine Unterscheidung zwischen ,friihen“ EPCs und HUVECs vorgenommen werden.
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Zusammenfassung

Da die Wirkung von rhAPC bisher noch nicht an EPCs getestet wurde, sollte zun&chst
ermittelt werden, ob EPCs Effektorzellen von APC sind. Hierzu wurde untersucht, ob EPCs
die fir die APC-Wirkung verantwortlichen Rezeptoren (PAR-1, PAR-2, EPCR und S1P1)
exprimieren. Mittels RT-PCR konnten alle genannten APC-Rezeptoren in den EPCs auf
Genebene detektiert werden. Der Nachweis auf der Zelloberflache erfolgte in der FACS-
Analyse, wobei die APC-relevanten Rezeptoren, mit Ausnahme von PAR-2, darstellbar
waren. In darauf folgenden Stimulationsversuchen (RT-PCR) steigerte rhAPC die Gen-
expression des Rezeptors PAR-1 in EPCs. Die Expression der Rezeptoren PAR-2, EPCR
und S1P1 wurde durch rhAPC nicht verandert.

In weiteren Experimenten (RT-PCR, ELISA) wurde untersucht, ob rhAPC die Gen-
expression bzw. die Synthese wichtiger Mediatoren der Vaskularisation beeinflusst. Hierbei
bewirkte rhAPC eine Expressionssteigerung des Wachstumsfaktors ,vascular endothelial
growth factor-C* (VEGF-C) in HUVECs sowie eine zeit- und dosisabhéangige Erhéhung der
endothelialen VEGF-C-Freisetzung. In EPCs wurde der angiogen und vaskulogen wirkende
Mediator Angiopoietin-2 (Ang-2) vermehrt nach Stimulation mit rhAPC exprimiert.

In einem Screening-Verfahren (Real-Time RT-PCR) wurde ein Genexpressionsprofil von
EPCs nach Stimulation mit rhAPC erstellt. RhAPC zeigte hier ein indirekt proangiogenes
Potential, indem es die Expression angiostatischer Gene (Interferon-y, CXCL-Chemokin-4;
-9; -10; Angiopoietin-like-4; Thrombospondin-2) verminderte und das stark angiogene Leptin
hochregulierte. Daneben kdnnte rhAPC auch indirekt entzindungshemmend durch Herab-
setzung der Expression proinflammatorischer Gene (Interferon-y; TNF; PDGF-A, CXCL-
Chemokin-1; -3; -4; -5; -9 und -10, Ephrin A1- und B2) wirken.

Weiterhin wurde untersucht, ob rhAPC einen Einfluss auf die Proliferation von EPCs
ausubt. In Stimulationsversuchen konnte gezeigt werden, dass rhAPC die Zellzahlen von
EPCs signifikant in vitro steigert. Dieser proliferative Effekt férdert die de novo-Bildung von
GefaBen, da die vaskulogene Aktivitat mit der Zahl zirkulierender EPCs korreliert.

Die Ergebnisse dieser Studie belegen, dass rhAPC potentiell die Entstehung neuer
GefaBe vermitteln kann. Der Mechanismus der Angiogenese kdnnte von rhAPC indirekt
aktiviert werden, indem es die Expression und Freisetzung proangiogener Wachstums-
faktoren in HUVECs und EPCs steigert, wahrend es angiostatisch wirkende Gene herab-
reguliert. Erstmalig konnte hier auch eine indirekt vaskulogene Wirkung von rhAPC konsta-
tiert werden, die auf einer Erhéhung der Anzahl von EPCs (Proliferationssteigerung und
Mobilisierung aus dem Knochenmark durch VEGF-C und Ang-2) beruht. Zudem wurde eine
indirekt antiinflammatorische Beeinflussung der Genexpression durch rhAPC festgestellt.

Die vorliegende Doktorarbeit kann dazu beitragen, neue therapeutische Indikationen von
rhAPC im Rahmen der Revaskularisierung ischdmischer Gewebe zu erschlieBen (z.B. bei
Traumata, kardiovaskularen Verschlusserkrankungen oder Diabetes).
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6 Summary

Effect of recombinant human activated protein C on human endothelial cells and

endothelial progenitor cells

The endogenous serine protease “activated protein C* (APC) is a key regulator of blood
coagulation and fibrinolysis to maintain hemostasis. In addition to its anticoagulant and
profibrinolytic properties APC can also modulate inflammatory responses, because it excerts
antiinflammatory and antiapoptotic activity.

Therefore APC is a therapeutical option for the treatment of septic diseases, which are
characterized by widespread coagulopathy and systemic inflammation. As various studies
have shown, “recombinant human activated protein C” (rhAPC) can reduce the mortality in
septic patients. To date severe sepsis is the only indication for rhAPC, although its
multifunctional effects might have a greater therapeutic potential.

