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1. Einleitung
1.1. Problemstellung — Konzept der Therapeutischen Angiogenese

Trotz wesentlicher Fortschritte in der intervengtben und chirurgischen Therapie von Patien-
ten mit koronarer Herzkrankheit (KHK) und periplagterieller Verschlusskrankheit (pAVK) gibt es
eine grof3e Zahl von Patienten, welche aufgrundmotiplen Gefal3verschliissen nicht mehr konven-
tionell, d.h. mittels Katheter- oder Bypassverfahnevaskularisierbar sind. Ein Teil dieser Pagant
weist ein ausgepragtes Netz von feinen Kollatefalgen auf, welche im Falle der KHK das Myokard
in Ruhe gerade noch ausreichend mit Sauerstoforxgea Abb. 1.1). Bei bereits geringer Belastung
mit einem in der Folge erhthten Sauerstoffbedadf Herzens reicht diese Minimaldurchblutung
jedoch nicht mehr aus, und die Patienten verspéirgrseits als Ausdruck der Durchblutungsstérung
Angina pektoris-Beschwerden und andererseits anfhder funktionellen Beeintrachtigung der links-
ventrikularen Funktion Luftnot. Ahnlich ist die Gittion bei der pAVK, bei welcher das Symptom-
spektrum von der Claudicatio intermittens mit beelagsabhangigem, reversiblen Schmerz im Bein
(Stadium Il nach Fontaine) Uber Ruheschmerz (Stadil) bis zum Absterben von Teilen des Fusses
(Stadium V) mit konsekutiv notwendigen Amputationesicht. Das Vorhandensein von Kollateral-
gefaRen, welche eine fur das Uberleben des ischhensGewebes erforderliche Minimaldurch-
blutung gewabhrleisten, ist dabei von Patient zueRatin unterschiedlichem Mal3e ausgepragt. Ein
ungenugendes Wachstum von Kollateralgefa3en staitit ein wesentliches klinisches Problem bei
atherosklerotisch bedingten kardiovaskularen E#aagen mit chronischer Ischamie dar.

FLINIKUN STEGE[Z

Abb. 1.1 Koronarangiogramm eines 41-jahrigen Patienten suoftwerer koronarer 3-GefaR3-Krankheit. Links: Rechte
Koronararterie, welche im mittleren Drittel versabsen ist. Uber feine Kollateralen stellt sich Bieripherie der rechten
Koronararterie dar. Rechts: Linke KoronararteriersébluR der Vorderwandarterie (RIVA) unmittelbar Imabgang aus
dem Hauptstamm. VerschluR der Seitenwandarterien(®acircumflexus) noch im proximalen Abschnitt. Uleén feines
Kollateralnetz stellen sich periphere Anteile dersehlossenen Koronararterien dar und erméglicieriJberleben des
Patienten.



Ein mdoglicher therapeutischer Ansatz ist die Fardgrder Kollateralformation zur Perfusions-
verbesserung chronisch ischamischer Gewebeareatdn dAnwendung angiogenetisch wirksamer
Wachstumsfaktoren, welche in den letzten Jahrentifdgert wurden!™ Dartiber hinaus erfillen
einige dieser Faktoren neben der Angiogenese welimiogisch wichtige Funktionéeff. Mit der
Wirkungsweise angiogenetischer Faktoren, den daeteiligten molekularen Mechanismen und
deren mdglichen therapeutischen Anwendunthérapeutische Angiogenesdieschaftigt sich die

vorliegende Arbeit.

1.2. Definitionen

Eine vermehrte Kollateralbildung setzt eine Neulnilg von Kapillaren und ein
GroRenwachstum vorhandener feiner Kollateralen sevie zufihrender Arteriolen und Arterien
voraus. Verschiedene Mechanismen sind in diesermeBsoinvolviert, sodass zunéachst eine genaue

Begriffsbestimmung erforderlich isdbb. 1.2).

Vaskulogeneseébezeichnet die rein embryonale Anlage und Bildyminitiver Blutgefalle,
welche urspriinglich von mesodermalen Zellen abstamuomd sich zunachst unter dem EinfluR u.a.
von Fibroblast Growth Factor-2 (FGF-2) (=bFGF) z&EGF-R2-(=Flk-1, KDR-Rezeptor)-positiven
Angioblasten differenzieren. Diese Angioblastenelag sich dann unter EinfluR von Vascular
Endothelial Growth Factor (VEGF) zu Tuben-ahnlicl@@ebilden mit feinen Lumina zusammen und
bilden somit die Grundstrukturen embryonaler Blétd§e. Wesentlich fur die Ausbildung
kapillarahnlicher Strukturen ist zusétzlich eine tidilerung spezieller Oberflachenproteine, den
Integrinen. Insbesondere den Integrinepbs; und a,bs wird hierbei eine wichtige Rolle

zugeschriebef?

Angiogenesebedeutet das Aussprossen von neuen Kapillen diexiptenten Kapillaretf:*2
Unter dem EinfluR von VEGF kommt es hierbei zu eifroliferation und Migration von
Endothelzellen, welches zum Aussprossen einer ngagillarverzweigung fuhrt. Die Angiogenese
ist der Vaskulogenese nachgeschaltet und sie etegjoh nicht nur im embryonalen Organismus,
sondern auch postnatal, z.B. bei der Wundheilungj, der endometrialen Proliferation, bei
Entzindungsreaktionen, in ischdmischen Gewebsarealer auch beim Tumorwachstum. Hierzu
erforderlich ist eine Aktivierung von Matrixmetatimteinasen durch VEGF, welche dem Gefal
anliegendes Bindegewebe aufweichen und so ein étastrund Migrieren von Endothelzellen
ermdglichen Abb. 1.3). Auch hierbei ist eine Aktivierung des Endothélsch vermehrte Expression
von Integrina,bs erforderlich. Die Expression dieser Oberflachemgne ermdglicht den Endothel-
zellen erst eine Migration im umliegenden Bindedesyeda sie sich hiermit gleichsam an Haken in
den Bindewebsstrukturen fortbewegen kdnnen. Dieviotligkeit der Expression von VEGF fur die

Blutgefalbildung wurde durch knock-out Experimantder Maus eindrucksvoll belegt, da diese
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Abb. 1.2 Mechanismen des BlutgefaBwachstums.

Tiere keine Endothelzellen und somit keine Blutgefdlagen ausbilden und dadurch bereits prénatal
sterben. Nach Ausbildung einer Kapillare kommt eschgeschaltet unter dem EinfluR der
Angiopoietine zu einer Gefaldreifung, was ein Abtkohder Kapillaren voraussetzt. So wurde gezeigt,
dass ein genetisches Ausschalten des Gens fur poigin-1 zwar zur Anlage von Blutgefal3en fihrt,
diese jedoch briichig sind und die GefaRstrukturerstart wirken> '* Umgekehrt fiihrte eine
transgene Uberproduktion von sowohl VEGF als ausbidpoietin-1 zu einer verstarkten Ausbildung

bzw. Verzweigung von Kapillareri,und in den Angiopoietin-1 transgenen Mausen zeigteh die



BlutgefalRe weniger durchldssfy.'” Eine Reifung eines BlutgefaRes setzt eine Rekourtie von
mesenchymalen Zellen voraus, welche sich von ad@em neugebildeten Gefal3 anlagern mussen.
Hierbei wird ein parakriner Regelkreis vermutet, beb die Endothelzellen chemotaktisch auf
mesenchymale Zellen wirksames PDGF-BB produziergangekehrt die mesenchymale Zellen
Angiopoietin-1 sezernieren, was den zugehdrigerepter auf den Endothelzellen, Tie-2, aktiviert.
Unter dem EinfluR von TGB- kommt es im weiteren zur Ausbildung eines diffeierten
BlutgefalRes, bestehend aus der Endothelzellschintitaus mesenchymalen Zellen abstammenden

glatten Muskelzellen und Perizyt&ff?

Arteriogeneséezeichnet das Wachstum pra-existenter Kollatefate. Diese FluRR-abhangige
GroRRenzunahme von vorhandenen Kollateralen spiekk @vesentliche Rolle zur funktionellen
Perfusionssteigerung ischamischer Gewebeaféaleteriogenetisch wirksame Wachstumsfaktoren
sind beispielsweise FGF-1 (=aFGF) und MCB2,

Der allgemein ubliche, eher unscharfe Begriff teerapeutischen Angiogenesezeichnet
meist den erwinschten Vorgang einer Perfusionssedoeng, welcher auf beide Prozesse, namlich

einerseits Angiogenese im engeren Sinne, und anséé@seArteriogenese zuriickzufiihren?st.
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In den letzten Jahren wurden eine Reihe Angiogefigdernder Wachstumsfaktoren isoliert.

Im Folgenden sind die bekanntesten aufgelistet:

VEGF-A%®
VEGF-C% %
VEGEF-B, D, B!

Angiopoietin-1, 3> %

FGF-1°
FGF-2*

FGF-4, 5°

HGF/SF (Hepatocyte growth factor/Scatter

factor)’® %’
MCP-1%®
TGFH*
GM-CSF®

Vom theoretischen Ansatz her sind aufgrund ihremiiiegend endothelspezifischen Wirkungsweise
insbesondere die beiden ersten Familien interessamiich die VEGF-Familie mit ihren Mitgliedern

A bis E sowie die Angiopoietine mit ihren Mitglietel bis 4. Die jeweils zugehdrigen Rezeptoren
sind weitgehend bekannt und charakterisiatih 1.4). Der Ligand fur den Tiel-Rezeptor ist bisher

nicht identifiziert. Die VEGF- und Angiopoietin-Regtoren sind mit wenigen Ausnahrifeauf dem

Endothel exprimiert, also dem Zelltyp, der fir diengiogenese besonders wichtig ist. Diese
Rezeptorenverteilung begrindet somit die Endoteeiffit dieser Familien. Beide Familien

unterscheiden sich aber in wesentlichen Wirkmedmaein, worauf in der vorliegenden Arbeit im

Detail eingegangen wird.
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9

poietin-1,4

poietin-2

Flt-1
VEGFR-1

FIk-1/KDR
VEGFR-2

Flt-4
VEGFR-3

Rezeptoren

Tie2
Tek

Tiel

Abb. 1.4 Die VEGF- und Angiopoietin-Familie endothelspesifier angiogenetischer Faktoren. Die Pfeile keichnen

das Bindungsverhalten der Liganden an die entspnelelmeRezeptoren. Der Ligand fur den Tiel-Rezeptdbigter nicht
identifiziert.



1.3. Zielsetzung

Der magliche vorteilhafte therapeutische EffekteeilVachstumsfaktor-induzierten Férderung
der Angiogenese in Geweben mit chronischer Isch@®ggiindet ein weitreichendes Interesse an der
Erforschung der daran beteiligten molekularen Maidmen und an einer Umsetzung in klinisch
relevanten Tiermodellen. Zielsetzung der vorliegendrbeit ist daher, verschiedene angiogenetische
Faktoren mit unterschiedlichem Rezeptorverteilungser einerseits hinsichtlich ihrer Potenz zur
Induktion therapeutischer Angiogenese, anderers@les damit verbundenen molekularen
Mechanismen zu untersuchen. Besonderes Augenmeik hverbei auf die enge Verzahnung,
synergistische Wirkungsweise und wechselseitigeidtidn der Faktoren gelegt, da in der\iivo-
Situation multiple Klassen von Faktoren zum Prozeks Angiogenese beitragen. In der
Vergangenheit wurde in erster Linie versucht, diektionen individueller Klassen angiogenetischer
Faktoren zu verstehen. Sehr viel weniger ist bekkéber die kombinierte Rolle multipler Klassen von
Faktoren im Prozess der Angiogenese. In der vatidgn Arbeit wird daher versucht,
unterschiedliche Wirkungsweisen einzelner angiotigeteer Faktoren gegeneinander abzugrenzen,

therapeutische Vor- und Nachteile zu charaktegsiasowie synergistische Effekte herauszuarbeiten.

Zunachst wird ein Mitglied der VEGF-Familie, VEGFMEGF-2, mit einem klassischen
Angiogenese-Faktor, namlich VEGF-A/VEGF-1, hinslicht seiner angiogenetischen Eigenschaften
verglichen und im Tiermodell mit chronischer Ischémuf seine therapeutische Potenz untersucht. In
einem weiteren Schritt wird ein Mitglied der FGFniihe, also einer weiteren klassischen
Wachstumsfaktor-Familie, namlich FGF-1/aFGF, aifes@ngio- und insbesondere arteriogenetische
Wirkungsweise mittels eines verbesserten Plasmglgbe fur effektiven Gentransfer evaluiert.
Danach wird anhand eines anderen angiogenetis&lamren Faktors, namlich dem SF/HGF, gezeigt,
dass Angiogenese parakrin amplifiziert werden kandem dieser Faktor seine Wirkung durch
Induktion von VEGF-A/VEGF-1 potenziert. Dieses Bred belegt die Mdglichkeit wechselseitiger
Interaktionen zwischen angiogenetischen Faktoretchve in diesem Fall zu synergistischen Effekten

fuhren.

Ein wesentlicher Schwerpunkt in der zweiten Halter vorliegenden Arbeit liegt auf der
Beschreibung des biologischen Effekts der Angidpmée Wahrend die Entdeckung des VEGF
mittlerweile mehr als zwei Jahrzehnte zuriick If8gt? wurde das Angiopoietin-1 erst vor wenigen
Jahren identifiziert! Seine biologischen, pathologischen und poterttielapeutischen Eigenschaften
sind bisher somit deutlich weniger klar. Ein weBehér, sich immer mehr herauskristallisierender
Aspekt liegt darin, dass die VEGFs und die Angietine nicht redundante, sondern vielmehr
distinkte und komplementare Rollen spielen, indem WMEGFs frih ein initiales GefalRwachstum
bewirken, und die Angiopoietine nachfolgend einéfurey und ein Uberleben dieser neu gebildeten
GefalRe bewerkstelligei So zeigt die vorliegende Arbeit eindeutige Untkisde in der biologischen

Aktivitat zwischen VEGF-A und den Angiopoietinen nkichtlich der Beeinflussung der



Endothelzellproliferation und —migration, wobei lstl innerhalb der Angiopoietin-Familie
Unterschiede in den Eigenschaften der Mitgliedegi8poietin-1 und -2 bestehen. Insbesondere die
Zellmigration (Chemotaxis) wurde als einer der wmigehsten Teilschritte im Prozess der
Angiogenese erkanfit,weswegen in der vorliegenden Arbeit hierauf file aintersuchten Faktoren
besonderes Augenmerk gelegt wird und die chematdi¢n Eigenschaften der Angiogiopoietine und
der hierbei involvierten Zelloberflichenrezeptorgntegrine) besonders eingehend charakterisiert
werden. Bezlglich letzteren ist bekannt, dass rofigliweise eine Querverbindung (,Crosstalk’)
zwischen angiogenetischen Faktoren und Integrinesteht. So wurde gezeigt, dass VEGF die
Expression der Integrina;b,, ab; unda,bs in mikrovaskularen Endothelzellen hochreguf?efﬁ
folglich die Zelladhdsion und —migration verstankilche durch verschiedene Integrine und hierbei
insbesondera,b; und a,bs vermittelt wird*® Da der EinfluR der Angiopoietine auf die Integrin-
Expression nicht bekannt ist, zielt ein weitererséimitt in der Arbeit darauf ab, diese Frage zu
beantworten. Dabei wird gezeigt, dass eine Stinarlaton Endothelzellen mit Angiopoietin-1, nicht
aber mit Angiopoietin-2, die Zell-Oberflachenexmies der Integrinea,b; und a,bs reduziert. Als
funktionelle Konsequenz hieraus fand sich eine wederte Zellmotilitdt auf Vitronektin, welches
Bestandteil der extrazellularen Matrix und adh&shigand fira,b; unda,bs ist. Diese Ergebnisse
unterstitzen somit die Annahme, dass Angiopoietigiie Stabilisierung und Reifung von neu

geformten Kapillaren fordert.

Im Gegensatz zum VEGF-A/VEGF-1, welches aufgrundeseEigenschaft, die mikrovaskulare
Permeabilitat gegeniber Blutplasma-Proteinen zwhetm, auch als VPF=Vascular Permeability
Factor bekannt ist, hat Angl die Fahigkeit, diedBelurchlassigkeit zu reduziere® *’In transgenen
Ang1-iiberexprimierenden M&usen ist gezeigt wordiss die BlutgefaRe weniger undicht walfen,
und adenovirale Uberexpression von Angiopoietinethinderte die Ausbildung eines durch VEGF
oder Senfol induzierten GewebeddesEerner ist bekannt, dass Angl anti-inflammatorsch
Eigenschaften aufweist, indem es endotheliale Zeéhasionsmolekiile und cell junctions
modifiziert® Daher kénnte Angl durch Beeinflussung der mikrkulizen Undichtigkeit
therapeutisch nitzlich sein bei Krankheitszustanden welchen eine GeféalRundichtigkeit und
Odemneigung aus einer GefaRentziindung resultiartldd Endotoxin-induzierte septische Schock ein
Zustand erhghter mikrovaskularer Undichtigkeit istelcher aus einem entzindlichen Prozess
resultiert, war das Ziel des letzten Abschnitteswibeliegenden Arbeit, den méglichen therapeutische
Vorteil von Angl in einem Tiermodell mit Mausen mmtersuchen, in welchen mittels LPS ein
septischer Schock induziert wurde. Hierbei zeigtd ®ine verbesserte Uberlebensrate von Angl-
behandelten Mausen im LPS-induzierten Schock, viasBeispiel darstellt fir einen mdglichen
Einsatz von Angiopoietin-1 bei einer im weitestann® kardiovaskularen Erkrankung, bei welcher
biologische Effekte eines angiogenetischen Fakfersab von seiner bekannten Rolle in der

Angiogenese potentiell theraupeutisch genutzt wekdanen.
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2. Vascular Endothelial Growth Factor-C (VEGF-C/VEGFE-2) — Bioaktivitat im Vergleich zu

VEGF-A/VEGF-1 und Induktion postnataler Angiogenesein ischamischem Gewebe

2.1. Einleitung

Vascular Endothelial Growth Factor (VEGEY? auch bekannt als Vascular Permeability
Factor® zeichnet sich durch seine Besonderheit als Enbmth&litogen aus, weil seine
Hochaffinitats-Rezeptortyrosinkinasen VEGFR-1 (Blttnd VEGFR-2 (FIk-1) ganz Uberwiegend auf
Endothelzellen exprimiert sind. Es wurde gezeigissd VEGF kritisch fiir Entwicklunig® und
Aufrechterhaltung® der normalen BlutgefaRe ist, ebenso wie fiir thewtipch&°* und Tumor-

induzierte Angiogene8&®

Die kirzliche Reinigung und Charakterisierung vaot®nen mit starker Homologie zu VEGF
fuhrte zur Designierung einer ganzen Familie vorsku#r-endothelialen Wachstumsfaktoren,
bestehend aus derzeit vier Mitgliedern. Zusatzlezlh VEGF/Vascular Permeability Factor,
mittlerweile umbenannt in VEGF-A oder VEGF-1, wundewei weitere Proteine, VEGF-C oder
VEGF-2* und VEGF-B oder VEGF3 isoliert, und es wurde gezeigt, dass diese in moktale in
stark vaskularisierten Geweben wie Herz und Skeletkulatur exprimiert sind. Im Unterschied zur
weitverbreiteten Verteilung der VEGFs erscheint Higression des vierten Mitglieds der VEGF-
Familie, Placenta Growth Factor (Pl(ﬁf)n vivo beschrankt auf Plazenta und bestimmte Tum&tren.
L Alle vier Proteine teilen strukturelle Homologiatereinander, ebenso wie mit den Platelet-Derived
Growth Factor A und B Polypeptiden, insbesondemsdatilie3lich eines konservierten Motifs, welches
aus acht Zystein-Einheiten in der vermuteten RexeRindungsdoméne bestéhtAhnlich wie bei
den A- und B-Ketten des Platelet-Derived Growth téec (PDGF) kdnnen VEGF-A und PIGF
Heterodimere formen, welche nachweisbare biologisdkffekte besitzef®’® VEGF-B kann
moglicherweise auch mit VEGF-A in Zellen, welche idee Faktoren exprimieren,
heterodimerisierel. Dariiberhinaus war vor kurzem gezeigt worden, degpoxie, welches
wesentlichster Stimulus fiir eine Hochregulation WBBGF-A ist®® " ® auch differentiell die

Induktion von Homo- und Heterodimeren von PIFG/VESFegulieren konnté>

Wahrend VEGF-A ein Hochaffinitats-Ligand fur die Z&ptoren VEGFR-1 und VEGFR-2 ist,
wurde gezeigt, dass VEGF-C an eine andere kuridiehtifizierte Rezeptortyrosinkinase, VEGFR-3
(Flt-4), bindet; weiterhin bindet VEGF-C an VEGFRFcht aber an VEGFR-*f.Nach Vergleich der
Aminosauresequenz eines unabhéngig isoliertenfigmmn Aktivators von VEGFR-3, urspringlich
Vascular Endothelial Growth Factor-Related Protgenannt® mit VEGF-C stellte sich dessen
Identitat mit VEGF-C heraus. PIGF bindet mit hoAinitat an VEGFR-1, aber nicht an VEGFR22
oder VEGF-3* Der/die Rezeptor(en) fir VEGF3Bsind bisher nicht chrakterisiert.

Die Rolle des VEGF-A fur die Angiogenese ist mitileile in vivo und in vitro extensiv

untersucht wordef? Vor kurzem ist gezeigt worden, dass VEGF-A in diedia von humanen
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Arterien und Venen exprimiert i&t,was in Einklang ist mit der vermuteten Rolle vVOEGF-A in
einer Aufrechterhaltung der Integritat des Gefa®émels. Die konstitutive Koexpression aller VEGF-
Typen in vielen adulten Geweb8r*" legt eine interaktive oder wenigstens redundarapakitét
der VEGF-Mitglieder in der Regulation von Angiogeaeund Modulation endothelialer Funktion

nahe.

Daten hinsichtlich der Bioaktivitat von VEGF-C uMEGF-B sind bisher begren#t.?" " 8
Daher war die Intention der folgenden Experimentgabtszufinden, ob VEGF-C Angiogenese
induzieren kann, wenn es in adulten Tieren Ubenexert wird. Es wird die mitogene Aktivitat von
VEGF-C bestatigt und seine Fahigkeit gezeigt, E&tiration in verschiedenen Endothel-Zelltypen zu
stimulieren. Dariberhinaus wird gezeigt, dass VEGHEie Freisetzung von Stickoxid (NO) aus
Endothelzellen induzieren kann, was wahrscheingatien wichtigen Mediator VEGF-induzierter
Angiogenese darsteflt® In der Tat erhéhte VEGF-C, verabreicht als rekarabtes Protein, die
GefalRpermeabilitén vivo und férderte Angiogenese, verabreicht als rekoartigs Protein oder als
Plasmid-DNA, in einem Kaninchen-Modell mit chroriiec Ischdmie der unteren Extremitat. Diese
Ergebnisse weisen somit darauf hin, dass VEGF-(hiafsdre oder adjunktive Therapiemal3Bhahme

zur Forderung von Angiogenese bei ischAmischeraBkkmgen nutzlich sein kdnnte.

2.2. Material und Methoden
Rekombinantes Protein

Heterodimerisches rekombinantes humanes (rh) VEGfBGF-1) Protein, gereinigt aus
Escherichia coli wurde freundlicherweise von Drs. N. Ferrar, ByKand S. Bunting von der Fa.
Genentech Inc. (South San Francisco, CA) zur Veriggestellt. rhVEGF-A aus. coli erschien als
eine einzelne Proteinbande bei der NatriumdodeltgtsBolyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-
PAGE) mit einem Molekulargewicht von 39.8 kD untécht-reduzierenden Bedingungen. rhVEGF-C
(VEGF-2) wurde im BaculoGold Virusexpressions-Vesystem (Pharmingen) exprimiert und
gereinigt mittels lonaustausch- und hydrophobekeraktions-Chromatographie, wie anderweitig
beschriebefi’ Unter nicht-reduzierenden Bedingungen lieferte $IA&E Analyse Banden von 52 kd
und 90 kd, welche multimere, Disulfid-gebundene EBF-C Komplexe reprasentier&hFir alle
rekombinanten Proteine wurde das VorhandenseinBrmfotoxin mittels des Limulus-Lysatassays

ausgeschlossen.
Plasmide

Komplementédre DNA-Klone fur rhVEGF-C, isoliert aeiner human Osteoklasten cDNA-
Library, wurden in einen pcDNAI/Amp-Expressionsvakeinkloniert, welche einen Cytomegalie-
virus-Promoter/Enhancer beinhaltet, um eine kawmst# Genexpression zu gewahrleisten. Dieses

Genkonstrukt wurde pcVEGF-C benannt. Das Plasmi&\iGcZ (freundlicherweise von Dr. C.
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Bonnerot zur Verfigung gestellt), welches eine kegh-gerichtete b-Galaktosidasesequenz,
gekoppelt an den SV40 early Promoter, beinhaltatdes fir die Kontroll-Transfektionsexperimente

benutzt.
Zellkultur

Humane Nabelschnurvenen-Endothelzellen (HUVECs)demiraus Nabelschnurvenen mittels
Kollagenasebehandlung isoliert wie anderweitig beeberf® und in Medium 199 (Gibco Life
Technologies) kultiviert, welchem 20% fetales Rirsgeum (FBS) (Gibco), 100 g/ml
Endothelzellwachstumszusatz und 50 U/ml Heparigr(fai Chemical Co.) zugesetzt worden waren.

Die HUVECs wurden zwischen Passage 2 und 5 benutzt.

Humane mikrovaskulére Endothelzellen dermalen Wrsgs (HMECs) wurden von Cascade
Biologics, Inc., kduflich erworben. ReprasentatRlatten wurden mit einem Antikoérper gegen PAL-
E® gefarbt, um die Abwesenheit lymphatischer Endatidn zu bestétigen. Die Zellen wurden in
EBM-Medium kultiviert, welches humanen epidermaWachstumsfaktor (10 ng/ml), Hydrocortison
(20 ng/ml), 5% FBS und 0.4% bovinen Gehirnextrakhielt. Die HMECs wurden zwischen Passage

4 und 6 fur die Experimente eingesetzt.
Endothelzell-Proliferationsassay

Die mitogene Aktivitdt wurde mittels dem kolorimetthem MTS (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-
yl)-5-(3-Carboxymethoxyphenyl)-2-(4-Sulfophenyl)-ZFtrazolium) Assay mit dem Elektronen-
kopplungsreagenz Phenazinmethosulfate (CellTiter A48, Promega), welcher vorher validiert
worden war’’ durchgefiihrt. Die Zellen wurden in 96-Well-Platt¢5000 Zellen/Well) in 0.1 mi
Serum-erganztes Medium ausgeséat und Ubernacht ruefting inkubiert. VEGF (rhVEGF-A oder
rhVEGF-C) in 5% FBS mit Heparin (10 U/l) wurde fd8 Stunden in die Wells zugegeben. Dann
wurde in jedes Well MTS/Phenazinmethosulfat-Misanh(@0ni; 1:0.05) zugegeben und fir 1 Stunde
bei 37C inkubiert. AnschlieRend erfolgte eine MessungAlesorption bei 490 nm in einem ELISA-
Plattenleser. Die Hintergrundabsorption von Komtvells wurde subtrahiert, und sieben wells wurden
parallel analysiert und fur jede Bedingung gentittBlie Proliferationsexperimente wurden jeweils

dreimal wiederholt.
Endothelzell-Migrationsassay

Endothelzell-Migrationsassays wurden mittels eindB-well-Mikrochemotaxis-Kammer
(modifizierte Boyden-Kammer) (Neuroprobe) durchdefid' Polyvinylpyrrolidon-freie Polycarbonat-
Filter mit einer Porengré3e vonn@n (Nuclepore) wurden mit 0.1% Gelatin fur wenigst&Stunden
bei Raumtemperatur beschichtet und in steriler gefrocknet. Die zu testenden Substanzen wurden
zu entsprechenden Konzentrationen in Medium 19%&ret mit 1% FBS, verdinnt, und 2% der

Endverdinnung wurden in der unteren Kammer der fiaatien Boyden-Kammer plaziert.
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Subkonfluente HUVEC- oder HMEC-Kulturen wurden miBS gewaschen und fur eine moglichst
kurze Zeit trypsinisiert, um gerade ein Ablosen detlen von den Platten zu bewirken. Nach
Plazieren des Filters zwischen unterer und obeaenrider wurden 2.5x2@ellen, resuspendiert in 50
m Medium 199, ergdnzt mit 1% FBS, in das obere Kartipent eingebracht. Der Apparat wurde
dann fur 5 Stunden bei %7 in einem Zellinkubator mit 5% GOaufbewahrt. Nach der
Inkubatrionszeit wurde der Filter entfernt und dieere Seite des Filters, auf welcher sich die nicht
migrierten Zellen befinden, mit einem Gummischatmfernt. Die Fileter wurden dann mit Methanol
fixiert und mit Giemsa-Ldosung (Diff-Quick, Baxteridgnostics) gefarbt. Zellmigration wurde
quantifiziert, indem die Zellen in drei zufalligd®0fach-VergréRerungsfeldern gezahlt wurden. Alle

Gruppen wurden parallel in vierfach-Anséatzen uniehs.
NO-Messung

Zur Messung der Stickoxid-(NO-)Freisetzung aus H@Wkulturen in Monoschicht wurde
eine NO-spezifische polarographische Elektrode escigjossen an ein NO-Meter (Iso-NO, World
Precision Instruments), benutzt. Die Kalibrierurgy dNO-Elektrode erfolgte gemald der folgenden
Gleichung: 2KNQ + 2KI + 2H,SO, 2NO + b + 2H,0 + 2K;SO,. Die Standard-Kalibrierungskurve
wurde erhalten durch Zugabe steigender Konzentraom KNG, (O, 5, 10, 25, 50, 100, 250 und 500
nmol/l) zur Kalibrierungslosung, welche Kl und$0, enthalt. Die Spezifitdt der iso-NO-Elektrode
fur NO war zuvor bestimmt worden durch Messung W@ aus authentischen NO-GAsDas
Kulturmedium wurde entfernt, und die HUVECs wurdeweimal mit Dulbecco’s Phosphat-
gepufferter Salzlosung (DPBS) gewaschen. Die ZeWemden dann in 5 ml gefilterter Krebs-
Henseleit-Losung in 6-well-Platten inkubiert, unte dZellplatten dann auf einem Objekttrager-
Warmer (Lab Line Instruments) plaziert, um sie &8#fC zu temperieren. Der NO-Probensensor
wurde vertikal in die wells plaziert, und zwar rdér Spitze der Elektrode 2 mm unter der Oberflache
der L6ésung, bevor dann die Reagenzien zugegebattewi8-NitrosoN-Acetyl-Penicillamin (Sigma)
diente als Positivkontrolle. Der Gehalt an freigetsen NO wurde als pmol pro 1X@8ndothelzellen
ausgedrickt. Alle Werte reprasentieren den Mittelwen vier bis sechs Messungen (Zahl der

Zellkultur-Platten), die in jeder Gruppe durchgetiikurden.
Miles-Assay

Hierfir wurden haarlose méannliche Albino-Meerschvebien (200 bis 600 g; Charles River
Breeding Laboratories) mit Ather (Fischer Scienjifanasthesiert. Evansblau-Losung (Sigma) wurde
durch 0.2am Mikropore-Filter gefiltert und dann als 0.5- Wi ml Bolus einer 0.5% L&sung in
Kochsalz via linke V. femoralis infundiert. Der Ehsblau-Farbstoff bindet zirkulierende Plasma-
Proteine und tritt nach extravasal aus als Antaaftbestimmte Reagenzien, was dazu fihrt, dass sich
hyperpermeable Hautstellen blau farB&mlachdem die Tiere wieder ihr BewuRtsein erlangten,

wurden verschiedene Reagenzien in einem festenmésluvon 0.1 ml intradermal injiziert. Die

14



intradermalen Injektionen wurden 20 Minuten nachr d@dravendsen Injektion des Evansblau-
Farbstoffes mit einer 30-Gauge Nadel (Becton-Dis&iy) am Rumpf, posterior zur Schulter,
durchgefiihrt, was eine Quaddel mit einem Durchnmesgse 9 bis 11 mm verursacht. Eine Zunahme
der GefaRpermeabilitat 14t sich abschatzen dunchEendringen des blauen Farbstoffes in die
Queaddef?® Wie urspriinglich von Miles und Miles beschriebeanik teilweise eine kleine Flache
traumatischer Blaufarbung mit einem Durchmesser ¢ mm im Zentrum der Quaddel nach
intradermaler Injektion von Kochsalzlésung beobathiverden. Die Intensitat und Grofl3e der
Blauféarbung innerhalb der Quaddeln wurde idengfizund abgeschéatzt, desweiteren die intradermale
Injektionsstelle photographiert. Folgende Reagenwiarden intradermal apliziert: 1) Kochsalzlésung
allein (Transportvehikel), 2) ansteigende Konzdigtreen von rhVEGF-A (4, 8, 16, 32, 64 und 128
ng), und 3) ansteigende Konzentrationen von rhVEJE; 8, 16, 32, 64 und 128 ng).

Um die Rolle von NO an der VEGF-induzierten Veraundg der GefaRpermeabilitat zu
untersuchen, wurde Jhitro-L-Argininmethylester (L-NAME; 20 mg/kg; Siga) via Femoralvene
kurz vor Applikation der Evansblau-Farblosung iigiz 20 Minuten spater wurden folgende
Reagenzien intradermal appliziert: 1) Kochsalzlgsuallein (Negativkontrolle), 2) ansteigende
Konzentrationen von rhVEGF-A (8, 16, 32, 64 und 1h28, und 3) ansteigende Konzentrationen von
rhVEGF-C (4, 8, 16, 32, 64 und 128 ng).

Analyse der VEGF-Rezeptor mRNA in explantierteerigiten und vendsen Gefalien

Gesamt-RNA wurde aus ungebrauchten Segmenten niehschwahrend Bypass-Operationen
entnommener A. mammaria interna- und Vena saphef@fiSticken mittels Phenol-/Chloroform-

Extraktion isoliert* und die RNA-Konzentration wurde aus der Absorpben260 nm bestimmit.

Fir die Reverse TranskriptiShwurde ein 10 pl Reaktionsgemisch, bestehend augsGesamt-
RNA und 20 pg/ml Oligodeoxythymidin (GIBCO BRL) b&CC fur 10 Minuten erhitzt. Nach
Abkuhlen wurden 60 Einheiten eines humanen Pladrittanukleaseinhibitors (Promega) und 200 U
Moloney's murine Leukamievirus Rnase H Reverse skidptase (GIBCO BRL) in einem 20 pl
Reaktionsvolumen zusammengemischt, welches (mnaWTP (Pharmacia) jeweils 1, Dithiothreitol
10, Tris-HCI (pH 8.3) 25, KCI 75 und MggR enthielt, inkubiert fir 1 Stunde bei’@2 5 Minuten

erhitzt bei 98C and verdinnt zu 50 pl mit doppelt-destilliertemadtler. Fur die Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) mit einer thermostabilen DNélyfherase®® wurde eine 50 pl Reaktion
bestehend aus 5 pl der cDNA, 200 umol/l dNTP (Phaia), 20 mmol/l Tris-HCI (pH 8.55), 2.5
mmol/l MgCl2 16 mmol/l (NHg)2S04, 150 pg/ml BSA, 1 umol/l von jedem Oligonukleotdimer,

und 1.25 UTaqgPolymerase (Perkin Elmer) den folgenden Tempergkien unterworfen:: 30
Sekunden Denaturing bei @5 30 Sekunden Annealing bei’® und 1 Minute Extension bei T2
Am Emnde des letzten Zyklus wurde ein verlagneBetensionsschritt bei 7€ fir 10 Minuten

ausgefihrt. Die PCR-Produkts wurden analysiertenmdlO pl jedes PCR-Reaktionsgemisches in
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einem 1.5% Agarose-Gel mittels Elektorphorese dtdgat wurde, und die Banden wurden mit
Ethidiumbromid-Farbung sichtbar gemacht. Die Ergedm reprasentieren drei unabhadngige

Amplifikationen aus zwei getrennten Ansatzen.

Die gewahlten Primer waren fur humanen VEGFR-3 @3mmnk accession number X68203) flr
Sense (5'-3") CAG GAT GAA GAC ATT TGA und fur Angisse (5'-3") AAG AAA ATG CTG ACG
TAT GC* (190 bp PCR-Produkt); fir humanen VEGFR-2 (Genektaccession number X61656)
CAA CAA AGT CGG GAG AGG AG und ATG ACG ATG GAC AAGAG CC (819 bp); fur
humanen VEGFR-1 (Gene bank accession number X5X68%& CGG CTT TTG TGG AAG ACT
CAC und ACA TCT CGG TGT CAC TTC TTG GAC (735 bphdifur humane GAPDH TGA AGG
TCG GAG TCA ACG GAT TTG und CAT GTG GGC CAT GAG GTCAC CAC (983 bp). Die
Zyklenzahl war fir VEGFR-1, VEGFR-2 and VEGFR-3 48d fur GAPDH 30.

Tiermodell

Die Féahigkeit von VEGF-C, Angiogenesevivo zu fordern wurde in einem Kaninchenmodel
mit chronischer Ischamie der unteren Extremitat/ches frilher beschrieben worden War®®
durchgefuhrt. Alle Protokolle wurden von der zusligen Tierkommission geprift. Insgesamt wurden
28 (sieben pro Gruppe) méannliche New Zealand WHKiminchen (3.5 bis 4.0 kg) (Pine Acre
Rabbitry) mit einer Mischung aus Ketamin (50 mg/kapd Azepromazin (0.8 mg/kg) nach
Pramedikation mit Xylazin (2 mg/kg) anasthesierie Arteria femoralis einer unteren Extremitat
wurde komplett von seinem proximalen Beginn abAterweigung aus der A. iliaca externa bis distal
zum Ubergang in die A. poplitea exzidiert und dat&aste ligiert. Als Konsequenz hiervon hangt
der Blutflu3 zur ischAmischen Extremitat von Kalalen ab, welche aus der A. iliaca interna
entspringer’® * Danach wurde ein Intervall von 10 Tagen fiir distpperative Wundheilung und
Entwicklung endogener Kollateralen abgewartet. tdntehungen, die bis zu 90 Tage nach diesem
Zeitpunkt durchgefihrt wurden, haben gezeigt, @assach diesem Zeitpunkt zu keiner signifikanten

endogenen Zunahme der KolleralgefaRe mehrRam.
Perkutaner arterieller Gentransfer von pcVEGF-C

Am 10. postoperativen Tag (Tag 0) wurde zuersBeisis-Angiogramm durchgefihrt (s.u.) und
anschlieBend die A. iliaca interna der ischamisdBanemitat von 8 Tieren mit pcVEGF-C in Form
von nackter Plasmid-DNA auf einem 2.0 mm, mit-Hygkbbeschichteten Ballonkatheter (Slider mit
Hydroplus, Boston Scientific) transfiziert. Der Katerballon wurde zuersk vivoprapariert , indem
der deflatierte Ballon durch eine 5-F TeflonschéegBoston Scientific) durchgezogen wurde, dann
500 g pcVEGF-C-Lésung auf die 20m-dicke Hydrogelschicht, welche die duRere Obdniades
jetzt inflatierten Ballons bedeckt, aufgebracht uddnn der inflatierte Ballon zuriick in die
Schutzschleuse gezogen. Schleuse und Angioplaatigeker wurden dann via der rechten A. carotis

eingefihrt und mittels eines 0.014-Inch Fiuhrungsis(Hi-Torque Floppy II; Advanced Cardio
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Abb. 2.1 Tiermodell chronischer Ischamie der unteren HEmité& (Kaninchen). Die A. femoralis einer unteren
Extremitat wird komplett von seinem proximalen Begen der Abzweigung aus der A. iliaca externa bisdistalen A.
femoralis externa, kurz vor Ubergang in die A. jteial, exzidiert und die Seitenaste ligiert. Der BUR zur Extremitét
hangt dann von Kollateralen ab, welche aus deligka interna entspringen.

vascular Systems) unter Réntgendurchleuchtungenudiere Aorta abdominalis vorgeschoben. Der

Ballonkatheter wurde dann in die A. iliaca inteder ischamischen unteren Extremitat eingebracht,

fir 1 Minute mit 6 bar inflatiert, deflatiert undie@der zurtickgezogen. Nach dem identischen Schema
wurde die A. iliaca interna von Kontrolltieren (=8nit dem Promoter-identischen Plasmid

pGSVLacZ tranfiziert, welches eine zellkerngerithteGalaktosidase-Sequenz enthalt.

Am Tag 30 wurden alle Messungen wiederholt (sdig, Tiere eingeschlafert und Gewebe-

proben fur die histologische Untersuchung entnommen
Intraarterielle Administration von rhVEGF-C Protein

10 Tage postoperativ (Tag 0) wurden die nicht-invers und invasiven Basis-
h&amodynamischen Paramter (s.u.) erhoben. Dann veimdetraarterieller Bolus mit rhVEGF-C (500
g; n=8) in 3 ml Phosphat-gepufferter Kochsalzloswder Vehikel-Losung (3 ml Phosphat-
gepufferte Kochsalzldsung mit 0.1% Kaninchen-Setborain (RSA), n=8) Uber eine Zeitspanne von
1 Minute durch einen 3-F Endloch-Infusionskathéfeacker-18; Target Therapeutics), welcher in der
A. ilica interna positioniert worden war, verabtdicDer Katheter wurde dann mit 3 ml Phosphat-
gepufferte Kochsalzlosung mit 0.1% Kaninchen-Setborain durchgespilt. Die fur diese
Experimente gewéhlte Dosis fur rhVEGF-C Protein0(5@) ist im Einklang mit vorausgehenden
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Untersuchungen, bei denen gezeigt worden war, da4sGF-A mit dieser Dosis eine maximalen
Effekt aufwies?® ®

PHYSIOLOGISCHEMESSUNGEN
Unterschenkel-Blutdruckindex

Der Unterschenkelblutdruck an den Tagen 0 und 3@evan der A. tibialis posterior in beiden
unteren Extremitaten mittels eines Doppler-FluRgpests (Modell 1050, Parks Medical Electronics)
und einer Manschette verbunden mit einem Druckmatenyemesseli. ' Der Unterschenkel-Blut-
druckindex wurde fir jedes Kaninchen als das Vénigilaus systolischem Blutdruck der ischami-

schen mit dem der normalen Extremitat bestimmt.
Intravaskulare BlutfluR-Messung

Vor der selektiven iliakalen Angiographie am Tagv@Orde der Blutflufin vivo mittels eines
0.018-Inch Dopplerdrahtes (Cardiometrics) quanéfiz welcher wie friiher beschrieB&hin die
linke A. carotis communis eingefihrt worden warr Deaht wurde via einem 3-F Infusionskatheter
(Target Therapeutics), welcher am Ursprung detidca communis positioniert worden war, bis zum
proximalen Segment der A. iliaca interna, welcheidthamische Extremitét versorgt, vorgeschoben
(Abb. 2.2). Die durchschnittliche Maximalgeschwindigkeit (@age Peak Velocity = APV) wurde in
Ruhe aufgezeichnet, und die maximale APV wurde natrharterieller, Gber 2 Minuten konstanter
Gabe von Nitroprussid (Sigma) mittels einer Infaspumpe (1 ml/Minute) ermittelt. Das

Medikament wurde in einer Dosis von 1&/Minute/kg verabreicht.

Wie schon anderweitig beschrieb&nyurde der angiographische Lumendurchmesser der A.
iliaca interna in Ruhe und nach Nitroprussid-Infusimittels eines automatischen Gefalirand-
Erkennungssystems (Quantum 2000I; QCS) bestimmtlud@nale Durchmesser wurde 5 mm distal
der Drahtspitze, was dem Doppler-Messbereich entdprermittelt. Die Querschnittsflache wurde

unter der Annahme eines zirkuldren Lumens berechnet

Der BlutfluR wurde aus dem Dopplersignal berectaietQ, = (pd%4)(0.5 x APV), wobei @

den Uber die Zeit gemittelten FluR3, d den Gefalduesser und APV den Durchschnitt Uber die Zeit
der spektralen Spitzengeschwindigkeit darst®it. Die mittlere  Geschwindigkeit wurde
naherungsweise angesetzt als 0.5 x APV unter daalme eines im zeitlichen Mittel parabolischen
Geschwindigkeitsprofils entlang des GefalRes. Dédease Weise aus dem Dopplersignal berechnete
BlutfluR war in vorausgehenden Untersuchungervivo validiert wordern®® Fiir die ischamische
Extremitéat, in welcher die A. iliaca externa emntiteworden war, reprasentiert der Flul3 durch die A
iliaca interna den FluR zur gesamten Extreniftlie FluRreserve wurde definiert als das Verhéltnis

von Ruheflu’ zu pharmakologisch induziertem maxamaFluf3.
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Dopplerdraht in der
- A iliaca interna

Maximalfluf®

Qp=(pd?/4)(0.5xAPV)

Abb. 2.2 Intravaskulare BlutfluBmessung mittels DopplertréDarstellung links oben ohne, unten mit Kontragel-
injektion in die A. iliaca communis. Ein 0.018-Indbopplerdraht (Cardiometrics) wird durch einen irr de iliaca
communis positionierten 3-F Infusionskatheter (Bargherapeutics) im proximalen Segment der A. diaterna, welche
die ischdmische Extremitat versorgt, plaziert. Dfren erfolgt zundchst die RuhefluBmessung, dannMigssung des
maximalen Flusses, induziert durch Nitroprussidsidn. Der Blutflu? errechnet sich aus der angegabdiormel. @:
mittlerer FluB, d: GefaRdurchmesser, APV: durchittiuhe Spitzengeschwindigkeit.