Previous studies in animals already confirmed that rhAPC can promote revasculari-
zation after tissue-ischemia in vivo. However, the molecular mechanisms of these angiogenic
activities are still unknown. Therefore this study was aimed to discover the influence of
rhAPC on vasculogenesis (de-novo-synthesis of blood vessels) and angiogenesis (sprouting
of capillaries from pre-existing vessels) in vitro and to detect new molecular and cellular
mechanisms for vascularization. “Endothelial progenitor cells” (EPCs) were used to examine
whether rhAPC can induce vasculogenesis and “human umbilical vein endothelial cells”
(HUVECS) served as a model to examine the ability of rhAPC to promote angiogenesis. Both
cell-types were isolated and cultivated by the author.

The isolation and characterization of EPCs was based on protocols and private
information from the group around Urbich/Dimmeler (Dimmeler et al., 2001; Urbich and
Dimmeler, 2004). Mononuclear cells were isolated from buffy coats by Ficoll-density-
separation and cultivated under special conditions to facilitate their differentiation into EPCs.
The characterization of EPCs was performed by FACS-analysis, where EPC-typical cell
surface markers were detectable (VEGFR-2, CD34 (weak), CD133 (weak), CD31, vVWF and
CD105). In addition, morphological and functional (LDL-uptake and lectin-binding) cell-
properties of EPCs were verified. In contrast to the results of other investigator groups
(Bompais et al., 2004; Smadja et al., 2006b) the isolated EPCs in this study did not express
the adhesion molecule CD146. One possible explanation for this could lie in the FACS-
analysis being performed comparatively sooner after isolation. One can assume that these
younger EPCs would represent a more pre-mature EPC-population, which would express the
endothelial surface molecule CD146 in future. Using the adhesion molecule CD146 as a
means to distinguish between “early” EPCs and HUVECs was performed in this study for the

first time.
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As rhAPC has never been tested on EPCs before, it was examined, whether EPCs
express the receptors which transfer the effects of APC (PAR-1, PAR-2, EPCR and S1P1).
In RT-PCR-experiments the mRNA-expression of all APC-relevant receptors could be
confirmed in the isolated EPCs. By using FACS-analysis these receptors were detectable on
the cell surface with exception of PAR-2. In stimulation experiments (RT-PCR) rhAPC up-
regulated the expression of PAR-1-mRNA in EPCs. There was no effect of rhAPC on the
receptor expression of PAR-2, EPCR and S1P1.

The effect of rhAPC on the expression and release of important mediators of angio-
genesis and vasculogenesis was examined in HUVECs and EPCs (RT-PCR, ELISA) during
subsequent experiments. Following treatment with rhAPC, HUVECs showed an increased
expression of the angiogenic cytokine “vascular endothelial growth factor-C” (VEGF-C). In
addition a time- and dose-dependent release of VEGF-C-protein was discovered in these
cells. In EPCs rhAPC augmented the mRNA levels of the angiogenic and vasculogenic
mediator angiopoietin-2 (Ang-2).

The geneexpression profile of EPCs was examined following stimulation with rhAPC in a
real-time RT-PCR-screening-array. The results showed a potential angiogenic effect of
rhAPC by down-regulating angiostatic genes (Interferon-y, Angiopoietin-like-4; CXCL-
chemokine-4; -9; -10; Thrombospondin-2) and up-regulating the proangiogenic gene of
leptin. Moreover a probable antiinflammatory effect of rhAPC could be documented by its
ability to down-regulate the expression of proinflammatory genes (Interferon-y; TNF; PDGF-
A, CXCL-chemokine-1; -3; -4; -5; -9; -10, Ephrin A1 and -B2).

It was also examined whether rhAPC can influence the proliferation of EPCs, because
vasculogenic activity highly correlates to the number of circulating EPCs. This is the first
study to show that rhAPC significantly increases the number of EPCs in vitro.

Summarized these in vitro results show that rhAPC may have the ability to induce blood
vessel formation. RhAPC may probably promote angiogenesis because it increases the
expression and the release of proangiogenic factors in HUVECs and EPCs. On the other
hand it down-regulates angiostatic factors in these cells. RhAPC also might be able to induce
vasculogenesis by stimulating the proliferation of EPCs and mobilizing them from the bone-
marrow through VEGF-C and Ang-2. In addition a potential new antiinflammatory mechanism
of rhAPC was discovered in the down-regulation of proinflammatory genes in EPCs.

These results indicate various possible new indications for rhAPC as a transmitter of
revascularization after ischemic tissue disease (e.g. traumata, cardiovascular diseases or

diabetes).
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