ANATOMISCHEMESSUNGEN
Selektive Angiographie der A. iliaca

Die angiographische Analyse der KollateralgefaRahkwng in der ischamischen Extremitat
wurde anhand des 4-Sekunden-Angiogramms durchdefiileiches nach Injektion von 0.25 mg
Nitroglycerin und 5 ml nicht-ionischem Kontrastrelt{Isovue-370; Squibb Diagnostics) durch einen
3-F Infusionskatheter (Target Therapeutics) in die iliaca interna aufgezeichnet wurde. Zur
Auswertung wurde auf das Angiogramm auf Hohe detiaben Hifte eine gitterartige Folie angelegt,
welche aus kleinen Kreisen mit einem Durchmesser2:/6 mm bestand, angeordnet in Reihen mit
einem Abstand von 5 mm untereinander. Dann wur@eAdizahl Kontrastmittel-gefillter Gefalle
(Kollateralen), welche jeweils einen Kreis kreuztpro Kreis gezahlt, ebenso wie die Gesamtzahl an
Kreisen, welche das Gebiet der medialen Hifte dede®er angiographische Score wurde dann
berechnet als Verhéltnis aus der Anzahl an Kreidenyon Kontrastmittel-gefillten Arterien gekreuzt
wurden, geteilt durch die Gesamtzahl der Kreise dem ischdmischen Huftareal. Dieser
angiographische Score kann als Malf3 fur die Gefaf- Kollateraldichte in dem medialen Huftgebiet

angesehen werdéff.
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Kapillardichte

Das Ausmafll an Angiogenese wurde weiterhin in lidtrmekopischen Schnitten von
ischamischer und nicht-ischamischer Extremitatetuasur untersucht’® Am Tag 30 wurden nach
Einschlafern der Tiere Gewebeproben von jeder antdextremitat aus dem M. adductor und
semimembraneus quer zur Faserrichtung entnommeselnwei Muskeln wurden gezielt deswegen
ausgewahlt, weil sie die zwei Hauptmuskeln im Bareler medialen Hufte sind, welche urspringlich
durch die A. femoralis profunda perfundiert wurdemlche zum Operationszeitpunkt ligiert worden
war. Die Gewebeproben wurden in Ornithincarbayifarase-Verbindung (OCT) (Miles Inc.)
eingebettet und in Flissigstickstoff tiefgefrorém.mm dicke Gefrierschnitte wurden dann mit
alkalischer Phosphatase nach der IndoxyltetrazeMethode angefarbt, um kapillare Endothelzellen
nachzuweisen, gefolgt von einer Eosin-Gegenfarbiigur Bestimmung der Kapillardichte (mittlere
Anzahl von Kapillaren/mR) wurden die Kapillaren dann unter einem 20x Oljekdentifiziert.
Insgesamt wurden 20 verschiedene, zufallige Gedalder von den zwei Muskeln ausgewahlt und
die Zahl der Kapillaren gezahlt. Um sicherzugeldass die Analyse der Kapillardichte nicht durch
eine Muskelatrophie Uberschatzt werden konnte, evdid Kapillardichte zuséatzlich in Abhangigkeit

von der Zahl der Muskelfasern in dem Gesichtsfetdtéelt (Verhaltnis aus Kapillaren/Myozyten).
Statistische Auswertungen

Die Ergebnisse sind als MittelwertStandardabweichung vom Mittelwert (standard esfdahe
mean (SEM)) angegeben. Statistische Signifikanzde/umittels dem unpaarigen Students t-Test fir
den Vergleich zweier Mittelwerte und mittels Vaizanalyse (ANOVA) fir den Vergleich mehrerer

Mittelwerte ermittelt. Ein p-Wert < 0.05 wurde akatistisch signifikant angesehen.

2.3. Ergebnisse
Einflul3 von rhVEGF-C auf die endotheliale Zellpfetation

Die Effekte von rhVEGF-C auf die endotheliale Fiasttion sind inAbb. 2.3gezeigt. Bei einer
Konzentration von 10 ng/ml war die mitogene Aktitivon VEGF-C Protein in HUVECs 35% von
der mit VEGF-A erzielten. Dieser Unterschied waatistisch signifikant (p<0.005Apb. 2.3A). Der
mitogene Effekt von VEGF-C war starker ausgepragthnAnwendung in HMECSApb. 2.3B): mit
10 ng/ml war die mitogene Antwort von VEGF-C 72%Vmargleich zu der mit VEGF-A (p<0.01).
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Abb. 2.3. Proliferative Antwort von(A) HUVECs oder(B) HMECs auf rekombinantes humanes VEGF-A/VEGF-1 oder
VEGF-C/VEGF-2 Protein. 5x£0Zellen wurden pro well ausgesat und die ZunahmeZeézahl wurde 48 Stunden nach
Zugabe der Wachstumsfaktoren mit dem MTS-koloriirselien Assay ermittelt. Die Balken zeigen den Mitet £+ SEM
mehrerer paralleler Messungen. *: p<0.05 VEGF-A/\FEGvs. VEGF-C/VEGF-2 Protein.

Einflul3 von rhVEGF-C auf die endotheliale Zellmigpa

Sowohl VEGF-A als auch VEGF-C Protein zeigten einaagepragten chemotaktischen Effekt
auf Endothelzellen. Die Dosis-Wirkungs-Kurven zeigteine typische Gauss’'sche Verteilung,
beginnend mit einem Effekt auf die Zellmigrationelesher nachweisbar war bei einer minimalen
Konzentration von 0.1 ng/mApb. 2.4). Fir HUVECs war bei einer Konzentration von 1@nnigdie
chemotaktische Antwort auf VEGF-C 83% von der, Wwelenit VEGF-A nachweisbar war (p<0.05)
(Abb. 2.4A); fur HMECs war die chemotaktische Antwort auf VIE@G und VEGF-C nicht zu
unterscheidenAbb. 2.4B).

NO-Freisetzung aus kultivierten HUVECs durch VEGF-C

Behandlung von HUVECs mit VEGF-C (1, 10 und 100 nmy/ verursachte einen
konzentrations-abhangigen Anstieg der NO-Synthedeb.( 2.5. Maximale NO-Synthese wurde
zwischen 3 und 6 Minuten nach Zugabe von VEGF-Cbaebtet. Behandlung von HUVECs mit
VEGF-A (100 ng/ml) unter den gleichen experimeetelBedingungen induzierte NO-Synthese wie
bereits friiher berichté?? S-Nitrosoacetylpenicillamin (SNAP) diente als Rkbntrolle, und 0.1
mmol/l resultierte in einem signifikanten AnstiegrdNO-Konzentration in dem Puffermedium. Im
direkten Vergleich war der maximale gemessene N@atals Antwort auf VEGF-C 92.7% und auf
VEGF-A in gleicher Dosis 80.9% in Bezug auf 0.1 rBIMAP (100%).
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Abb. 2.4. Chemotaktische Antwort vofA) HUVECs oder(B) HMECs auf rekombinantes humanes VEGF-A/VEGF-1 oder
VEGF-C/VEGF-2 Protein. 2.5xf0Zellen wurden in die oberen wells einer 48-wellkMichemotaxis Boydenkammer
eingebracht und fir 4 Stunden beP@G7n M199-Medium mit 1% FBS inkubiert. The unterenilsventhielten verschiedene
Konzentrationen an Wachstumsfaktor. Die durch €nl/carbonatmembran mit einer Porengréf3e von mi8migrierten
Zellen wurden durch Farben der Zellen an der Usigrsder Membran mit Giemsa-Losung und Z&hlen voai d
Gesichtsfeldern unter dem Mikroskop (100x) quaritfit. Jede Bedingung wurde in Vierfach-Anséatzerckgefiihrt. Die

Balken zeigen den Mittelwett SEM mehrerer paralleler Messungen. *: p<0.05 VEG¥EGF-1 vs. VEGF-C/VEGF-2
Protein.
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Abb. 2.5. Induktion einer Freisetzung von Stickoxid (NO) &lldVECs durch VEGF-C/VEGF-2, gemessen mit einer NO-
spezifischen, an einem NO-Meter angeschlossenesrqguhphischen Elektrode. HUVECs in 6-well Plattemrden mit
Krebs-Henseleit-Lésung vor Zugabe der Reagenzieilitiigrt. S-Nitrosoacetylpenicillamin (SNAP, 0.1N%) und VEGF-

A/VEGF-1 (100 ng/ml) dienten als Positivkontrollebie Balken zeigen Mittelwert SEM von 4-6 Messungen in jeder
Gruppe.
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Einflu von VEGF-C auf die Gefal3permeabilitat

Wiederholte intradermale Injectionen der Kontrafiikel-Kochsalzlésung (0.1 ml) erhéhte
nicht die GefalRpermeabilitat. Intradermale Injektimn sowohl VEGF-A als auch VEGF-C (16, 32,
64, 128 ng) steigerte signifikant die Gefalpernigabin Dosis-abhéngiger Weis@dlfb. 2.6A). Die
Entwicklung einer positiven (blauen) Antwort begar55+6 Sekunden (n=3) nach der intradermalen
Injektion. Wiederholte Experimente (n=3) zeigtennkesignifikanten Unterschiede in der Induktion
eines Anstiegs der GefalRpermeabilitat zwischen \MBGIRd VEGF-C. Als Positivkontrollen wurden
Bradykinin und Histamin (100 nM) benutzt, welche idee an den Injektionsstellen die

GefalRpermeabilitat erhéhten (nicht dargestellt).

Um die Rolle des NO in der VEGF-C vermittelten drteih Gefal3permeabilitédt zu untersuchen
wurde der NO-SynthetaseinhibitorNAME (20 mg/kg) systemisch injiziert, und zwar ROnuten
vor der intradermalen Applikation von VEGF-A und 8E-C.L-NAME schwéchte die durch sowohl
VEGF-A als auch VEGF-C induzierte vermehrte Gefa@dassigkeit deutlich abApb. 2.6B). Das
inaktive Stereoisomeb-NAME (20 mg/kg), welches die endotheliale NO-Sy#h nicht hemmt,
konnte dagegen den mit sowohl VEGF-1 als auch VEBEGHeobachteten Anstieg der
Gefal3permeabilitat nicht verhindern (nicht dargést®emzufolge ist die erhdhte Gefal3permeabilitat
sowohl fir VEGF-A als auch fir VEGF-C abhangig Vokaler NO-Produktion.

16 32 g4 qpg YECF-C
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v v v Y Y Vv VEGFC
Saline § 16 32 64 128
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Abb. 2.6. EinfluR von VEGF-A und VEGF-C auf die GefaRBpernik@h (Miles-Assay).(A) Sowohl VEGF-A als auch
VEGF-C erhohten die GefaBpermeabilitat in Dosis-agtger Weise. Die Dosen sind durch die Pfeile aaiggzEin kleines
Gebiet traumatischer Blaufarbung war nach Injektimn Kochsalz-Kontrolle zu beobachte(B) EinfluR des NO
Synthetaseinhibitors-NAME (20 mg/kg) auf VEGF-A und VEGF-C induziertethéhter Gefalpermeabilitat. Systemische
Injektion vonL.-NAME 20 Minuten vor Administration von EvansblaasBstoffldsung schwéachte die VEGF-A und VEGF-C
mediierte erhdhte GefaRdurchlassigkeit deutlich Bie Photographie ist reprasentativ fir jeweils Grothgefiihrte
Experimente.
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VEGF-C Rezeptorexpression

Um mogliche Zielgefal3e fir eine Bioaktivitat von @E-C in Erwachsenen zu identifizieren
untersuchten wir die VEGFR-3 und VEGFR-2 mRNA-Exsien in explantierten Segmenten
menschlicher A. mammaria interna und Vena saphettelsrReverse Transkriptions-PCR (RT-PCR).
Fir diese Experimente wurden menschliche Gewebeprdienutzt, da die korrespondierenden
Nukleotidsequenzen fur Kaninchenspezies bishett pighliziert sind Abb. 2.7 zeigt, dass die VEGF-
C Rezeptoren VEGFR-2 und VEGFR-3, ebenso wie VEGFERwohl im vendsen als auch arteriellen
Gewebe exprimiert sind. Als Positivkontrolle wurdeftJVECs benutzt, da fir diese Zellen eine
Koexpression von VEGFR-1, VEGFR-2 und VEGFR-3 tisrbeschrieben worden wirRNA aus
humanen Fibroblasten, fir welche eine PCR-Amplifd@nie positive Banden fur diese Rezeptoren

ergab, diente als Negativkontrolle.

VEGFR-3

-+— 190 bp

VEGFR-2

VEGFR-1

GAPDH

=
—
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Abb. 2.7. Reverse Transkription-PCR (RT-PCR) zeigt die VEGFR-1G¥R-2 and VEGFR-3 mRNA-Expression in
explantierten Segmenten von normaler menschlichexaghena vein (Spur 1) und A. mammaria internan8p HUVECs
(Spur 3), welche bekanntermafen alle drei Rezeptarerprimieren, dienten als Positivkontrolle. M: BNXEroR3enmarker.
Die GroRen der PCR-Produkte sind rechts angegeben.

Einflul3 von pcVEGF-C und rhVEGF-C auf Blutdruck wapplerflufd

Der Unterschenkel-Blutdruckquotiemiar in allen Gruppen am Tag O vergleichbablg.
2.8A). Am Tag 30 hatte der Blutdruckquotient in den mitVEGF-C und VEGF-C Protein-
behandelten Gruppen auf 0.83+£0.03 bzw. 0.76+0.@érmummen. In beiden Fallen Uberschritt dieser
Wert den in den Kontrollgruppen gemessenen signitiK0.59+0.04 bzw. 0.58+0.03; p=0.002 bzw.
0.009). Der Blutdruckquotient in den Kaninchen, eie! Gentransfer mit phVEGF-C erhalten hatten,
unterschied sich nicht signifikant von dem, der den mit rekombinanten VEGF-C Protein

behandelten Kaninchen ermittelt wurde.

Der Blutfluf? in der A. iliaca interna der ischantisa Extremitat wurde an den Tagen 0 und 30

gemessen. Am Tag 0 bestand kein Unterschied zwisdbe Gruppen hinsichtlich dem Ruhe- oder
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dem maximalen Blutfluf3 (nicht dargestellt). Fir ps¥-C Plasmid war der maximale iliakale Blut-

flu nach Nitroprussid-Infusion am Tag 30 deutlegestiegen im Vergleich zu den pGSVLacZ
Kontrollen (53.7+£5.9 vs 31.6+1.2 ml/min, p=0.0008)n Tag 30 war der maximale Fluf auch in der
VEGF-C Protein-behandelten Gruppe (39.1+6.7 ml/nsgnifikant hoher als der in der RSA

Kontrollgruppe (26.1+5.4 ml/min, p=0.03). Ein Vergih zwischen der Plasmid- und der Protein-
behandlungsgruppe ergab keinen statistisch sigmfédn Unterschied (p=0.17).

Die iliakale FluRBreserve, das Verhéltnis zwischemBlutflu® in Ruhe und nach maximaler
pharmakologischer Stimulation, betrug 2.90+0.31.l2%5+0.14 fir die pcVEGF-C bzw. rhVEGF-C
behandleten Kaninchen. In beiden Fallen bedeusst einen statistisch signifikanten Unterschied im
Vergleich zu den jeweiligen Kontrollen (pGSVLacZ#@+0.17 bzw. RSA=2.04+0.23; p=0.04 bzw.
p=0.04) Abb. 2.8C).

Einflul3 von pcVEGF-C und rhVEGF-C auf die anatomisachweisbare Kollateralentwicklung

Die quantitative Analyse der KollateralgefaBentwick) in der medialen Huftregion der
ischamischen Extremitat ist iAbb. 2.8B zusammengefalt. Vor Behandlung (Tag 0) waren keine
signifikanten Unterschiede zwischen den GruppeBenug auf den angiographischen Score. Am Tag
30 Ubertraf der angiographische Score sowohl irVi#sF-C Gentransfergruppe (0.85+0.05) als auch
in der Proteingruppe (0.74+0.08) dem in den Kofgroppen gemessenen (pGSVLacZ= 0.51+0.02;
p=0.00003 bzw. RSA=0.53+0.03, p=0.023). Der angipgische Score in der pcVEGF-C Gen-
transfergruppe war signifikant héher als der in pieteinbehandelten Gruppe gemessene (p=0.02).
Abb. 2.9 zeigt reprasentative Angiogramme der A. iliacain&, welche am Tag 30 von Kontroll-
tieren, VEGF-C Plasmid-, und rekombinanten VEGF-0Otéin-behandelten Tieren aufgenommen
wurden. In beiden Behandlungsgruppen war das Ausuaaf’ Kollateralgefallentwicklung im

Vergleich zu den korrespondierenden Kontrollgrupgnker ausgepragt.

Gewebeproben aus der medialen Huftmuskulatur vohamischen und nicht-ischamischen
unteren Extremitaten wurden lichtmikroskopisch aag BO untersucht. Die histologische Evaluation
nach Farbung mit alkalischer Phosphatase ergals, diasKapillardichte in der mit pcVEGF-C-
transfizierten Gruppe (252+12/mmebenso wie in der mit VEGF-C Protein behandelBrmppe
(229+20/mm) signifikant ausgepragter war als diejenige, welctir die korrespondierenden
Kontrollgruppen  beobachtet worden waren (pGSVLa@3#10/mm, p=0.001; bzw.
RSA=164+20/mrfy p=0.043) Abb. 2.8D). Die Analyse des Verhéltnisses aus Kapillaren zu
Muskelfasern erbrachte vergleichbare Ergebnissghi{miargestellt). Die Analyse der Kapillardichte
und des Quotienten Kapillare/Muskelfaser in der ialed Huftmuskulatur der nicht-ischamischen
kontralateralen Extremitat zeigte keine Untersohiemvischen den Gruppen (nicht dargestellt).
Reprasentative Beispiele fir histologische, mitabdicher Phosphatase gefarbte Schnitte in den

verschiedenen experimentellen Gruppen sinélibh. 2.10dargestellt.
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Abb. 2.8. (vorige Seite)A) Quotient der unteren Extremitaten-Perfusionsdrakd@ag 0 (unmittelbar vor Behandlung) und
Tag 30. Der Blutdruckquotient fiir jedes Kaninchenrdeu definiert als das Verhaltnis des systolischamnicks der
ischamischen Extremitdt zum systolischen Druck dermalen Extremitat (jeweils n=8). Am Tag 0 wurd&eine
Unterschiede zwischen den Gruppen beobachtet. Agn3Dawar der Blutdruckquotient signifikant gréf3erKaninchen,
welche rhVEGF-C/VEGF-2 Protein erhalten hatten intgiech zu RSA-Kontrolle, und in Kaninchen, welcheVigEGF-
C/VEGF-2 Plasmid erhalten hatten im Vergleich zu WG&Z-Kontrollen.(B) Angiographischer Score, ermittelt aus der
quantitativen Analyse angiographisch nachweisba¢elateralgefaBe in der medialen Huiftregion derhi#@unischen
Extremitat, an den Tagen 0 und 30. Am Tag O wan kéiterschied zwischen den Gruppen. Am Tag 30iestZdhl der
Gefalle signifikant gréRer in den VEGF-C/VEGF-2 Hmtaund Plasmid-behandelten Gruppen verglichen dah
Kontrollen. Anwendung von Plasmid-DNA schien einaasgepragteren Effekt zu verursachen als der Gefraan
rekombinanten Protein (jeweils n=&L) lliakale BlutfluBreserve (Verhaltnis aus Blutflu Ruhe und maximalem, durch
Nitroprussid-induziertem Flul3) gemessen in der llaca interna der ischamischen Extremitat am Tagnidels eines
intraarterillen Dopplerdrahtes. Sowohl VEGF-C/VEGFRotein als auch Plasmid flhrte zu einer signifika
Verbesserung der iliakalen FluRBreserve (jeweils)néB) Kapillardichte, gemessen am Tag 30 in histologgscBchnitten,
welche aus medialen Hiftmuskeln der ischamischeth der nicht-ischamischen kontralateralen Extremgétvonnen
worden waren. In den nicht-ischamischen Extremitat@r die Kapillardichte zwischen den Gruppen \agfibar (nicht
abgebildet). In den ischdmischen Extremitaten matkapillardichte durch VEGF-C/VEGF-2 Protein unasthid (jeweils
n=8) signifikant zugenommen. n.s.=nicht signifikdRSA=Kaninchen (rabbit) Serum-Albumin.

Abb. 2.9. Selektive Angiogramme der A. iliaca interna an Tyvon Tieren, welch¢A) RSA-Kontrolle, (B) rhVEGF-
C/VEGF-2 Protein(C) pGSVLacZ Kontrollplasmid un(D) pcVEGF-C Plasmid DNA erhalten haben. Im Gegensaiden
Kontrollen weisen die Behandlungsgruppen eine Zumaamangiographisch sichtbaren KollateralgefaRén au
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Abb. 2.10. Histologische Schnitte, welche am Tag 30 aus isi$gher Extremitdétenmuskulatur (M. adduktor) entrmen
und mit alkalischer Phosphatase (gegengefarbt wsinE gefarbt wurden(A) RSA-Kontrolle, (B) rhVEGF-C/VEGF-2
Protein-,(C) pGSVLacZ Kontroll-Plasmid- un{D) pcVEGF-C/VEGF-2 Plasmid-behandeltes Kaninchen. Baflnag mit
VEGF-C als rekombinantes Protein oder Plasmid béidine Zunahme der Kapillardichte. Die dunkelbfatrunkte
markieren Kapillaren.

2.4. Diskussion

Die kirzliche Identifizierung und Reinigung von VE®/VEGF-2° und VEGF-B/VEGF-3}
zusatzlich zu VEGF-A/VEGF-1 und PIGF, hat die Zdht bekannten Mitglieder der VEGF-Familie
auf vier erhéht und demzufolge eine weitere StufdKamplexitat zu den gegenwartigen Konzepten
hinsichtlich Angiogenese und vaskularem Remodétimgugefugt. Alle vier Mitglieder werden von
verschiedenen Genen kodiert, welche auf verschesd@mromosomen lokalisiert sind, aber sie teilen
eine bemerkenswerte Homologie. Im Falle von VEGFZOm Beispiel ist 32% der
Aminosauresequenz identisch zu VEGkiNd 27% zu PIGk:.

Die Verschiedenheit in der Bioaktivitat, wie siedmelsweise fir VEGF-A und PIGF gezeigt
wurde’® "ist sehr wahrscheinlich auf verschiedene Affimitéitler vier VEGF-Mitglieder zu den drei
bekannten endothelspezifischen fms-ahnlichen Tykasasen VEGFR-1, VEGFR-2 und VEGFR-3
zuriickzufiihren. VEGF-C wurde isoliert als ein Ligamd spezifischer Aktivator von VEGFR¥3/®
und es wurde dariiberhinaus gezeigt, dass es digphAasphorylierung von VEGFR-2 stimuliéft.
Zusétzlich wurde die mRNA Expression von VEGFR-31 WEGFR-2 in kultivierten HUVECS,
HMECs und Endothelzellen aus der V. femor@limachgewiesen. Daher begannen wir unsere
Untersuchungen der Bioaktivitdt von VEGF-C, indernn Rroliferations- und Migrationsassays mit
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verschiedenen Endothelzell-Typanvitro unternahmen. Wir beobachteten eindeutige mitogere
chemotaktische Reaktionen de Endothelzellen auf BHEG; was vorausgegangene Berichte
bestatigt® ® Obwohl der EinfluR auf die Zellmigration fiir VEGFund VEGF-C in vergleichbarer
GroRRenordnung lag, war die proliferative Antwortf alEGF-C geringer als die fir VEGF-A
erhaltene, insbesondere im Fall der HUVECs. Troesal Tatsache war die beobachtetevivo
Angiogenese kraftig ausgepragt und nicht zu unbeisen von der Reaktion, welche im gleichen
Tiermodell mit rekombinanten VEGF-A Prot&inoder Plasmid-DNA® in vorausgegangenen

Experimenten beobachtet worden war.

Die Tatsache, dass dim vivo-Ergebnisse dieser Experimente die vitro-Analyse der
Zellmigration im Gegensatz zu der Zellproliferatidiesser wiederspiegeln, ist konsistent mit
Beobachtungen, welche sich mit den relativen Bgénddieser beiden Aktivitdten zur Angiogenese
beschaftigen. In einem klassischen Experiment, vealéin der Cornea der Ratte durchgefuhrt worden
war, zeigten Sholley und Mitarbeit&rdass GefaRaussprossungen induziert und fir met ahge
aufrechterhalten werden konnten, obwohl zuvor @metrahlungsbehandlung durchgefihrt worden
war, welche ausreichte, um DNA-Synthese und somiblifBration zu unterdricken. Die
angiogenetische Aktivitat war in diesem Modell aeeigend interpretiert, dass sie den dominierenden
Einflud der Endothelzell-Migration reflektierte. tAtnativ ist es mdglich, dass die gewissermal3en
eindimensionalenn vitro-Assays, die Ublicherweise benutzt werden, um Hredatll-Proliferation
und —migration zu charakterisieren, nicht notweadigalen das Potential einzelner Faktoren

wiederspiegeln oder vorhersagamyivo angiogenetisch wirksam zu sein.

Stickoxid (NO) wird von Endothelzellen und arteleal Segmenten in Zell- und Organkultur
freigesetZ”™ ' und es wurde im Corneaassay mit Kaninchen gezeits NO VEGF-induzierte
Neovaskularisierung mediieft’ Vor kurzem haben Experimente, welche in Mauserchyefiihrt
wurde, denen die endotheliale NO-Synthetase gehetishlt, aufgezeigt, dass endogenes NO
essentiell ist fur die endogene Angiogenese, weditie als Antwort auf eine Extremitatenischamie
entwickelt’®® und dass das Fehlen von endogenem NO ein giingtiggsechen auf rekombinantes
VEGF,ss ausschlieRt®® Unser Ergebnis, dass VEGF-C die Freisetzung von iNOvitro in
vergleichbarem Ausmafl} wie VEGF-A fordert, ist imnidang mit dem Nachweis, dass VEGF-C

Angiogenesén vitro fordert.

In Ubereinstimmug mit diesem Ergebnis erhohte VEGHie GefaRpermeabilitat im Miles-
Assay; dieser Effekt war fast vollstandig hemmbairc vorausgehende Gabe eines NO-Synthetase-
inhibitors. Ahnliche Ergebnisse sind zuvor fiir VE@Mubliziert worden®® Wenn man das Ausmaf
in Betracht zieht, mit welchem Angiogenese und Gpéimeabilitit offenbar verbunden sfAdiann
liefert dieses Ergebnis ein zusatzliches Arguménteine Beteiligung von NO in der Vermittlung
VEGF- (A und C) mediierter Angiogenese. Soweit dérbekannt durfte VEGF-C aufgrund der mit
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dem Miles-Assay erhaltenen Ergebnisse der einziggitzliche Wachstumsfaktor neben VEGF-A

sein, welcher die Gefal3permeabilitat erhoht.

In der Folge der initialen Beschreibungen von VEGFand VEGF-BY stellten sich
verschiedene Fragen hinsichtlich der Bioaktivitésdr beiden Genprodukie. vitro wurde gefunden,
dass beide Faktoren mitogene Aktivitat aufwieSer; und VEGF-C stimulierte das Auswachsen
von Rinder-Endothelzellen in einem Kollagengel-As€aUberexpression von VEGF-C in der Haut
von transgenen Mausen filhrte jedoch nach Beobagéturon Jeltsch und Mitarbeitéfrzu einer
Hyperplasie von lymphatischen GefalZen. Weil keiireudise auf Angiogenese beobachtet wurden,
wurden diese Ergebnisse dahingehend interprediass VEGF-C nicht Angiogenese fordert, sondern
ein spezifischer Ligand fiir lymphatisches Endotisef? Wie die Autoren einrdumen war dieses
Ergebnis ,unerwartet spezifisch”, weil gezeigt wemdvar, dass VEGF-C den VEGFR-2 transduziert,
welcher als der hauptverantwortliche Rezeptor file &/ EGF-A induzierte Angiogenese betrachtet

wird.

Unsere Ergebnisse stehen im Widerspruch zu dertHgpe von Jeltsch und MitarbeitéfrMit
einem zuvor etablierten und validierten Kanincheod®ll mit ischamischer unterer Extremitaf®
liel3 sich eindeutig zeigen, dass VEGRACvivo Angiogenese fordert. Es war zuvor gezeigt worden,
dass der anatomische und physiologische Nachwestavkter Angiogenese bzw. Arteriogenese,
welche in diesem Tiermodell beobachtet wird, zurikdlthren ist auf eine deutlich erhdhte
proliferative Aktivitdt von Endothelzellen als Antw¢ auf ein endotheliales Mitogen, was eine
vermehrte Entwicklung vaskularer Aussprossung regftePréklinische Untersuchungen mit diesem
Tiermodell, bei welchen nackte DNA kodierend fir GE=A benutzt wurde, sind mittlerweile in

Patienten durchgefiihrt word&h.'**

Vergleichbar zu den Ergebnisse, welche bisherViaGF-A
berichtet wurdef' % verbesserte VEGF-C — verabreicht als nackte DNAr ads rekombinantes
Protein — die FluRreserve sowie den Perfusionsddeckschamischen Extremitat und verstarkte die
angiographisch nachweisbaren KollateralgefaRe salidgeKapillardichte. In den Experimenten, in
denen VEGF-A als Plasmid-DNA transferiert wurdenki® mittels Reverser Transkriptions-PCR mit
nachfolgender Southern Blot-Analyse eine Expresdiemubertragenen Gens bis zu 21 Tage nach der
Transfektion in der arteriellen GefaRwand nachgsere werden? Eine derartige anhaltende
Expression des eingebrachten Gens stellt eine omigglErklarung fir den deutlicheren Effekt auf
physiologische und anatomische Parameter nach &eférversuseinmaliger Bolus-Verabreichung
rekombinanten VEGF-C Proteins dar. Alternativ k@&n™mEGF-C, nachdem es transkribiert und
translatiert wurde, intrazellulare Heterodimere arileren VEGF-Familienmitgliedern bilden, wie es
fur VEGF-A"® und VEGF-G' schon gezeigt worden war, und damit seine Effektstarken, was

nur fur einen Faktor alleine nicht moglich ware.

Es gibt mindestens zwei mdgliche Erklarungen fle dinterschiedlichen Resultate, die

einerseits in den transgenen Mausen, andererséitsin dem Kaninchenmodell beobachtet wurden.

30



Erstens ist die physiologische Funktion eines jedezanden abhdngig von der zeitlichen und
raumlichen Expression seines spezifischen RezepEssbleibt noch herauszufinden, welche der
beiden Rezeptoren, VEGFR-2 oder VEGFR-3, oder bdide Effekte von VEGF-C transduziert,
wenn man bedenkt, dass eine Autophosphorylierurdgb&ezeptoren nach Stimulation mit VEGF-C
gezeigt worden wat, " und wir konnten nun zeigen, dass beide postnatatteriellen und vendsen
GefaRabschnitten exprimiert sind. Ahnliche Ergedmisind in vorangegangenen Untersuchungen in
kultivierten HMECs, HUVECs und Endothelzellen der fémoralis beobachtet wordéh!® Selbst
wenn die Funktion des VEGFR-3 in Erwachsenen begrést auf die Aufrechterhaltung von
lymphatischen GeféaRen, wie es vor kurzem firr didrgonale Entwicklung gezeigt wurde,*™
konnte die postnatale, VEGF-C induzierte Angiogereassschlie3lich durch den VEGFR-2 vermittelt
werden® Zusétzlich kénnte die mégliche Bildung von VEGFREZGFR-3 Heterodimeren zu mehr

zelltyp- oder gewebsspezifischen Effekten fiifen.

Daruberhinaus haben vorausgegangene Untersuchgegeigt, dass Ischamie zu einer lokalen
Hochregulierung des VEGFR-2 fiHH; ** also dem hauptséchlichen Rezeptor, welcher VEGF-A
induzierte Angiogenese vermittelt. In der Abwesdnheiner solchen Ischamie-bedingten
Hochregulation wurde bisher nie Angiogenese alswart auf eine transiente Uberexpression von
VEGF-A beobachtet: *® Konsequenterweise ware es in der Abwesenheit ef@équaten Rezeptor-
Hochregulation verstandlich, dass auch eine tratesi&Jberexpression von VEGF in postnatalen

Tiermodellen keine Angiogenese auslost.

Eine zweite mogliche Erklarung bezieht sich auf de&snstrukt, welches Jeltsch und
Mitarbeitef” benutzt haben, um VEGF-C transgene Méause zu geeeriDa es den menschlichen
Keratin-14 (K14) Promoter benutzt, ist die Genegpren auf die Basalzellschicht von Plattenepithel
beschrankt. Es ist somit nicht unbedingt zulasdig,dort erzielten Ergebnisse auf die Genexpression

in anderen Geweben oder Organen zu extrapolieren.

Zusammenfassend zeigen die vorliegenden Untersgenymass trotz Hinweise auf Spezifitat
fur lymphatisches Endothel in einem embryonalenwisiungsmodell VEGF-C Angiogenese und
Blutflu zu ischamischen Geweben verbessern kaannwes in erwachsenen Tieren in einem Milieu
ischamischer Gewebe zeitlich begrenzt Uberexprimiérd. Diese Ergebnisse unterstreichen das
Prinzip, dass konstitutive Uberexpression einesbegen Proteins wahrend der Embryogenese nicht
notwendigerweise in der Wirkung aquivalent ist zonee transienten Uberexpression des gleichen
Proteins im postnatalen Organismus; eine postndRadeeptormodulation, die mit spezifischen
pathologischen Prozessen assoziiert ist, in dieBalhmit Gewebsischamie, kdnnte teilweise die
verschiedenen Ergebnisse erklaren, die im embrgaonarsuserwachsenen Organismus beobachtet
wurden. Somit kbnnte VEGF-C niitzlich sein als eiimg@rer oder zumindest begleitender Wirkstoff

zur Forderung von Angiogenese bei ischamischeraBkkmgen.
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2.5.  Zusammenfassung

Vor kurzem wurde Vascular Endothelial Growth Fa&@o(VEGF-C oder VEGF-2) als spezifischer
Ligand fur die endothelspezifische Rezeptortyrasiagen VEGFR-2 und VEGFR-3 beschrieben.

vivo Daten, die auf eine konstit

utive Uberexpression in transgenen Mausen beschsim, wurden dahingehend interpretiert, dass
die wachstumsfordernden Eigenschaften von VEGF{Qiauymphatischen GefalRe beschrankt sind.
Die folgenden Untersuchungen wurden durchgefihrt dimm Hypothese zu testen, dass eine
konstitutive Expression von VEGF-C in adulten Trer&ngiogenese férdern kanim vitro wies
VEGF-C einen Dosis-abhédngigen mitogenen und chédisthen Effekt auf Endothelzellen,
insbesondere auf mikrovaskulédre endotheliale Zedlgh(72% bzw. 95% im Vergleich mit VEGF-
A/VEGF-1). VEGF-C stimulierte Freisetzung von Stigid (NO) aus Endothelzellen und erhdhte die
vaskulare Permeabilitdt im Miles-Assay; dieser Effgurde abgeschwacht durch Vorbehandlung mit
dem NO-Synthetase-Inhibitor,MNitro-L-Argininmethylester. Die Expression beiddEGFR-2 und
VEGFR-3 Rezeptoren konnte in humanen Gefal3stlickeN dsaphena magna und der A. mammaria
interna gezeigt werden. Das Potential von VEGF-@giégenesen vivo zu fordern, wurde dann in
einem Kaninchenmodell mit chronischer Ischamie waeren Extremitat getestet. Zehn Tage nach
Ligatur der A. iliaca externa wurde VEGF-C in Fovon nackter Plasmid-DNA (pcVEGF-C; 56)

in Polymer-Beschichtung eines Angiopastie-Ballondero als rekombinantes humanes Protein
(rhVEGF-C; 500nm) in direkter intra-arterieller Infusion (jeweits=8) verabreicht. Physiologische
und anatomische Messungen zeigten nach 30 Tagemeldim flr therapeutische Angiogenese, und
zwar sowohl fir pcVEGF-C als auch fur rhVEGF-C. D8$utdruckverhdltnis der unteren
Extremitaten (ischamisch/normal) stieg nach pcVEGRuf 0.83 + 0.03/ersus0.59 £ 0.04 (p <
0.005) in pGSVLacZ-Kontrollen und auf 0.76 + 0.G&&h rhVEGF-Crersus0.58 + 0.03 (p < 0.01) in
Kontroll-Kaninchen, welche Kaninchen-Serumalbummkontrolle erhalten hatten. Die aus Doppler-
Messung abgeleitete iliakale FluR-Reserve betridge2.1versus2.0 + 0.2 (p < 0.05) fur pcVEGF-C
versusLacZ-Kontrollen und 2.9 £+ 0.8ersus2.1 + 0.2 (p < 0.05) fur rhVEGF-&ersusAlbumin-
Kontrollen. Neovaskularitat wurde durghvivo Angiographie dokumentiert (angiographische Scores:
0.85 £ 0.05versus0.51 + 0.02 (p < 0.001) fur Plasmid-DNA und 0.78.@8versus0.53 + 0.03 (p <
0.05) firr Protein), und die Kapillardichte (pro Mrpost mortemhistologisch bestimmt (252 + 12
versus 183 +10 (p < 0.005) fur Plasmid-DNA und 2220 versus 164 + 20 (p<0.05) fur Protein). Im
Gegensatz zu den Ergebnissen mit transgenen Tiérdert somit die konstitutive Expression von
VEGF-C in erwachsenen Tieren Angiogenese in eineraton mit chronischer Gewebsischamie.
VEGF-C und seine Rezeptoren konstituieren somiereimffensichtlich redundanten Weg fir
postnatale Angiogenese und reprasentieren moglielise eine Alternative zu VEGF-A im Hinblick
auf Strategien zur Anwendung therapeutischer Aragiege bei Patienten mit chronischer Bein-

und/oder myokardialer Ischamie.
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3. Fibroblast Growth Factor-1 (FGF-1; aFGF) — Intramuskuldrer Gentransfer stimuliert die

Kollateralgefa3bildung (Arteriogenese) bei chronisher Ischamie

3.1. Einleitung

Fibroblast Growth Factor (FGF)-1 und 2 sind potestgiogenetisch wirksame Peptide mit
mitogenen und chemotaktischen Effekten auf endialleelind glatte GefaRmuskelzelléhi™'?Es ist
gezeigt worden, dass Ischamie die HochregulatiosnR@F-Rezeptor und Ligand stimulieren kann,
%5 und eine Verabreichung von FGF-1 oder —2 verbtessié Kollateralbildung und Myokardfunktion
in verschiedenen Tiermodellen chronischer Ischaffit€® Die FGF-1 Liganden- und Rezeptor-
Expression und Lokalisierung wahrend der embryendderzentwicklung korreliert mit kapillarer
Angiogenese und Differenzierung von Koronargefdf®en'® In einer kiirzlich veréffentlichten
Untersuchung erhohte die transgene UberexpressionFGF-1 die Koronararteriendichte und —
verzweigung®® Zusammengefalt legen diese Untersuchungen nahss &&F-1 klinische

Bedeutsamkeit haben kénnte in der Behandlung isisicher Krankheiter?® 2

Wachstumsfaktoren zur therapeutischen Angiogenésadn als rekombinante Proteine oder
durch somatischen Gentransfer verabreicht welfelf’ Ein wesentlicher theoretischer Vorteil der
Gentherapie im Vergleich zur Gabe von Proteinendist Moglichkeit, dass eine einzelne lokale
Verabreichung eines Gens einen lang-andauerndeaptgischen Effekt im Zielgewebe geben
kann'®* Zwei verschiedene Arten von DNA-Tragersystemend siterzeit fiur die somatische
Gentherapie in Gebrauch: rekombinante Viren unddoele Plasmide (,nackte DNA®). Obwonhl
Virus-basierte Vektoren sehr effiziente Trageraystesind, mufd das potentielle Risiko einer viralen
Genubertragung beriicksichtigt werden. Vor kurzenrdeueine neue Generation von Plasmid-
Vektoren entwickelt, indem die Plasmid-Anteile kdetp neu Uberarbeitet wurden, was zu
verbesserten Eigenschaften hinsichtlich der Biasiokit flihrte, wahrend eine hoch-effiziente
Genexpression erreicht werden konfite Diese sogenannten pCOR-Plasmide enthalten einen
konditionalen Replikationsursprung (conditional gomi of replication = pCOR), welcher eine
Disseminierung wahrend Produktion oder Therapidineert, tragen nur eine minimale Menge an
bakteriellen Sequenzen und enthalten kein AntikéeResistenzgen. Diese Verdnderungen im

Vektordesign kdnnten diesen DNA-Vektor ideal fie Humane Gentherapie machen.

Waéhrend die Effizienz des intravaskularen Gentenssidurch die vorhandenen Barrieren
aufgrund atherosklerotischer, oft stark kalzifimer_4sionen begrenzt iS¥ fiihrt eine intramuskulare
Anwendung zu einer anhaltenden Expression des geassund ist bei peripherer arterieller
VerschluBkrankheit und im ischamischen Myokard amgelet worded™ **2'%|n der vorliegenden
Studie wollten wir heraufinden, ob intramuskulé@entransfer nackter, fur FGF-1 kodierende DNA
natzlich ist, um die Kollateralenbildung in einemaminchenmodell mit chronischer peripherer

Ischamie anzuregen. Um Aspekte der Biosicherhegrathen, benutzten wir die pCOR-Plasmide mit
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neuem Design als DNA-Transportvehikel. Wir testetmrerstin vitro verschiedene fur FGF-1
kodierende Plasmidkonstrukte, um die Expressioizsefiz abzuschatzen, und benutzten dann das
Konstrukt mit der hochsten Transgen-ExpressiondférGentransfer-Experimente im Tiermodell. In
dem Extremitdtenmodell konnten wir eine bemerkemwvé&xpression des Transgens in dem
injiziertem Muskelgebiet, ebenso wie einen Dosikéadgigen Effekt von FGF-1 auf die
Kollateralbildung in der ischdmischen Extremitatimaeisen. Und schlief3lich verglichen wir, da in
der Struktur des FGF-1 Translationsprodukts eisditthes sekretorisches Signalprodukt féhin

vitro und in vivo den Einflu3 unseres Plasmids mit hoher Expressftinienz, kodieren fir das
natirlich vorkommende FGF-1, mit dem einer konstiten FGF-1 Form, wobei hier eine hydrophobe
Signalsequenz vom humanen Fibroblasten-Interferormg ersten kodierenden Aminosaure des

FGF-1 ligiert worden war.

3.2. Material und Methoden
FGF-1 Nomenklatur und Plasmide

In Abb. 4.1ist schematisch die FGF-1 Nomenklatur dargestie friher berichtét® entsteht
aFGF ebenso wie dasECGF-Polypeptid aus dem offenem Leserahmen (opading frame) dels-
ECGF durch proteolytisches Zerschneiden. Zwei Veesiene Expressionsvektoren, welche fur
sekretorische und nicht-sekretorische FGF-1 Formedieren, wurden in den folgenden
Experimenten benutzt. Die sekretorische Form deB-EGsp.FGF-1; sp: Signal-Peptid) wurde als
Fusionsgen des humanen Fibroblasten-Interferonaggptids (FINsp) und dem offenen Leserahmen
des a-ECGF konstruiert” Das parentale FGF-1 (benannt ns: nicht-sekretorismd sp.FGF-1
wurden urspringlich in einen eukaryotischen Expoessektor unter der Kontrolle eines
chimérischen Promoters, bestehend aus dem CMV-Eehdusioniert mit dem SV40-Promoter,
einkloniert und seine Transkription wurde terminimit der SV40-frihen Polyadenylationssequenz
mit viralem Intron. In diesen Expressionsvektorkéoniertes nicht-sekretorisches FGF-1 (ns.FGF-1)
wurde p267 benannt, und, parallel hierzu, in dies@aktor einkloniertes sekretorisches FGF-1
(sp.FGF-1) wurde pMJ35 benanhtbp. 4.2A). Das zweite Expressionsvektor-System wurde mit de
Ziel konstruiert, Expressionseffizienz und Biosidledt des Vektors zu verbessern. Dieser optimierte
Vektor wurde in ein Plasmidgrundgerist mit einermditionalen, auf das Plasmid beschrénkten
Urspung der Replikation (pCOR) eingebaut und eraiggjestattet mit dem CMV-Promoter CMV
promoter (-522/+72), welcher mit der SUTR (untrited region) der Thymidinkinase (+51/+101)
und dem SV40 late polyA Signal ohne Intron fusidnisst. In vorausgegangenen transienten
Transfektiosexperimenten mittels Luciferase-Repgee hatte sich gezeigt, dass dieser zuletzt
beschriebene Vektor, wenn man ihn mit anderen \fekt@der Promotoren vergleicht, den besten

Promoter und SV40-Kontext flir eine hohe Expressiofweist. Drei verschiedene FGF-1 Kassetten
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wurden in dieses pCOR Grundplasmid einkloniert: &igte besteht aus dem gesanitdflCGF ORF
(open reading frame) (kodierend fir ns.FGEgmL), die zweite Form startet bei der Aminosaure 22
desb-ECGF, welches nicht-sekretorisches FGF-1 reprasertkodierend fir ns.FGFgh.1s5), und
die dritte ist das Fusionskonstrukt aus dem humadnterferon-Signalpeptid (FINsp) an-ECGF
Aminosauren 22 bis 155 (kodierend fir sp.FGhkals) (Abb. 4.2B). Plasmide mit dem pCOR
Grundgertst, welche fur Kontrollen benutzt wurdeodieren das E.coli lacZ-Gen, fusioniert an das

SV40 large T nukleare Lokalisierungssignal (CMVkalsZ), sowie CMV-Luciferase.

1 16 21 155
M/IAEGEITTFTALTEKIZNLPPGII\IYKKPKLL ............ D
b-ECGF L L
aFGF
a-ECGF

Fig. 4.1. Schematische Darstellung der FGF-1 Nomenklatus demb-ECGF open reading frame (ORF) entstehen drei
Polypeptide b-ECGF, aFGF and-ECGF durch proteolytisches Schneiden. Die ersténAsdure jedes Polypeptids ist fett
markiert, und seine Position relativ zu 8eECGF Numerierung ist angezeigt.

Zellkultur

Humane Nabelschnurvenen-Endothelzellen (human eedwothelial cells (HUVECS)) wurden
aus Nabelschnurvenen mittels Kollagenasebehandlimgorbeschriebéfiisoliert und kultiviert in
Medium 199 (M199) (Gibco Brl), erganzt mit 20% feta Rinderserum (FBS) (Life Technologies),
100 g/ml Endothelzell-Wachstumszusatz und 50 U/ml HepgBigma). Primére glatte Muskelzellen
aus Kaninchen und C2C12-Myoblasten wurden in DME®Mb¢o Brl), ergdnzt mit 10% FBS
kultiviert.

In vitro-Transfektionsexperimente

Primare glatte Muskelzellen aus Kaninchen, C2Cldbfigsten und die ECV 304-
Endothelzellinie wurden fur die Tranfektionsexperinte verwendet. 1g Plasmid-DNA wurde mit 6
g Lipofektamin (Gibco Brl) gemischt, auf 200mit Optimem | reduziertem Serum-Medium (Gibco
Brl) aufgefiillt und fiir 20 Minuten bei Raumtemperainkubiert. 5x16 Zellen/well wurden zweimal
mit PBS gewaschen und 8000ptimem | wurde zu den Zellen zugegeben. NachaBagder 2001
Liposomen-Komplexlosung wurden die Zellen fir 5riglen bei 37C im 5%-Inkubator aufbewahrt.

AnschlieBend wurden die Zellen zweimal mit PBS gahan und frisches Wachstumsmedium
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hinzugegeben. Die Zellextrakte und Uberstande wude Stunden nach Beginn der Tranfektion fir

die Trangenexpression gewonnen.

(A) pMJ35 plasmid (B) pCOR plasmid
CMV enh. / SV40 ep. SV40 int. polyA CMV ep. / HSVtk 5’UTR SV40 polyA late
—
a-ECGF (22-155)-, p267—> nS.FGFL yy 10 b-ECGF (1-155) ™. nS.FGFL i 106

a-ECGF (22-155) a-ECGF (22-155)

T pMJI35> sp.FGFL (5,55 [ 1 nS.FGF1 5,455
.............. a-ECGF (22-155)

J; T 1 SP.FGF1 5,455

MTNKCLLQIALLLCFSTTALS/M NYKK

Abb. 4.2. Schematische Reprasentation der verschiedenestefete aFGF-Expressionsvektoréh) p267 kodiert fur nicht-
sekretorisches FGF-1, pMJ35 kodiert fir FGF-1,dnirt an seinem N-terminalen Ende an das humabmltasten-
Interferon-Signalpeptid (FINsp), dessen Aminosaseeguenz an seiner Verbindung mit aFGF gezeignhistowohl p267 als
auch pMJ35 wird FGF-1 kontrolliert durch Fusion d&¥V-Enhancers mit dem SV40-Promoter (CMVenh./SV4Qem)
wird terminiert durch die Intron-beinhaltenden S\ihe polyA Signalsequenzen (SV40 int. polyf) Drei verschiedene
offene Leserahmen (open reading frames), konstraiesh-ECGF wurden in das pCOR (conditional origin of reation)
Grundgerust einkloniert. Diese optimierten pCOR Eggiansvektoren benutzen den CMV-Promoter (-522/f7&pniert
an die 5’'UTR der Thymidinkinase (+51/+101) und d&&l® spate polyA-Signal ohne Intron. Sowohl p267alsh pMJ35
hat somit ein entsprechendes pCOR-Gegensttick.

Western Blot-Analyse

Die Zellen wurden lysiert durch Zugabe von RIPAfRuf(1% NP-40, 0.5% Natrium-
Deoxycholinsaure, 0.1% SDS in PBS, pH 7.4; 1 uMgdestin; 5 pM Aprotinin; 1mM PMSF; 1 uM
Pepstatin) (alle Sigma) und die Proteinkonzentmatisurde mittels Bradford-Assay (BioRad)
bestimmt. Zur Proteinanalyse der Zell-Uberstandedem die Medien 48 Stunden nach Transfektion
gesammelt und mit TCA prazipitiert. Die Zellextrakbzw. konzentrierten Kulturmedien wurden
mittels 12% SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine Oi@dm PVDF-Membran (BioRad) transferiert.
Die Membranen wurden dann in 10% Trockenmilch, OR2R&en-20 in PBS (TPBS), pH 7.4 geblockt
und mit einem polyklonalen, in Kaninchen gewonneAatikorper gegen rekombinantes humahes
ECGF-Protein (1:1000 Verdinnung; RPR Gencell) 5& 8@bernacht inkubiert. Die Blots wurden
mehrfach mit TBS gewaschen und anschlielend mibxiEse-gekoppeltem Anti-Kaninchen-
Antikérper aus Ziege fiir 45 Minuten inkubiert. Dimmunkomplexe wurden abschlielend mit dem

ECL-Reagenz (Amersham) sichtbar gemacht.
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Tiermodell

Das Potential der verschiedenen FGF-1-Plasmidkakistr Angio- bzw. Arteriogenesa vivo
zu induzieren, wurde wie vorbeschrieben in einemmiiehenmodell mit ischdmischer unterer

Extremitat untersucht (siehe 2.2).
Intramuskulérer Gentransfer

Am 10. postoperativen Tag (Tag 0) wurden nach Dfitulung eines Ausgangs-Angiogramms
(s.u.) in finf verschiedenen Bereichen der dreplsiichlichen Huftmuskeln mittels einer 3-ml Spritze
und einer 27-Gauge-Kanile, welche durch eine Klditaaitinzision eingebrachte wurde, direkte
Injektionen mit Plasmid-DNA vorgenommen. FUr jedgektion wurde die Spitze der Nadel etwa 3
bis 5 mm tief in den M. adductor (2 Stellen), M.di@us magnus (2 Stellen) und M. semimembra-
nosus (1 Stelle) eingefihrt. In Bezug auf die Bdusorgung sind diese Muskeln zwischen dem
Ursprung der exzidierten A. femoralis und dem Uusprder A. poplitea (Reentry) lokalisiert, d.h. in
dem minderdurchbluteten Gebiet, welches durch dimdfalarterienresektion verursacht wurtfé.
Um ein komplettes Durchstechen der Nadel durchimligierten Muskeln zu verhindern und um
sicherzugehen, dass es zu keinem Austreten ddddtgeaus der Punktionsstelle kam, wurde jede
Injektion langsam unter Sichtkontrolle durchgefuiMit dieser Technik wurden insgesamt 100, 500
oder 1000 g sp.FGF-g.issyPlasmid, 100 g ns.FGF-.issyPlasmid, 1000 g CMV-nlsLacZ
Plasmid (kodierend flib-Galactosidase) oder 0.9%ige Kochsalzlésung (jewe#8 Kaninchen)
verabreicht. Nach Vervollstandigung der funf Injeken (500 | pro Injektionsstelle, somit insgesamt
2.5 ml pro Tier)*® wurde die Haut mit 4-0 Nylonn&hten zugenaht. Arg 3@ (40. postoperativer Tag)
wurden alle Messungen wiederholt (s.u.), die Tieregeschlafert umd Gewebeproben fiur die

histologischen Untersuchungen entnommen.
Transfektionseffizienz

Das Ausmal’ der Transgenexpression wurde morphacietim vier zusatzlichen Kaninchen
Uberprift durch Verabreichung von 50 CMV-nlsLacZ pCOR-Plasmid (kodierend fir-Galakto-
sidase) mit einem nuklearen Lokalisierungssignalén M. adductor ischamischer Extremitéaten. Die
transfizierten Muskelgebiete wurden nach 5 Tagetfiean, in frisch hergestellter 2% Paraform-
aldehydlosung in PBS fir 5 Minuten fixiert und amgs3end in X-Gal-Losung (5-Bromo-4Chloro-3-
Indolyl-b-D-Galaktopyranosid; Sigma) firr 2 Stunden beiGihkubiert'®*® Nach Postfixation in 2%
Paraformaldehyd/PBS wurden die entnommenen Gewelbeprin Paraffin eingebettet, geschnitten
und mit Hamatoxylin/Eosin leicht gegengefarbt. Aeder entnommenen Muskelprobe wurden funf
Schnitte zuféllig ausgewéhlt und die Anzahl deripasn Myozyten sowie die Gesamtzahl der

Myozyten unter dem Mikroskop in finf Gesichtsfeldéei niedriger VergroRerung gezahilt.

Zusatzlich wurden 500g pCOR CMV-Luciferase-Plasmid in den M. adductah#&mischer

Extremitaten von sechs zusatzlich operierten Kdr@nc mittels Injektion verabreicht. An
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verschiedenen Zeitpunkten nach der Transfektior?2(ind 4 Tage) wurden die transfizierten und
kontralateralen Mm. adductores von jeweils zweiiKalnen entnommen, homogenisiert und fiir einen
Chemilumineszenz-Assay nach Standardprotokoll (Bgahwie vorbeschrieb&fl aufbereitet. Die
Lichtemission jeder Probe wurde fur 5 Sekunden emtem LUMAT Luminometer (Berthold)
gemessen. Die ermittelten Lichteinheiten (LU=ligimits) wurden normalisiert durch ermitteln des
Proteingehalts jedes Gewebshomogenisats mittets étnotein-Assays (BioRad). Die kontralaterale,

nicht-injizierte Seite jedes Kaninchens wurde adgativkontrolle verwendet.
Immunbhistologischer Nachweis der FGF-1 Expression

Die FGF-1 Proteinexpression nach dem intramusknla®entransfer wurde durch
Immunfarbung nachgewiesen. Um Probleme, die autbreimer Kreuzreaktion des polyklonalen
Antikérpers aus Kaninchen gegen FGF-1 in Kanincbempe entstehen kdnnten, zu vermeiden,
wurden 200 g sp.FGF-g..155 PCOR Plasmid in den M. tibialis anterior von Ratiajiziert. Die
transfizierten Muskeln wurden 7Tage nach Gentranefégnommen, mit Methanol fixiert und in
Paraffin eingebettet. 5m dicke Schnitte wurden dann in 3% Wasserstoffgdrodkubert, mit 10%
Pferdeserum vorbehandelt und dann mit polyklonalanti-humanen FGF-1 Antikérper aus
Kaninchen (Aventis Gencell) be@ bernacht inkubiert. Gebundener priméarer Antiebrpvurde
dann mit Avidin-Biotin-lmmunperoxidase (Signet) eleiert. Muskelproben, welche mit CMV-

nisLacZpCOR Plasmid transfiziert worden waren, dientanNggativkontrollen.

PHYSIOLOGISCHEMESSUNGEN

Unterschenkel-Blutdruckindex
Siehe 2.2.

Intravaskulare BlutfluR-Messung
Siehe 2.2.

ANATOMISCHEMESSUNGEN

Selektive Angiographie der A. iliaca
Siehe 2.2.

Kapillardichte
Siehe 2.2.

Statistische Auswertungen

Siehe 2.2.
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3.3. Ergebnisse
In vitro-Testung der FGF-1 Expressionsvektoren

Priméare glatte Muskelzellen aus Kaninchen, C2C12b3sten und eine Endothelzellinie aus
Nabelschnurvenen (ECV) wurden transient mit gleicizZNA-Mengen der verschiedenen pCOR-
Vektoren, kodierend fur FGF-1, ebenso wie mit pMd@msfiziert. Die Kulturmedien wurden zu
verschiedenen Zeitpunkten gesammelt und gleichegbtemittels Western Blot auf Proteinintegritat
und Ausmald der Sekretion mittels eines polyklon#atikbrpers gegen rekombinantes humabes
ECGF-Protein Uberprifidpb. 4.3, obere Reihe). RekombinantesCGF Protein, identisch mit FGF-
la1ssy €rgab eine Bande bei 18 kD. Transfektion mit pCORFGF-}L.is5 flhrte zu einer
Proteinbande der gleichen Grof3e, wohingegen Treesbe mit pMJI35 (sp.FGFgl.iss), pPCOR
NS.FGF-1,.155 sowie pCOR sp.FGFgh.is5 zu einer weiter wandernden Bande bei 17 kD fuhrte,
entsprechend des 21 Aminoséauren-kirzeren Proteingt® @-ECGF). Wahrend die Verwendung
des pMJ35-Vektors zu einer relativ schwachen Baiftthete, bewirkten alle drei FGF-1 pCOR-
Plasmide eine signifikant gréRere Menge an sezgéenid-GF-1 Protein in den Zelliberstéanden, wie
man an den viel starkeren Banden erkennen kanrseBi&rgebnis traf auf alle drei getesteten
Zelltypen zu, wie sich in den vergleichenden WestBlots zeigt. Wir analysierten ebenfalls die
jeweiligen intrazellularen Gehalte an FGF-1 flureallerwendeten Expressionsvektoréblf. 4.3,
obere Reihe). Diese Analyse zeigt eindeutig, dasten pCOR-transfizierten Zellen eine signifikant
grolRere Menge an FGF-1 Protein akkumuliert ist,Margleich zu den mit pMJ35 transfizierten
Zellen. Diese Ergebnisse legen nahe, dass die Bekeetionsrate an FGF-1, die mit den pCOR-
Plasmiden erhalten wurde, auf eine erhdhte Trapisbmisrate in der optimierten Expressionskassette

zurtickzuftihren ist.

Bemerkenswerterweise war das Ausmall der FGF-1 t®ekrélr alle pCOR-Plasmide
identisch, sogar fur das pCOR-Plasmid ohne additiSgnalpeptid. Dies traf fir alle getesteten

Zelltypen und fir die Zellysate ebenso wie die dladirstande zu.

Diese Ergebnisse zeigen eindeutig, dass die pC@8&¥fle hinsichtlich des Expressionslevels
deutlich interessanter sind als das pMJ35-Konstrwkir beschlossen daher, die pCOR-Plasmide
ns.FGF-Ji.1s5 und sp.FGF-},.155 auf ihre Fahigkeit zu tberprifen, die Kollaterllbng in unserem

Tiermodell zu verbessern.
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Abb. 4.3. Western Blot, welcher die Expressionseffizienz veiestener, fir FGF-1 kodierender Expressionsplasiniigt,

in primaren glatten Muskelzellen vom Kaninchen (sthomuscle cells=SMCs), C2C12 Maus-Myoblasten und hema
Umbilikalvenen-Endothelzellen (HUVECS). Die Zellerumden transient mit hrg Expressionvektor-DNA wie angegeben
transfiziert. (A) Die Kulturmedien (Zelliiberstdnde) wurden 48 Stumdach Transfektion gesammelt und jeweils gleiche
Mengen wurden auf die FGF-1 Sekretionsmenge hitelsieines polyklonalen anti-FGF-1 Antikdrpers ateninchen
analysiert.(B) Zum intrazellularen FGF-1 Gehalt korrespondiereddéhomogenate fur jeden Expressionsvekior5 ng
rekombinanted-ECGF-Protein (Positivkontrolle2: Mock-Transfektion (Negativkontrolle3: pMJ35: nicht-optimiertes
Plasmid, kodierend fur sezernier@d&ECGF (sp.FGF-},.155); 4: pCOR-Plasmid, kodierend fir nicht-sezernieaeBCGF
(ns.FGF-;.155); 5: pCOR-Plasmid, kodierend fiir sezerniedeECGF (sp.FGF-};.155), und6: pCOR-Plasmid, kodierend
flr nicht-sezerniertels-ECGF (ns.FGF-L 155).

Transfektionseffizienz in der ischamischen Extri@@miach intramuskularem Gentransfer

Die Effizienz der Transgen-Expression wurde in vieisatzlichen Kaninchen Uberprift, in
welchen der ischamische M. adductor mit 5@0CMV-nilsLacZ pCOR-Plasmid transfiziert wurde.
Die morphometrische Analyse ergab eine Transfek&fiizienz von 2.5+1.5%, aufgrund der
Berechnung des Verhéltnisses zwischen transfinefdaue Farbung) und nicht-transfizierten
Myofibrillen innerhalb des Injektionsgebiets Alfb. 4.4A). Diese GroRenordnung der
Transfektionseffizienz ist in  Ubereinstimmung  mit orausgegangenen DatEh. Der
Chemiluminiszenz-Nachweis der Luziferase-Aktivitétach intramuskulérer Injektion in den
ischamischen M. adductor zu verschiedenen Zeitgmnkiach Injektion ergab einen signifikanten
Anstieg der Luziferase-Aktivitat im Vergleich zumicht-injizierten kontralateralen Muskel
(Kontrolle: 93.85.0, Tag 1: 113£5.0 (n.s.), Tag 2: 3.99.10 x16 (p<0.001), Tag 4: 6.85+1.32xL0
LU=light units/mg Protein (p<0.0001)) (nicht abdebt). Der hohe Expressionslevel am 4. Tag ist
vergleichbar mit publizierten Daten, welche ein lfaxm der Transgen-Expression 4 bis 14 Tage

nach intramuskul&rer Injektion demonstriet&h!* 142
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Abb. 4.4. (A) Expression vorb-Galaktosidase im M. adductor einer ischamischemelitat im Kaninchen, 5 Tage nach
Injektion von pCOR-Plasmid, kodierend fir CMV-nd&Z Positive Expression zeigt sich als blaue Farbwog
Muskelfibrillen nach Inkubation mit X-Gal Lésun@B) Immunhistologischer Nachweis von FGF-1 in einenmskétibezirk 7
Tage nach Transfektion mit pPCOR-Plasmid, kodierémdézerniertes FGF-1 (sp.FGpykss). Humanes FGF-1 wird durch
einen anti-humanes FGF-1 polyklonalen Antikérpechggwiesen und die dunkelrote Farbung markiert Mifa&ern,
welche FGF-1 exprimieren (Pfeile). In mit pCMV-héxZ transfiziertem Muskel kam es zu keiner Anfarbumdch{t
dargestellt).
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Proteinexpression nach intramuskularem Gentransfer

Eine immunhistologische Analyse 7 Tage nach intislaléirer Injektion von 200g pCOR-
Plasmid, kodierend fur sp.FGF-1 erbrachte den Naghweiner FGF-1 Genexpression auf der
Proteinebene in den skeletalen Muskelfibrill&bly. 4.4B). Die positive Farbung beschrankte sich auf
die Myofasern und zeigte sich nicht in umgebendemonukledren Zellen. Es fand sich keine

Farbung in nicht-injizierten Muskelbezirken (nic#rgestellt).
Einflul3 von pCOR FGF-1 auf Blutdruck-Index und Bl

Alle Kaninchen uberlebten die Operation und allesgangsparameter konnten gemessen
werden. Am Tag O war der Blutdruck-Index in alleerstichsgruppen &ahnlich niedrig (ANOVA-
Analyse; Abb. 4.5A, linkes Diagramm). Am Tag 30 bestand kein statisigmifikanter Unterschied
(Mittelwerttstandard error of the mean=sem) fir den BlutdricleX zwischen den beiden
Kontrollgruppen (Kochsalz-Injektion vslgeZ Kontrollplasmid-Injection) (0.600.02 vs. 0.5%0.04;
Abb. 4.5A, rechtes Diagramm). Bis zum Tag 30 hatte der Blaklindex signifikant und Dosis-
abhéangig in den 100y, 500 ng und 1000ny pCOR sp.FGF-1 Behandlungsgruppen (1@
0.69%0.02, p<0.05; 500g: 0.74t0.04, p<0.01; 1006y: 0.82:0.02, p<0.001) ebenso wie in der 1000
ng pCOR ns.FGF-1 Behandlungsgruppe (8802, p<0.001) im Vergleich zutgeZ-Kontrollgruppe
zugenommen. Es bestand dabei kein signifikanterefdahied in dem gunstigen EinfluR auf den
Blutdruckindex zwischen 1008y sp.FGF-1 und 1006y ns.FGF-1.

Die Bestimmung des Blutflusses erfolgte am Tag 3@eta Dopplermessung in der A. iliaca
interna der ischdmischen Extremitat. Der BlutflnfRuhe ebenso wie der pharmakologisch induzierte
maximale BlutfluR unterschieden sich nicht sigrdfik zwischen den beiden Kontrollgruppen
(Kochsalz vs. [acZ-Injektion: 12.#+1.3 vs. 10.80.8 in Ruhe bzw. 304#2.4 vs. 30.2Z3.1 ml/min
Maximalflu3; Abb. 4.5B). Hinsichtlich des DopplerfluR in Ruhe fihrte ndie Hochdosis-
Behandlungsgruppe zu einem signifikantem AnstiegMergleich zur facZ-Kontrolle (1000 ng
sp.FGF-1: 15.¥1.4, p<0.01, 1000y ns.FGF-1: 13#1.0 ml/min; Abb. 4.5B, linkes Diagramm).
Hinsichtlich des maximalen Blutflusses reichten b@0sp.FGF-1 nicht aus, um einen signifikanten
Anstieg auszulésen (328.5 ml/min), wohingegen die beiden anderen DosespRGF-1 ebenso
wie 1000y ns.FGF-1 den maximalen iliakalen Flu3 deutlich \ergleich zur pacz-Kontrolle
erhohten (4243.8, p<0.05 bzw. 504#3.6, p<0.001 bzw. 42+2.8 ml/min, p<0.05;Abb. 4.5B,
rechtes Diagramm). Die Effekte von 1068 sp.FGF-1 und ns.FGF-1 waren statistisch hingothtl

des iliakalen Blutflusse weder in Ruhe noch untexivhalbedingungen nicht zu unterschieden.
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Abb. 4.5. (A) Extremitaten-Blutdruck-Index am Tag O (unmittelwar Behandlung) und Tag 30. Der Blutdruck-Index (BDI)
wurde fur jedes Kaninchen definiert als das Verhdltaus systolischen Druck der ischdmischen Exté&nzu dem
systolischen Druck der normalen kontralateralenrdimitét (jeweils n=8). Am Tag 0, fanden sich keldaterschiede
zwischen den Behandlungsgruppen. Am Tag 30 war ddrsijnifikant hdher in den Kaninchen, welche pCORgpiid
kodierend flr sezerniertes (sp.FGF-1) und nicheseertes (ns.FGF-1) FGF-1 erhalten hatten aleem idontrollen (Koch-
salzlésung und pCMV-nlsac2). (B) lliakaler Blutflul? in Ruhe (links) und nach maxinmech Stimulation mit Nitroprussid
(rechts), gemessen in der A. iliaca interna ddrdsischen Extremitéat mittels eines intraarterieDopplerdrahtes am Tag
30 nach Behandlung. Beide FGF-1 Plasmide verbessieteiliakalen BlutfluR? signifikant im Vergleich zpCMV-nlsLacZ
Kontrollgruppe. n.s.: nicht signifikant. Jeder Baikepréasentiert den Durchschnitt von 8 Tiet®BM.
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Einfluld von pCOR FGF-1 auf die anatomisch nachveesiollateralentwicklung

Am Tag 0 fanden sich keine statistisch signifikanténterschiede fur den angiographische
Score zwischen den finf Versuchsgruppen (nicht igBzeln den Kontrolltieren, denen
Kochsalzldsung oderdgcZ-Plasmid verabreicht wurden, erschien die Kolldéetarienentwicklung in
der medialen Huftregion unverandert oder nur leiehtbessert in den seriellen Angiogrammen,
aufgenommen an den Tagen 0 und 30. Nach Behandmitgl00 ng sp.FGF-1 war der
angiographische Score 0£807, was keinen signifikanten Anstieg im Vergleidu den
Kontrollgruppen bedeutet. Im Unterschied hierzu dfasich eine deutliche Verbesserung des
angiographischen Scores am Tag 30 in den mit 500 #0000 ng sp.FGF-1 transfizierten
Behandlungsgruppen (068.02, p<0.05; 0.840.04, p<0.005), im Vergleich zurlgzZ-Kontrolle
(0.390.02;Abb. 4.6A). Der angiographische Score am Tag 30 betrugt0.0® fur 1000hg ns.FGF-
1, welcher somit ebenfalls den fir die Kontrollgpep gemessenen signifikant Ubertraf (p<0.05).
Direkter Vergleich der Werte fir 1008y sp.FGF-1 und ns.FGF-1 untereindander ergab wieder
keinen statistisch signifikanten Unterschigthb. 4.7 zeigt reprasentative Angiogramme der A. iliaca
interna am Tag 30, aufgenommen von mit Kochsaldgdsibehandelten oder mitlgoz-
Plasmidkontrolle, sp.FGF-1 oder ns.FGF-1 trangfigieTieren.

Fur die Kapillardichte bestand kein statistiscmBiganter Unterschied am Tag 30 zwischen
den beiden Kontrollgruppen (Kochsalzinjektion 124.3.5 vs. facZ Kontrollplasmid 16%10.0/mnf;
n.s.) oder zwischen der 10 sp.FGF-1 niedrig-Dosis-Gruppe (20®.7/mnf) und pacZ-Kontrolle
(Abb. 4.6B). Dagegen fuhrte Applikation von 500 und 100§ sp.FGF-1 zu einer signifikanten,
Dosis-abhéngigen Zunahme der Kapillardichte $A807/mnf, p<0.05; 24217.9, p<0.005) im
Vergleich zur pacZ-Kontrollgruppe. In vergleichbarer Weise war diepiiardichte bei 1000ng
ns.FGF-1 deutlich erhéht nach 30 Tagen #22B8/mnf, p<0.01). Ein direkter Vergleich der
erhaltenen Werte fir 1000y sp.FGF-1 und fur ns.FGF-1 erbrachte, dass sishadgiogenetische
Potential dieser beiden verschiedenen Kontruktehtnisignifikant voneinander unterschied.
Reprasentative Beispiele histologischer, mit afidder Phosphatase gefarbter Schnitte zum Nachweis

der Kapillardichte in den experimentellen Gruppie $n Abb. 4.8. zusammengestellit.

Insgesamt fuhrte somit die Verabreichung steigedkmgen an pCOR-Plasmid, kodierend fir
FGF-1 unter EinschluR eines synthetischen Signtlfsefdsp.FGF-1), zu einer Dosis-abhéngigen
Verbesserung der Kollateralbildung und der Gewetfigpien im Kaninchenmodell mit chronisch-
ischamischer Extremitat, im Vergleich zu Kochsalmyaund zu pCORlacZ-Kontrollplasmid.
Applikation von ns.FGF-1 in hoher Dosis verbessedbwohl ohne Signalpeptid, ebenso alle
untersuchten Paramter, wenngleich ns.FGF-1 teneléhir alle getesteten Parameter etwas weniger

wirksam zu sein schien als sp.FGF-1.
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Abb. 4.6. (A) Angiographischer Score, abgeleitet aus der am3Dadurchgefihrten quantitativen Analyse angiogisghh

nachweisbarer Gefal3e im medialen Hiftbereich iscdedrar Extremitéaten. Am Tag O bestand kein sigaifiler Unterschied
zwischen den Gruppen (nicht abgebildet). Am TagisB@ie Anzahl der Gefalze in den mit FGF-1 Plasbh@tiandelten

Gruppen signifikant héher im Vergleich zu den Koilan (jeweils n=8).(B) Kapillardichte, ermittelt am Tag 30 in
histologischen Schnitten, welche aus medialen Higkaln von ischdmischen Extremitaten entnommen evordaren. Die

Kapillardichte ist durch FGF-1 deutlich angestiejemeils n=8).

Abb. 4.7. Selektive Angiogramme der A. iliac interna an deagen O und 30 von Tieren, welchA)(
Kochsalzlésung(B) pCOR nl$aczPlasmid,(C) 1000 nmg sp.FGF-1 Plasmid od€D) 1000 ng ns.FGF-1
Plasmid-DNA erhalten haben. Im Unterschied zu demtkoligruppen zeigen die Behandlungsgruppen einen
deutlichen Anstieg an angiographisch nachweisbmdlateralblutgefalen.
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Abb. 4.8.Histologische Schnitte, entnommen am Tag 30 atmimescher Extremitatenmuskulatur (M. adductor)gedarbt
mit alkalischer Phosphatase (gegengefarbt mit BEogl) Mit Kochsalzldsung(B) 1000ng pCOR nltaczPlasmid,(C)
1000nyg sp.FGF-1 Plasmid od€D) 1000y ns.FGF-1 Plasmid behandelte Kaninchen. Veralraiolg von FGF-1 Plasmid
fuhrte zu einer Zunahme der Kapillardichte. Diekklhlau gefarbten Punkte markieren Kapillaren.

3.4. Diskussion

Die hier vorgestellten Daten zeigen, dass FGF-1Kt#lateralenbildung in einer Situation
chronischer Gewebsischamie fordern kann. Geneiielteth zwei Mechanismen wichtig sein, um die
Gewebsdurchblutung zu verbessern: Einmal die Aragiege, welche definiert ist als Aussprossung
von Kapillaren aus praexistenen Kapillaféhwodurch die Blutverteilung innerhalb des ischamést
Gewebes erhoht wird; und zum anderen die Arteriegen womit das aktive Wachstum von
praexistenten arteriolaren Verbindungen gemeirf®ist> was zu einem verstérkten Blutangebot in
Richtung des ischamischen Gebietes fuhrt. Unsengefiirente mit dem Kaninchenmodell mit
chronischer peripherer Ischamie legen nahe, dagslFéawohl Angiogenese, wie durch den Anstieg
der Kapillardichte innerhalb der ischamischen Milsk&rke gezeigt, als auch Arteriogenese fordert,

wie durch den Anstieg des Blutangebots zur ischémeis Extremitat mittels Dopplerflu3-Messungen
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und durch die angiographisch nachweisbaren Kodéardemonstriert. Das Potential von FGF-1,
Angiogenese zu induzieren, war mittels eines adesewn Vektors, kodierend fur FGF-1, in
vorausgegangenen Untersuchungen bereits gezeigiem/df Unsere Beobachtung eines méglichen
therapeutischen Nutzens von FGF-1 wird unterstiitzch andere Untersuchungen, welche zeigen,
dass FGF-1 eine wesentliche Rolle im Wachstum vamoKararterien spielt: FGF-1 und sein
Rezeptor kolokalisieren mit kapilldrer Angiogendseder Herzentwicklund® und, wie kiirzlich
gezeigt, fihrte transgene Uberexpression von FGE4l sowohl einer erhohten Dichte an

Koronararterien, als auch zu einer Zunahme der Wrama Verzweigungen von Hauptarterfén.

Es gibt, soweit bekannt, vier verschiedene FGF-Rtezen (FGFR): FGFR-1 und FGFR-2 sind
auf einer Vielzahl von Zelltypen einschlieBlich fiblasten, Endothel- und glatte Muskelzellen
exprimiert, wohingegen FGFR-3 und FGFR-4 ein deltlibeschréankteres Expressionsmuster
aufweisert* Der angiogenetische Effekt von FGF-1 wird wahrgdieh durch die FGF-Rezeptoren
auf Endothelzellen vermittelt, was zur Endothefz@lliferation und Bildung tubenartiger Strukturen
fuhrt.*** Der biologische Mechanismus von FGF-1, der zunedehwachstum fiihrt, ist bisher nicht
klar: er kbnnte vermittelt werden durch eine dies®firkung von FGF-1 auf glatte GefaRmuskelzellen
und adventitielle Fibroblasten via FGF-Rezeptongrlche auf diesen Zelltypen experimiert sind.
Alternativ konnte FGF-1 Monozyten aktivieren; e$ gezeigt worden, dass dieser Mechanismus
wichtig ist fur das arterielle Kollateralenwachstéfhund man kann angenehmen, dass dies auch den
Mechanismus darstellt fir einen VEGF-induziertersiftieen Effekt auf die Arteriogenese, da
Monozyten VEGFR-1 (flt-1) besitzeh.

Insgesamt weisen unsere Daten darauf hin, dasslRGérapeutisch nitlich sein kénnte in der
Behandlung ischamischer Krankheiten. Um einen Bistth bedeutsamen Effekt durch FGF-1 zu
erzielen, wahlten wir eine Gentransferstrategigleim wir ischdmische Skelettmuskelareale mit
nackter Plasmid-DNA, kodierend fiur FGF-1, trangfizen. FUr die intramuskulare Transfektion ist
gezeigt worden, dass es prinzipiell durchfihrbat suffizient ist, um eine kontinuierliche Expressio
des Transgens Uber einen Zeitraum von wenigsteBsWischen aufrechtzuerhaltétt. 4% #7In
Ubereinstimmung mit diesen Berichten haben wir elransgenexpression in den tranfizierten
Muskelarealen sowohl fir ReporterplasmidacZ und Luziferase) als auch fir FGF-1 durch
immunhistologische Farbung nachweisen konnen. Uspegifische proinflammatorische Effekte,
induziert durch die Plasmidtransfektion des Skedetikels und mdglicherweise lokale Angiogenese
auslosend, ausschliessen zu koénnen, schlossen wiei zKontrollgruppen in unsere
Tieruntersuchungen mit ein: Einmal die Injektiomesi gleichen Menge an Kochsalzldsung, zum
anderen Transfektion einds-Galaktosidase-Reporterplasmids. Zwischen beidemtrisligruppen
fanden sich keine Unterschiede fir alle getestBmameter, was somit proinflammatorische Effekte

durch die Transfektionsprozedur selbst ausschliel3t.
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Anliegen unserer Experimente war nicht nur, FGFdnt@ansfer als mogliche Behandlungs-
modalitat fur humane ischdmische Krankheiten zuobkgn, sondern auch die Biosicherheit in der
Behandlung von Menschen mittels Gentransfer zu essdrn. Wir benutzten daher ein neues
Plasmiddesign, welches optimiert wurde fiir niclmiald humane Gentheragit. Diese Plasmid enthalt
einen konditionalen Replikationsursprung (condgiaregion of replication=COR) und muss in einem
spezifisch veranderten E.coli-Stamm propagiert, vehmehrt werden, wodurch die Mdglichkeit einer
Vermehrung in der Umwelt oder in behandelten Ptdiendrastisch reduziert wird. Dieser
Replikationsursprung erfordert ein Plasmid-spediifes Initiator-Protein, welches die Dissemination
auf bakterielle Stamme limitert, welche dieses gragierende Protein produzieréh.Zusatzlich
wurde der Selektionsmarker dieses Plasmids vonneifatibiotika-Resistenzgen ausgetauscht zu
einem Gen, welches eine bakterielle Suppressor-tRhidiert, und die Expressionskassette wurde
durch den Gebrauch eines CMV-Promoters optimieztcher an die 5’UTR der Thymidinkinase und
an das SV40 spate (late) Polyadenylierungssignad dhitron fusioniert wurde. Unser Vergleich der
Expressionseffizienz zwischen den pCOR-Plasmidehalteren Plasmidgenerationen mittels Western
Blot-Analyse zeigte deutlich eine starkere und ldgeme Transgenexpression durch das pCOR-
Plasmid. Aus diesen Griinden kdnnte dieses optieniéektordesign besonders geeignet sein fur die
humane somatische Gentherapie im Hinblick auf Blusiheit und Expressionseffizienz, wahrend es

die Nachteile adenoviraler Tragersysteme vermeidet.

Der natirlich vorkommenden Form von FGF-1 fehlteesekretorische Signalsequenz, &hnlich
wie bei der Struktur von FGF-2 (basic FG#)Wir modifizierten daher die cDNA des natiirlich
vorkommenen FGFk.is5 durch Hinzufligen einer Signalsequenz zur Sekreties humanen
Fibroblasten-Interferons (FIN) an dessen N-terngsdnde. Aber sogar ohne das Hinzuflgen dieses
Signalpeptids liel3 sich eine Sekretion von FGF-dtdtn bei allen getesteten Vektoren in unsenen
vitro-Transfektionsexperimenten priméarer glatter Muséign, Myoblasten und Endothelzellen
mittels Western Blot nachweisen. Im direkten Veidievaren die FGF-1 Expressionslevel zwischen
den verschiedenen pCOR-Konstrukten, welche selisetar und nicht-sekretorische Varianten des
FGF-1 exprimieren, praktisch nicht zu unterscheidddariiberhinaus fiihrten in unseren
Kaninchenexperimenten sowohl die sekretorischen al€h das nicht-sekretorische FGF-1
Plasmidkonstrukt(e) zumindest bei der hohen DA€ g) zu vergleichbar gunstigen Effekten auf
die Kollateralbildung, was darauf hinweist, dassciudie Verwendung eines hocheffizienten
Expressionsvektors ein Signalpeptid nicht unbedarprderlich ist, um einen biologischen Effekt
transfizierter FGF-1 cDNA zu erhalten. In friiherdntersuchungen wurde in ahnlicher Weise ein
biologischer Effekt von FGF-1 Konstrukten, welcheeirk Signalpeptid kodiertenjn vivo

nachgewiesen, einerseits bei Verwendung adenovirklenstrukte'**

andererseits, zumindest
tendenziell, bei Verwendung einer &lteren, wenigeffizienten Plasmidgeneratidff Die

Mechanismen einer Externalisation von FGF-1 kon@temlich sein zu den fir FGF-2 sein, welchem
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ebenfalls ein klassisches sekretorisches Signathégilt'*® Es war hierbei gezeigt worden, dass
FGF-2 durch einen von der endoplasmatisches Ratik@olgi-Route, was der klassische

Freisetzungsweg fiir sekretorische Proteiné®{stbweichenden Weg aus der Zelle freigesetzt wird.
Dieser alternative Freisetzungsweg konnte ein Bmszéhnlich der Exozytose sein, und hat
wahrscheinlich nicht zu tun mit bloRem Zelltod odellverletzung. Die Hypothese einer

extrazellularen Wirkungsweise von FGF-1 und FGF#2l wnterstiitzt durch die Tatsache, dass eine
Vielzahl von Zellen multiple Arten von Plasmamemirezeptoren besitzen, welche an FGF(s)

binden®®?

SchluR3folgernd legen unsere Ergebnisse habe, ddsmuskuldare FGF-1 Genapplikation
natzlich sein kénnte, um die Kollateralenbildung @mer Situation mit chronischer peripherer
Ischamie zu férdern. Ein optimiertes Vektordesigmmbessert hierbei sowohl die Biosicherheit des
Gentransfers als auch die Expressionseffizienz @emnsgens. Und schlie3lich scheint das
Vorhandensein eines klassischen Signalpeptids ombedingt erforderlich zu sein, um ausreichende

Bioaktivitat von transfiziertem FGF-1 zu erreichen.

3.5. Zusammenfassung

Fibroblast Growth Factor (FGF)-1 ist ein angiogeudier Faktor, von dem bekannt ist, dass er
eine Schlusselrolle im Wachstum von Arterien spi®er Zweck dieser Untersuchungen war
herauszufinden, ob direkte intramuskuléare Injektames optimierten Plasmids, welches fir FGF-1
kodiert, nltzlich sein konnte, um die Kollaterathihg und die Gewebeperfusion in einem
Kaninchenmodell mit ischamischer Extremitat zu esdern. Eine verkirzte FGF-1-Variante, welche
an das menschliche Fibroblasten-Interferon (FINIn&lipeptid fusioniert wurde, wurde durch einen
neu konstruierten Expressionsvektor mit einem kibortlen Replikationsursprung exprimieth
vitro fihrte die Optimierung des Plasmiddesigns zu eigleamatischen Anstieg des Expressions-
effizienz fur FGF-1 im Western Blot, und zwar unabbig vom Vorhandensein eines Signalpeptids.
In vivo konnte eine erfolgreiche Transgenexpression sowahth Analyse von Reportergendm (
Galaktosidase und Luziferase) als auch durch F@&Rrunfarbung nach jeweiliger Genapplikation
gezeigt werden. Injektion eines FGF-1 Plasmid, hwetcein FIN Signalpeptid beinhaltet, in steigender
Dosierung (100, 500 und 100@) in ischdmische Muskelbezirke von Kaninchen 1@elraach
Ligatur der A. iliaca externa flhrte zu einer aysggten, dosisabhangigen Verbesserung der
Kollateralenbildung zur ischamischen Extremitatewich anhand der physiologischen (Blutdruck-
Index, maximaler intraarterieller Doppler-Blutflu)nd anatomischen (angiographischer Score,
histologischer Nachweis der Kapillardichte) Messam@0 Tage nach Therapie im Vergleich zu
Kochsalz- oder Kontrollplasmid Injektionen zeigtEin entsprechendes FGF-1 Plasmid ohne

Signalpeptidsequenz fiihrte zu einem vergleichb#rerapeutischen Effekt auf die Kollateralbildung
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bei Einsatz einer hohen Dosis (1009). Die Ergebnisse legen nahe, dass intramuskuf@&t-1

Gentransfer nitzlich sein kénnte, um die Kollatemildung in einer Situation chronischer peripherer
IschAmie anzuregen. Ein optimiertes Vektordesigrbassert dabei sowohl die Biosicherheit des
Gentransfers als auch die ExpressionseffizienzTaaasgens, womit diese neue Vektorgeneration
besonders geeignet erscheint fir die humane sahatiSentherapie. Abschlie3end scheint das
Vorhandensein eines Signalpeptids nicht unbedimfgirderlich zu sein, um eine ausreichende

Bioaktivitat von transfiziertem FGF-1 zu erreichen.
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4. Scatter Factor/Hepatocyte Growth Factor (SF/HGF) -Parakrin amplifizierte Angiogenese
durch Induktion von Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)

4.1. Einleitung

Angiogenese beinhaltet Aktivierung, Migration unwlferation von Endothelzelléhund wird
durch bestimmte Wachstumsfaktoren regufierEine exogene Verabreichung von wachstums-
regulierenden Molekilen ist méglicherweise nuitzlich der Behandlung einer Gewebsischamie,
welche sonst nicht durch konventionelle Revasksilamingstechniken beseitigt werden kann. Diese
Strategie, welche Ublicherweise als ,therapeutisé&rgiogenese” bezeichnet wird, wurde in
verschiedenen Tiermodellen mit peripherer oder raydialer Ischamig 6163 120, 121152, 181 -6t und
innerhalb von Studien bereits auch in Patientegesiatzt, welche mit Plasmid-DNA kodierend fir
VEGF behandelt wurdeif, 1+ 133 134, 155

Scatter Factor/Hepatocyte Growth Factor (SF/HGR) et vor kurzem charakterisierter

6 157\nelcher eine durch Disulfid-Briicken verbundenestmdimere Struktur und

Wachstumsfaktor,
ein Molekulargewicht von 80 kDa aufwefst. Sein Rezeptor wurde als dasviet Protoonkogen-
Produkt identifiziert, welches den transmembranargrosinkinasen zugeordnet {Sf.Die Synthese
von SF/HGF durch mesenchymale Zellen (z.B. Fibsibla und glatte Muskelzellen), in
Zusammenhang mit den nachgewiesenen Effekten atifekpund Endothelzellen, legt eine parakrine
Wirkungsweise nah€® SF/HGF wird als ein wesentlicher Mediator mesentilgr-
epithelialer/endothelialer ~ Wechselwirkungen betteach welcher zur  Embryogenese,

Organregeneration, Wundheilung und Angiogeneseaugif® !

Dazu passend haben vorausgegangene Untersuchurdegt, bdass SF/HGF direkt die
Proliferation und Migration kultivierter Endothellmn stimuliert?” ° die Entwicklung von
kapillarahnlichen Strukturem vitro férdert>” ***und eine Kapillarbildung in Matrigel-Plomben und
normaler Cornea stimuliett. *** Desweiteren ist gezeigt worden, dass die Exprassio SF/HGF in
Skelettmuskulatur nach Ischamie induziert witVor kurzem wurde SF/HGF mit einer Regeneration

endothelialer Kapillaren in ischamischem Myokar@irsammenhang gebracft.

Vorausgegangene Untersuchungen haben zweifelsézigt, dass bestimmte Zytokine wie
Platelet-Derived Growth Factor-BB (PDGF-BB) und fstorming Grwoth Factdp, (TGFb,), die
Expression von VEGF in glatten GefaBmuskelzellenchhegulieren und damit indirekt
angiogenetische Effekte aufweisen kénffeshwohl sieper senicht-mitogen oder sogar inhibitorisch
auf die Endothelzellproliferatiom vitro sind”> **>Weil der cMet Rezeptor fiir SF/HGF sowohl auf
Endothelzellen als auch auf glatten GefaRmuskelzeadkprimiert ist®® haben wir die Méglichkeit in
Betracht gezogen, dass SF/HGF auch die VEGF-Expressn glatten Gefalimuskelzellen
hochregulieren konnte. Dadurch konnte das angidgehe Potential von SF/HGH vivo durch

direkte und indirekte Effekte, reguliert auf kogmedirte Art und Weise, verstarkt werden.
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Die folgende Reihe von Experimenten zeigt, dassddiekten Effekte von SF/HGF auf die
Endothelzellproliferation und —migration vergleielbsind mit denen von VEGF; die Kombination
von SF/HGF und VEGF resultierte in einem additifekt auf die Endothelzellproliferation und
einem synergistischen Effekt auf die Endothelzejhation. Darlberhinaus induzierte dre vitro-
Gabe von SF/HGF zu menschlichen glatten GefaRnuellesh eine Hochregulation von sowohl
VEGF mRNA als auch Proteinln vivo zeigen die angiographischen, physiologischen und
histologischen Ergebnisse, dass SF/HGF-induziengidgenese deutlicher ausfiel als wie mit VEGF
erzielt. SF/HGF ist somit eine potente Substanz $irategien, welche darauf gerichtet sind,
therapeutische Angiogenese zu férdern, wahrschhials Ergebnis der Kombination direkter Effekte
von SF/HGF auf Endothelzellen und der indirekterfelge, einschlielich einer parakrinen

Hochregulation von VEGF in glatten Muskelzellenewi vitro gezeigt wird.

4.2. Material und Methoden
rhSF/HGF und rhVEGEs

rhSF/HGF wurde in Ovarzellen chinesischer Hamsteduyriert, welche mit einem Plasmid
transfiziert wurden, das die natirliche menscheli8ir/HGF-Sequenz in gesamter Lange kodiert. Das
rhSF/HGF wurde dann in seine bioaktive, heterodémt&rm durch eine Modifikation der von Naka
und Mitarbeiteri®” beschriebenen Methode konvertiert und durch koimesile Chromatographie
wie friiher beschrieben aufgereintfft.Die 165-Aminoséuren homodimerische Isoform von VEG
(rhVEGFgs) wurde von transfizierten Ovarzellen chinesiscihéamseter wie vorbeschrieben
gereinigt:® Die Reinheit des Materials wurde durch eine siljefiirbte SDS-PAGE
Gelelektrophorese und durch das Vorhandensein derezifschen NHterminalen

Aminsosaurensequenz bestatigt.
Zellkultur

HUVECs wurden aus Nabelschnurvenen mittels Kollagebehandlung isoliert wie
anderweitig beschrieb&und in Medium 199 (Gibco Life Technologies) kukist, welchem 20%
fetales Rinderserum (FBS) (Gibco), 10§/ml Endothelzellwachstumszusatz und 50 U/ml Hepari
(Sigma Chemical Co.) zugesetzt worden waren. Humglatte Gefal3muskelzellen (HVSMCs)
wurden durch Auswachsenlassen von unbenutzten Alisah der Aa. mammariae internae
gewonnen, welche wie vorbeschrieben wéhrend aaolawer Bypassoperationen erhalten wurdén.
Diese Zellen wurden in DMEM erganzt mit 10% FBStixigrt.

Northern Blot-Analyse kultivierter HYSMCs

Konfluente HYSMCs der Passagen 3 bis 5 wurden 8iStunden vor jedem Experiment in
gefiltertem DMEM, welches 0.5% FBS enthielt, Wacinss-arretiert. Die Zellen wurden dann fir
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verschiedene Zeitspannen und mit unterschiedlidt@zentrationen wie im weiteren angegeben mit
rhSF/HGF behandelt. Stimulation der HVSMCs mit PMRhorbol-12-Myristat, 13-Acetat; ein
Phorbolester) (Sigma) diente als Positivkontralledie VEGF-Genexpressidh: Von den HVSMCs
wurde dann Gesamt-RNA mittels Phenol-/Chloroforntr&tion isoliert?* und anschlieRend eine
Northern Blot-Analyse nach Standardmethoden duréinge’® °° Die cDNA-Probe fiir humanes
VEGF bestand in einem 675 EgoRI/Bgl IFFragment (erhalten von N. Ferrara, Fa. Genentech).

RT-PCR-Analyse kultivierter HYSMCs

cDNA-Synthese mittels reverser Transkription undRP&halyse wurden nach Standardmethoden
bzw. wie unter 2.2 beschrieben durchgefdhrt® Die fir humanes VEGF (Gen bank accession
number M32977) gewéhlten Primer waren fir Sens&§5GAA CTT TCT GCT GTC TTG GG und
fur Antisense (5'-3") TCA CCG CCT CGG CTT GTC ACR resultierte in drei Banden (438-, 570-
and 642-bp), korrespondierend zu den drei haupishen VEGF-Isoformen 121, 165 und 189,
welche in human glatten Muskelzellen exprimiertisifi Fiir humanes GAPDH (X01677) wurden die
folgenden Primer benutzt: Sense (5'-3') TGA AGG TGEG TCA ACG GAT TTG, Antisense (5'-3")
CAT GTG GGC CAT GAG GTC CAC CAC. PCR ergab eine ®®3Bande. Der lineare Bereich der
exponentiellen PCR-Amplification wurde fur jedesnferpaar bestimmt, um eine semiquantitative
PCR-Analyse zu erméglichéf!: Die Anzahl der Zyklen wurde dann im linearen Beheider
Amplifikation gwahlt: 29 Zyklen fur VEGF, 20 Zyklefir GAPDH. Zehn pl jeder PCR-Reaktion
wurde dann in einem 1.5% Agarosegel aufgetragashdienBanden wurden dann nach Elektrophorese
mittels Ethidiumbromid Férbung sichtbar gemache Banden wurden anschlie3end durch Scannen
und Analyse mit der Eagle's Eye Il Software demsétisch quantifiziert. Die Signale fir VEGE
wurden durch Teilen des Wertes mit dem Signal fAPGH normalisiert, welches als Housekeeping-
Gen hoch und weitgehend konstant exprimiert wirdie DDaten, die als relative Werte
(VEGFsf/GAPDH) gezeigt sind, wurden dann gegen die Zgila@tet. Die Ergebnisse reprasentieren

drei unabhangige Amplfikationen aus zwei getreumthgefiihrten Experimenten.
Analyse der VEGF-Proteinexpression in kultiviert#iSMCs

Zur Analyse der VEGF-Proteinexpression in glatteri&dBmuskelzellen mittels Western Blot wurden
die Zellen durch Zugabe von 1 ml RIPA-Puffer (1% 0.5% Na-Deoxycholinsaure, 0.1% SDS in
PBS, pH 7.4; 1 uM Leupeptin; 5 uM Aprotinin; 1ImM BH®; 1 uM Pepstatin (alle von Sigma
Chemical Co.) pro 100 mm Platte lysiert. I der Proteinextrakte wurden mittels 10% SDS-PAGE
aufgetrennt und auf eine 0.2 Micron PVDF-Membramofd) transferriert. Die Membran wurde in
10% Trockenmilchpulver, 0.2% Tween-20 in PBS (TPBS) 7.4, geblockt und tibernacht b&C4
mit einem polyklonalen anti-humanem VEGF-Antikorpaus Kaninchen (1:200; Santa Cruz)
inkubiert. Die Blots wurden dann mit 0.2% TPBS gselen und mit Peroxidase-gekoppeltem anti-
Kaninchenantikorper aus Ziege (1:7,500; Santa Chiiz45 Minuten inkubiert. Nach ausgiebigem
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Waschen mit TPBS und einem abschlieBendem Wasdtischit PBS alleine wurden die

immunreaktiven Banden mit dem ECL-Reagenz sictgbaracht (Amersham).
Endothelzell-Proliferationsassay

Zur Evaluierung der Zellproliferation wurde der éoinetrische MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-
2-yl)-2,5-Diphenyltetrazoliumbromid) Assay durchigeft'’® Hierzu wurden HUVECS in einer 96-
well-Platte (5,000 Zellen/well) in 0.2 ml M199 (GI® BRL), erganzt mit 5% FBS, ausgesat. MTT
wurde in PBS aufgeldst, um eine Stammldsung vonghminherzustellen. Nach der Inkubation der
HUVECs mit rhSF/HGF, rhVEGEs oder der Kombination von beiden fir 48 Stundendsudie
MTT-L6sung zu jedem well hinzugegeben (10 pl pr® 10 Medium) und die Platten wurden bei
37°C fur 4 Stunden inkubiert. Das Medium wurde wvanfen und DMSO zu jedem well zugegeben,
um die dunkelblauen Farbkristalle aufzulésen. Naeimigen Minuten Schwenken bei
Raumtemperatur, um sicherzugehen, dass sich alkale aufgelost haben, wurden die Platten
mittels eines EAR 400 AT automatischen Plattenfeé8L T Labinstruments, Salzburg) bei einer Test-
Wellenlange von 560 nm und einer Referenz-Wellaggéwvon 650 nm abgelesen. Die Platten wurden
normalerweise innerhalb von 10 Minuten nach Zugdbse DMSA ausgewertet. Alle Experimente

wurden in vierfachen Ansatzen durchgefinhrt.
Endothelzell-Migrationsassay
Die Endothelzell-Migrationsassays wurden wie in B&schrieben durchgefihrt.

Tiermodell

Die Fahigkeit rhVEGEs and rhSF/HGF, eine Kollateralbildung als physiidoge Antwort auf
Ischamie zu verstarken, wurde in einem Kanincher@hauit chronischer Ischéamie der unteren
Extremitat, welches anderweitig beschrieben®ist durchgefiihrt. Alle Protokolle wurden von der
zustandigen Tierkommission geprift. Insgesamt wuie mannliche New Zealand White Kaninchen
(3.5 bis 4.0 kg) mit einer Mischung aus Ketamin (88/kg) und Azepromazin (0.8 mg/kg) nach
Pramedikation mit Xylazin (2 mg/kg) anasthesiertnsghlielend wurde eine Femoralarterie
chirurgisch wie bereits beschrieben entféfnin diesem Modell resultiert die Exzision der
Femoralarterie in einer retrograden, fortschreigen@hrombusbildung und einem Verschlul? der A.
iliaca externa. Als Konsequenz hiervon hangt deutfBi? zur ischamischen Extremitat von

Kollateralen ab, welche aus der A. iliaca internssgringert> °
Design der in vivo-Experimente

Die Dosis an rhVEG:s welche in den folgendein vivo-Experimenten benutzt wurde (500
ny), hatte sich in vorausgegangenen Untersuchundégergimstig herausgestellt, um in diesem
Tiermodel mit Bolusgabe von rekombinaten rhVEggiProtein einen angiogenetischen Effekt zu

erzielen?® ® Um einen maximalen Effekt der alleinigen rhVEGFGabe zu erzielen, wurden drei
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separate Injektionen von 50@ verabreicht: die erste Dosis lokal (intraartéiieldie A. iliaca interna

der ischamischer Extremitat) und dann zwei zuséizliDosen intravends; es ist vorbeschrieben, dass
letzterer Verabreichungsweg ebenfalls einen bisldgn Effekt erzielen konnt& Weil die Dosis-
Wirkungs-Kurven von rhVEGEs und rhSF/HGF beziglich Migration und Proliferatiomon
Endothelzellen in einem sehr dhnlichen Bereichna@iehe ,Ergebnisse”), wurde die gleiche Dosis

(500ny pro Injektion) fir SF/HGF gewahlt.

10 Tage nach der Operation (Tag 0) und nach Messudgs Korpergewichts und der nicht-
invasiven und invasiven hamodynamischen Parameite)) Eerhielten die Tieren einen intraarteriellen
Bolus rhSF/HGF (500rg, n=9), rhVEGF165 (500, n=9), oder Kontroll-Transportlésung (3 ml
0.9% Kochsalzlosung mit 0.1 % Kaninchen-Derumalliu(@igma); n=9), verabreicht als Bolus tber
eine Minute durch einen 3F-Endloch-Infusionskathéfeacker-18, Target Therapeutics), welcher in
der A. iliaca interna der ischamischen Extemit&itpaniert worden war. Am 2. und 4. Tag wurde die

gleiche Dosis des Wirkstoffes (oder Plazebo) irgréds verabreicht.

Am Tag 30 wurden alle Messungen wiederholt undTiisee eingeschlafert. Leber, Nieren und
Extremitdten wurden gewogen, und aus jedem Organdemu Proben fir eine histologische
Untersuchung entnommen. Muskel- und Nierenprobem@uauch fur fir die Mikrospharen-Analyse

des Gewebeflusses (s.u.) entnommen.
Unterschenkel-Blutdruckindex

Siehe 2.2.
Angiographie und Dopplerdraht-FluBmessungen

Angiographie und Dopplerdraht-Messungen der FluBgemdigkeit wurden an den Tagen O
und 30 wie anderweitig beschrieben durchgeftthtt’

Zusatzlich zu den in Ruhe durchgefihrten Messungerden die Endothel-abhéngigen und
Endothel-unabhangigen Gefalireaktionen mittels aniedeller Gabe von Acetylcholin und
Nitroprussid (Sigma) nach zweiminitiger Gabe Ubéne e Infusionspumpe mit konstanter
Geschwindigkeit (1 ml/min) gemessen. Jedes Medikamveurde in die A. iliaca interna der

ischamischen Extremitat in einer Dosis vongfmin/kg verabreicht.

Intravaskulare BlutfluR-Messung in der ischamischeatremitat
Siehe 2.2.

Selektive Angiographie der A. iliaca zur AnalyseidellateralgefaRe
Siehe 2.2.

Messung des muskularen, renalen und hepatischefiLBhes
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Der Blutfluf? zur Extremitdtenmuskulatur und zu dé&aren wurde mittels farbigen Polystyren-
Mikrospharen mit einem Durchmesser vonrii gemesself” 1> Das Prinzip der Quantifizierung
von Mikrospharen basiert auf der Analyse der lieeaBeziehung zwischen spektrophotometrisch
bestimmter Absorption des Farbstoffs und der Anzdéi Mikrospharen. Nachdem die oben
beschriebenen invasiven Messungen abgeschlossean waurden demzufolge zwei verschiedene
Sets von 3x10 gefarbten Dye-Trak Mikrospharen (Triton Technolpgiurch einen 3F Teflon-
Katheter in den linken Ventrikel an den Tagen 0 8dinjiziert. Zu jedem Zeitpunkt wurde die erste
Injektion des Sets unter Ruhe-Ausgangsbedingungendie zweite nach Nitroprussid-Infusion (15
nmg/min/kg) in die abdominelle Aorta verabreicht. demhal wurde eine Referenz-Blutprobe mit einer
Spritzenpumpe (Sage 351, Orion Research) aus giadpheren Arterie (zentrale Ohrarterie)
entnommen, um Mikrosphéaren mit einer konstantenci@esdigkeit von 1.2 ml/min zu erhalten.
Nach Einschlafern der Tiere wurden insgesamt 14 dbewroben (jeweils 2 g) von sieben
verschiedenen Muskeln (M. tensor fasciae lataetusadateralis, vastus medialis, adductor,
semimembranosus, gastrocnemius und tibialis amfeaies jeder unteren Extremitat (ischamisch und
nicht-ischamisch) entnommen. Ebenso wurden Probemexhter und linker Niere und von der Leber
gewonnen und benutzt (1) als Kontrolle fiir einehtedinks Homogenitat des Blutmikrosphéren-
Gehalts und (2) um den Effekt der verabreichtenagametischen Faktoren auf den Blutflu zu nicht-
ischdmischen Geweben zu untersuchen. Nach Gewelmel Blutproben-Digestion mit
Kaliumhydroxid, Mikrospharen-Extraktion durch Fibeund komplettes Entfernen des Farbstoffs mit
Dimethylformamid wurde jede Probe mittels eines Janionellen Spektrophotometers (Modell
8452A, Hewlett Packard) analysié?t: "> Aus den Messungen der optischen Dichte (OD) wdide
Muskelperfusion, ausgedrtckt in ml / min / 100 grdzhnet aus der folgenden Gleichung: Blutflu
der Muskelprobe (ml/min/g) = (OD der Gewebeprobe/Ofer Referenz-Blutprobe) x
{Entnahmegeschwindigkeit der Referenz-Blutprobé/frir)/Gewicht der Gewebeprobe (g)}.

Der muskulare Blutflu in jeder Extremitat wurds Mittelwert von 14 Proben ermittelt. Fir
jedes Tier wurde der muskulare Blutflu® in der &uoischen Extremitat zusatzlich als Prozentsatz des

muskularen Blutflusses der nicht-ischamischen Exitigg ausgedriickt.
Kapillardichte

Siehe 2.2.
Muskelgewicht

In jeder Extremitat wurden die Muskeln in drei Goep eingeteilt: Externe Huftregion, interne
Huftregion und Unterschenkel. Zum Zeitpunkt der unif der Tiere wurde das Gewicht jeder
Muskelgruppe (einschlie3lich den Proben, die fig ddikrosphéren- und histolotische Analyse
benutzt wurden) fir jede Extremitat ermittelt. édgm Tier wurde ein Muskelatrophie-Index fiir jede

Muskelgruppe und fiur die gesamte GliedmalRe wieefdgberechnet: Muskelatrophie-Index = {1-
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(Muskelgewicht in der ischamischen Extremitat/Mugkeicht in der nicht-ischamischen
Extremitat)} x 100.

Histologische Untersuchung von Leber und Nieren

Um mdgliche systemische Nebenwirkungen der verabien angiogenetischen Faktoren zu
erfassen, wurden Leber und Nieren gewogen, hieB@mmebeproben systematisch entnommen und in

5-mm Scheibchen geschnitten, um mogliche morphstbgi Abweichungen erkennen zu kénnen.
Statistische Auswertungen

Siehe 2.2.

4.3. Ergebnisse
SF/HGF induziert die Expression von VEGF mRNA urodefh in kultivierten HYVSMCs

Zugabe von 25 ng/ml rhSF/HGF zu kultivierten HVSM®swirkte eine zeitabhangige
Induktion der VEGF mRNA-Expression im Northern Bl@bb. 3.1A). Wahrend die Menge der
VEGF mRNA in ruhenden (quiescent) glatten GefalBmizellen niedrig bis unterhalb der
Nachweisgrenze lag, verstarkte sich die VEGF mRMArEssion bereits deutlich innerhalb 3
Stunden nach Stimulation, war am starksten nactud®n und hielt fir mindestens 24 Stunden an.
Die Induktion der VEGF mRNA-Expression war dosisaidig, mit einem maximalen Effekt
zwischen 25 und 50 ng/ml rhSF/HGAbp. 3.1B). Um unspezifische Effekte auszuschlielen wurde
als Negativkontrolle Rinderserumalbumin (BSA) zattggn Muskelzellen gegeben, was zu keiner
nennenswerten Anderung der VEGF mRNA-Basisexpredsibrte @bb. 3.1C) PMA, welches die
VEGF-Expression stark aktiviert, wurde als Posiintcolle benutzt. RT-PCR-Analysélfb. 3.2A)
zeigte eine gleichmaflige Induktion aller drei haéaphlicher VEGF-Isoformen, und semiquantitative
Auswertung des VEGEs PCR-Produkts bestétigte, dass die maximale Indalgechs Stunden nach
Stimulation mit rhSF/HGF auftrat (20.13-facher Anstieg im Vergleich mit nicht-stimutien
Kontrollen). Nach 18 und 24 Stunden nahm die VEGMRNA-Expression ab auf 28.16 bzw.
2.3t0.11-fach Abb. 3.2B).

Western Blot-Analyse bestétigte den Effekt von M85 auf die VEGF-Expression auf der
ProteinebeneAbb. 3.3).
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Abb. 3.1. Northern Blot Analyse, welche die Induktion von VEGRNA-Expression in glatten Muskelzellen (SMCs) nach
Stimulaion mit rhSF/HGF zeigt(A) Zeitverlauf der VEGF mRNA-Expression in SMCs nachgabe von rhSF/HGF.
Stimulation von humanen glatten GefalimuskelzeMviGMCs) erbrachte eine zeitabhangige Induktion deG¥ENRNA-
Expression. Wahrend ruhende SMCs sehr wenig odét-nachweisbare Mengen an VEGF mRNA enthalten, irst e
Zunahme 3 Stunden nach Stimulation sichtbar, witheh 6 Stunden maxinal ist und Uber 24 Stundenigpiers. (B)
Northern Blot-Analyse der VEGF mRNA nach 4 Stundeit,den angegebenen Konzentration an rhSF/HGF. ileltion
der VEGF mRNA ist dosisabhéangig, mit einem maxim&éfekt zwischen 25 und 100 ng/ml rhSF/(HGE) Um unspezi-
fische Effekte auszuschlieBen, wurden 50 ng/ml B8A¥YSMCs zugegeben, was zu keiner Anderung der VERNA-
Expression fuhrt. PMA wurde als Positivkontrollenbézt.

Abb. 3.2. RT-PCR, welche die simultane Induktion der mRNA allei hauptséchlicher VEGF-Isoformen durch rhSF/HGF
zeigt. (A) RT-PCR-Analyse ergab, dass die mRNA fir alle dreplsichlich vorkommenden VEGF-Isoformen (121, 165,
189), welche durch alternatives Splicing entstelmach Zugabe von rhSF/VEGF induziert wifB) Quantitative Analyse
der RT-PCR Produkte bestatigt,dass die ExpressioVi# g5 ihr Maximum nach 6 Stunden erreicht. Die Quaritfiang
der PCR-Produkte durch Scannen und Normalisierei@ete durch Teilen mit dem jeweiligen GADH-Werigtedass die
maximale Induktion 6 Stunden nach Stimulation namblar ist (2.9+0.2 facher Anstieg im Vergleich ndiém
Ausgangswert fiir VEGEs). "Nach 12 bzw. 24 Stunden ging die VEGFMRNA wieder leicht zuriick auf das 2.7+0.1- bzw.
2.4+0.1-fache des Ausgangswertes.
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Abb. 3.3. Induktion von VEGF-Protein durch rhSF/HGF. Der Yeées Blot zeigt den Zeitverlauf der VEGF-Protein-
produktion in HYSMCs nach Stimulation mit 50 ng/m&F/HGF.

In vitro-Effekte von rhSF/HGF und rhVEGE allein und kombiniert, auf die Endothelzell-Mitjcan
und —Proliferation

Der EinfluR von rhSF/HGF und rhVEGE auf die Proliferation und Migration kultivierter
HUVECs ist in Abb. 3.4 dargestellt. Es besteht kein statisctisch sigaifikr Unterschied in der
Antwort der Endothelzellen auf die beiden Zytokiileer einen Konzentrationsbereich von 0.1 bis
1000 ng/ml. Fir rhSF/HGF war der maximale Effekis@edrickt als Prozent des Ausgangswertes)
auf die Proliferation von HUVECs 139+13.4% und fivVEGFs5 158.2+7.6%, p=n.sApb. 3.4A). In
analoger Weise betrug der maximale Effekt von rH&¥ und rhVEGIkss auf die Migration von
HUVECs 233.9+6.4% bzw. 278.1+6.7%, p=nAblj. 3.4B).

Der kombinierte Effekt von rhSF/HGF und rhVEfgf wenn gleichzeitig verabreicht, war
wenigstens additiv fir die Endothelzell-Prolifecati (p<0.01,Abb. 3.4A) ebenso wie fir die —
Migration (p<0.0001Abb. 3.4B). Zusatzlich zeigte sich, wenn submaximale Konzgionen (1, 10,
50 und 100 ng/ml) benutzt wurden, ein synergisésdiffekt der beiden Zytokine hinsichtlich der
Endothelzell-Migration (p<0.0001). Bei 10 ng/ml abg sich zum Beispiel ein Wert fur
rhSF/HGF+rhVEGHks:;s von 250.3% des Ausgangswertes im Vergleich zuneieevarteten Wert von
178.9% (rhSF/HGF alleine 76.3% und rhVEGflleine 102.6%; p<0.0001).

Reprasentative Beispiele der Endothelzell-Migregassays mit einer Wachstumsfaktor-
Konzentration von 10 ng/ml sind Wbb. 3.5 gezeigt. Vergleichbare Ergebnisse wurden mit hnan

mikrovaskularen Endothelzellen erhalten (nicht ggxe
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Abb. 3.4. Einflu von rhSF/HGF und rhVEGF auf die EndothilBeoliferation und —Migration(A) Proliferationsassay
mittels MTT zeigt keinen Unterschied in der Dosigfings-Kurve von HUVECs auf rhSF/HGF und rhVEGF nwebeide
Zytokine getrennt verabreicht werden. Ein additigéfiekt ist zu beobachten, wenn die beiden Zytolkiambiniert werden
(p<0.01).(B) Ein in einer modifizierten Boyden-Kammer durchgeféh Migrationsassay zeigt keinen Unterschied in de
Dosis-Wirkungs-Kurve von HUVECs gegeniiber rhSF/H®@H thVEGFgs wenn beide individuell verabreicht werden. Es
besteht ein additiver Effekt wenn beide kombinisgrden (p<0.001), und bei Dosen welche eine submagi Antwort

bewirken (1, 10, 50 und 100 ng/ml), besteht einesgistischer Effekt (zweiseitiger ANOVA-Test; p<0D fir die
Wechselwirkung).

Abb. 3.5. Mikroskopische Aufnahmen der EndothelzellmigratiBotomikrographien reprasentativer Membranen ey e
modifizierten Boyden-Apparatur fiir Migrationsassagachdem die nicht-migrierten HUVECs von der obeBaite der
Membran entfernt wurden und mit Giemsa-Lésung defévurden (x100).(A) Negativ-Kontrolle (keine Zugabe von
Faktoren zur unteren Kamme(R) rhVEGF¢5 (10 ng/ml);(C) rhSF/HGF (10 ng/ml)D) rhVEGF¢5 (10 ng/ml)+rhSF/HGF
(10 ng/ml). Der Einschub zeigt durch die Membraepo8 m) migrierte Zellen bei starkerer Vergroferung (40
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Einflu3 von rhSF/HGF und rhVEG§ auf die KollateralgefaRentwicklung in ischamiscEstremitét

Auf der Grundlage der erhaltenen Ergebnisse, wedtimiche direkte Effekte beider Zytokine
auf Endothelzellenn vitro zeigen, wahlten wir die gleiche Dosis an rhSF/H@E rhVEGHg um
mittels dem Modell der ischamischen unteren Exti&mdie entsprechenden Einflisse auf die
Angiogenesdn vivo zu untersuchen. Unsere Annahme war dabei, dasdziiols zu dem direkten
Einfluld von SF/HGF auf die Endothelzell-Prolifecati und dem synergistischen Effekt auf die
Endothelzell-Migration in Kombination mit VEGF, dieahigkeit von SF/HGF, eine vermehrte
Synthese von VEGF in glatten Muskelzellen zu indtem, zu einem starkeren Effekt relativ zu

rhVEGF¢s alleine auf die Angiogenese vivo fiihren kénnte.

Die quantitative Analyse der KollateralgefaBentwick) in der medialen Huftregion der
Kaninchen mit Extremitatenischamie ist Abb. 3.6A zusammengefalit. Vor Behandlung (Tag 0)
unterscheiden sich die angiographischen Scores siighifikant zwischen den Behandlungsgruppen.
Am Tag 30 ist der angiographische Score in sowddl WhVEGHRgs als auch der rhSF/HGF-
Behandlungsgruppe deutlich hdher (p<0.001) als ém Hontroligruppe (Kontrolle=0.55+0.03;
rhVEGFg=0.71+0.04; rhSF/HGF=0.89+0.04). Darlber hinaus derangiographische Score in der
rhSF/HGF-Gruppe signifikant hoher als in der rhVE&g&BSruppe (p=0.02).
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Abb. 3.6. Angiographischer und histologischer Nachweis &kser Durchblutung(A) Angiographischer Score, welcher
sich ergibt durch Quantifizierung von angiographisichtbaren Gefalien in der medialen Huftregion isemdmischen
Extemitaten an den Tagen 0 und 30. Am Tag O bestetiee Unterschiede zwischen den Gruppen. Am TDeigt3lie Zahle
der Gefaé signifikant mehr in den rhVEGF- und rit8E¥F-behandelten Gruppen. Die Antwort auf rhSF/H&Fsignifikant
starker ausgepragt als im Vergleich zu rhVEGF (p2p.*p<0.001 vs. Kontrolle; #p<0.05 vs. VEGER) Kapillardichte,
evaluiert am Tag 30 in histologischen Schnitten mhedialen Hiftmuskulatur von nicht-ischdmischen isahéamischen
Extremitaten. In den nicht-ischamischen Extremitdst die Kapillardichte nicht unterschiedlich zelign den Gruppen. In
den ischamischen Extremitaten erhdhte rhVEGF uSéF#HGF signifikant die Kapillardichte. Der Effekonw rhSF/HGF ist
signifikant starker ausgepréagt als der Effekt vaiGQF (p=0.018). *p<0.001 vs. Kontrolle; #p<0.05 VEGF.
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In Abb. 3.7 sind reprasentative Angiogramme der A. iliacarimae durchgefiihrt am Tag 30,
von Kontrollen, rhVEGEks und rhSF/HGF-behandelten Tieren dargestellt.dn thVEGRss und
rhSF/HGF-behandelten Gruppen ist die Kollateralgeféwicklung starker ausgepragt.

Abb. 3.7. Repréasentative angiographische Befunde.

Selektive Angiogramme der A. iliaca interna am Bagy
welche die KollateralgefaRbildung zeigen. (A) Katit,
(B) rhVEGFsbehandelte, (C) rhSF/HGF-behandelte
Kaninchen. Mit rhSF/HGF-behandelte Tiere zeigen meh
angiographische sichtbare Kollateralen als Korgro(lA)
und rhVEGFRgsbehandelte Tiere (5003 x 3).

Abb. 3.8. Reprasentative histologische Befunde.
Repréasentative Beispiele histologischer Schnitteérpef
mit alkalischer Phosphatase zur Identifizierung von
Kapillaren in drei Versuchsgruppen: (A) Kontrolig)
rhVEGF,s und (C) rhSF/HGF. Die mit rhSF/HGF-
behandelten Tieren zeigen eine Zunahme der Kapillar
dichte im Vergleich zu den anderen Gruppen.
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Der Einflu3 von rhSF/HGF und rhVEGF auf die Blutiédlichte wurde ebenso mittels Licht-
mikroskopie auf der Kapillarebene untersucht, ue Iapillaren/mrf in Gewebsschnitten, die von
der medialen Huftmuskulatur von ischamischen urzhtAschdmischen Extremitaten enthommen
wurden zu quantifizieren. Die morphometrische Asalyergab, dass die Kapillardichte in den
rhVEGFRes und rhSF/HGF-behandelten Gruppen signifikant hdlpe0.001) als in der Kontroll-
gruppe lag (Kontrolle=153+10/nfmrhVEGR=231+14/mrf; und rhSF/HGF=288x18/nfin Die
Kapillardichte in der rhSF/HGF-Gruppe war ebengmifikant hdher als in der rhVEGE-Gruppe
(p=0.02) Abb. 3.6B). Eine Analyse des Verhéaltnisses zwischen Kagitlarnd Zahl der Muskelfasern
ergab ahnliche Ergebnisse (Kontrolle=0.41+0.03; BEGWss=0.65+0.04; und rhSF/HGF=0.84+0.05

Kapillaren/Muskelfaser).

Eine Analyse der Kapillardichte und der Zahl deplaren pro Muskelfaser aus Schnitten von
der medialen Huftmuskulatur der nicht-ichamischeontkalateralen Extremitaten ergab keine
Unterschiede zwischen den Gruppen (Kontrolle=20h8EGFR=204+8; und rhSF/HGF=210%9;
p=n.s.) Abb. 3.6B).

Reprasentative Beispiele von histologischen Samitdie mit alkalischer Phosphatase zur
Identifizierung der Kapillardichte in den drei Vachsgruppen angeféarbt wurden, sindAinb. 3.8

dargestellt.
EinfluR von rhSF/HGF und rhVEG§ auf den Blutdruck-Index

Der Unterschenkel-Blutdruckindex war in allen Grep@mm Tag O gleich. Am Tag 30 hatte sich
der Blutdruckindex in allen Gruppen verbessertiem mit rhVEGF165- und rhSF/HGF-behandelten
Gruppen war der Blutdruckindex jedoch hoher (p<p#&l% in der Kontrollgruppe (Kontrolle= 0.51+
0.05; rhVEGHRes=0.71+0.04; und rhSF/HGF=0.88+0.04). Der Blutdradeix in den mit rhSF/HGF-
behandelten Kaninchen war wiederum signifikant héle der in den mit rhVEGEs-behandelten
Tieren (p<0.05).

Einflul® von rhSF/HGF und rhVEGE auf den iliakal-arteriellen Blutflu

Die BlutfluB-Parameter wurden mittels eines in der iliaca interna der isch&mischen
Extremitat positionierten Dopplerdrahtes an denefia@ und 30 gemesseAbp. 3.9A). Am Tag O
bestanden keine Unterschiede zwischen den Grupgater im Ruhe- noch im maximalen FluR. Am
Tag 30 war der Ruheflu héher in den rhVEGF (p<0u in den rhSF/HGF-behandelten Tieren
(p<0.005) als in den Kontrollen (Kontrolle=17.9£0.9 /mih; rhVEGRe=21.2+0.7 ml/min;
rhSF/HGF=23.9£1.2 ml/min). Der maximale Flul3 nadtrdgrussid-Infusion war signifikant héher
(p<0.004) sowohl in der mit rhVEGE— als auch in der mit rhSF/HGF-behandelten Gruppe,
verglichen mit der Kontroll-Gruppe (Kontrolle=362.8 ml/min; rhVEGk=48.0£2.7 ml/min;
rhSF/HGF=59.4+3.7 ml/min). Der maximale Fluf3 in deib rhSF/HGF-behandleten Tieren war héher
als in den mit rhVEGfsbehandelten Tieren (p=0.02). Die signifikante Zuna im maximalen Fluf3
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in den mit rhVEGEKs und rhSF/HGF-behandelten Kaninchen bedingte égmifikant hohere
(p<0.005) FluRreserve als in der Kontrollgruppe rfifolle=2.01+0.06; rhVEGEs=2.26+0.06;
rhSF/HGF=2.47+0.05). Die Flu3reserve in den mitFh&sF-behandelten Tieren war ebenfalls
signifikant hoher als in den mit rhVEGEbehandelten Tieren (p=0.016).
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Abb. 3.9. Analyse des iliakalen Blutflusses und der Durchiolgtder Skelettmuskulatui?) Blutflu® in der A. iliaca interna
der ischamischen Extremitat, gemessen an den Tagemd 30. Am Tag O bestehen keine Unterschiedechers den
Gruppen, weder in Ruhe noch nach Nitroprussid-lofugi,Maximum®“). Am Tag 30 ist der Ruheflul durch BEF
signifikant erhéht (p=0.0012), wahrend der maximBlatflul sowohl durch VEGF (p=0.0039) als auch tu&~/HGF
(p<0.0001) deutlich erhéht ist. Der maximale Blugflist in der SF/HGF-behandelten Gruppe signifikadiier als in der
VEGF-behandelten Gruppe *p<0.05 vs. Kontrolle; #080vs. VEGF.(B) Skelettmuskeldurchblutung der ischamischen
Extremitat (ausgedriickt als Prozentsatz der Periudéer nicht-ischamischen Extremitat), gemessedeanTagen 0 und 30.
Am Tag 30 bestehen keine Unterschiede zwischerGdeppen, weder in Ruhe noch nach Stimulation mitdgitussid. Am
Tag 30 hat der in Ruhe gemessene MuskelblutfluBhdWWEGF (p=0.002) und SF/HGF (p<0.0001) zugenomnf&n.
vergleichbarer Effekt zeigt sich nach Stimulatidiir (VEGF, p=0.0004 und fir SF/HGF, p<0.0001), mitee noch
deutlicheren Verbesserung durch SF/HGF (p=0.0K0:p05 vs. Kontrolle; #p<0.01 vs. VEGF.

Einfluld von rhSF/HGF und rhVEG§s auf die Muskeldurchblutung

Der muskulare Blutflul3 wurde an den Tagen O undn8€els farbiger Mikrospharen gemessen
(Abb. 3.9B). Fur jedes Tier ist die Muskeldurchblutung in dehamischen Extremitat angegeben als
Prozentsatz des Muskelflusses in der nicht-ischémais Extremitat. Die Homogenitat der Mikro-
sphéarenverteilung wurde durch die Messung der BEgé zur rechten und linken Niere verifiziert
(r=0.99; Steigung=0.97+0.04, Achsenabschnitt=0.143)0

Am Tag 0 bestand kein Unterschied zwischen den ggnifir den in Ruhe gemessenen musku-
laren Durchblutungsindex (Kontrolle=65.6+3.9%; riMEs=62.9+4.2%; rhSF/HGF=64.6+ 3.7%;
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p=n.s.) oder nach Gabe von Nitroprussid (Kontrele4+3.0%; rhVEGRs=44.4+3.7%; rhSF/HGF
=39.8+2.9%; p=n.s.). Am Tag 30 war der Muskelbuiifindex in Ruhe in den mit rhVEGE und
rhSF/HGF-behandelten Tieren (p<0.002) im Verglezchden Kontrollen angestiegen (Kontrolle=
71.1+2.3%; rhVEGERs=87.6+3.7%; rhSF/HGF=99.1+3.4%). Der nach Nitropidisgemessene
MuskelblutfluR-Index verbesserte sich sowohl in ohétr rhVEGRgs als auch in der mit rhSF/HGF-
behandelten Gruppe signifikant (p<0.0005) im Veadjlezur Kontrollgruppe (Kontrolle=49.1+3.9%;
rhVEGF5=66.9+3.7%; rhSF/HGF=80.3+3.3%). Der Muskelblutfla@ex nach Nitroprussid war
gleichzeitig hoher fur die mit rhSF/HGF-behandeltds fur die mit rhVEGERsbehandelten Tieren
(p=0.01).

Einflul3 von rhSF/HGF und rhVEG§s auf die Muskelatrophie

Die Muskelatrophie, ermittelt durch den Muskelatr@pindex (wie unter “Methoden” beschrieben),
war in den Tieren, welche rhVEGE or rhSF/HGF erhalten hatten, deutlich und sigaifik(p<0.01)
reduziert im Vergleich zu den Kontrollen (Kontrei28.67+2.47%; rhVEGHs=14.25+2.52%;
rhSF/HGF=4.27+2.65%). Der in der rhSF/HGF-Gruppeblaehtete Effekt war signifikant starker
ausgepragt als in der rhVEGEGruppe (p=0.013)T@ab. 3.1).

Tabelle 3.1.EinfluR von rhSF/HGF und rhVEG§ auf den Index der Muskelatrophie in der ischa-
mischen Extremitat

Kontrolle (n=9) rhVEGF (n=9) rhSF/HGF (n=9)
Interne Huftregion 23.54+3.35 13.48+3.03* 2.90+2)p1
Externe Huftregion 29.50+2.66 14.41+2.28% 1.0148|)25
Unterschenkel 35.06+4.76 13.70+4.82% 9.48+3.30%
Extremitat gesamt 28.67+£2.47 14.25+2.52t 4.27+2|658

Muskelatrophie-Index={1-(Muskelgewicht in der ischigcher Extremitat/Muskelgewicht in der nicht-isofischen
Extremitat} x 100
*p0<.05 vs. Kontrolle; 1p<0.01 vs. Kontrolle; $p@01 vs. Kontrolle; §p<0.0001 vs. Kontrolle; ||p<Dy&. rhVEGF;

Systemische Wirkungen von rhSF/HGF und rhVEGF

Obwohl ein Trend zu einem hdheren Gewicht in deh rmWEGF,;s- and rhSF/HGF-behandelten
Tieren zu beobachten war, bestand kein signifikabbteterschied zwischen den Gruppen. Ebenso
unterschieden sich weder Gewicht noch regionaletflBR von Leber oder Niere zwischen den
Gruppen. Eine mikroskopische Untersuchung histeldggr Schnitte von diesen Organen ergab keine
pathologischen Befund@#b. 3.2.
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Tabelle 3.2.Einfluld von rhSF/HGF und von rhVEG| auf Leber, Nieren- und Gesamtkdrpergewicht
und auf Leber- und Nierendurchblutung

Kontrolle (n=9) rhVEGF (n=9) rhSF/HGF (n=9)
Kdrpergewichtszunahme (%)* 6.84+1.35 10.01+1.71 7242.51
Nierengewicht (%)t 0.25+0.009 0.27+0.016 0.26+0.014
Lebergewicht (%)t 2.85+0.09 2.82+0.10 2.67+0.13
Nieren-Blutflu3 (ml/min/g) 3.89+0.20 3.5440.15 440318
Leber-Blutflu3 (ml/min/100 g) 12.23+2.05 10.54+1.77 11.44+1.94

Zwischen den Gruppen besteht fiir keinen Paramitaignifikanter Unterschied.
*0p=(AbschlulRkoérpergewicht-Ausgangskorpergewichtggangskdorpergewicht (x100).
T%=0rgangewicht/Abschluf3kdérpergewicht (x100).

4.4, Diskussion

SF/HGF ist ein pleiotroper Wachstumsfaktor; seirzdpeor cMet wird in weit verbreitetem
Ausmal} auf verschiedenen Zellpopulationen exprimggnschliel3lich auf sowohl Endothel- als auch
glatten GefaRmuskelzelléff. Zellen, welche mit der gesamten kodierendegtcDNA transfiziert
wurden, reagieren auf SF/HGF mit einem breiten 8pakan biologischen AktivitateH? Wir zogen
daher die Moglichkeit in Betracht, dass SF/HGF ebatie VEGF-Expression in glatten Muskelzellen
hochregulieren konnte. In der ersten Reihe wowitro-Experimenten konnten wir in der Tat zeigen,
dass SF/HGF die VEGF-Expression in humanen gl&eia3muskelzellen induziert. Eine Induktion
der VEGF-mRNA durch SF/HGF war in vorausgehendetetsnchungen durch Ergebnisse, welche
mit inplantiertem Matrigel erhalten wurden, vermuteorden'’” In diesem Bericht war weder die
Zellart, welche fur die Zunahme der VEGF-mRNA véveortlich ist, noch die Méglichkeit einer
Zunahme von VEGF auf der Protein-Ebene untersuchtden. Die vorliegenden Ergebnisse
beweisen, dass in glatte Muskelzellen sowohl di&S#ENRNA als auch die Proteinproduktion nach
Stimulation mit SF/HGF erhoht ist. Dartberhinaushimadie Expression aller drei hauptsachlich

vorkommender VEGF-Isoformen gleichmaRig zu.

Die zweite Reihe von in vitro Experimenten legt @atlass der EinfluR von SF/HGF auf die
Endothelzell-Migration und —Proliferation ahnlicst zu der durchVEGF. Wenn SF/HGF und VEGF
kombiniert verabreicht werden, Ubertrifft jedoche dinitogene und chemotaktische Antwort von
kultivierten Endothelzellen diejenige, welche méwpils einem Zytokin alleine erreicht wird.
Zusammengenommen legen die Ergebnisse nahe, deiseim Milieu, in welchem sowohl Endothel-
als auch glatte Muskelzellen vorhanden sind, wieinesivo der Fall ist, SF/HGF eine potente

Kombination von direkten und indirekten Effekters@bt, einschliel3lich direkten Auswirkungen auf
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Endothelzellen und indirekten Mechanismen, weladleeiner Zunahme in der Produktion an VEGF
vermittelt werden. Als Konsequenz solcher kombieierEffekte kdnnte man einen potenten

Wirkungsmechanismus vermuten, um Angiogenesgvo zu stimulieren.

Die Ergebnisse dein vivo Experimente bestatigen in der Tat diese Annahmie. iD
Kaninchenmodell mit ischamischer Extremitat erhadte Ergebnisse legen nahe, dass SF/HGF
therapeutisch nitzlich sein konnte, um die Kol@gefalRentwicklung und den Blutflu@ zur
ischamischen Extremitat zu verbessern. Andere Bmtker haben in friiheren Untersuchungen den
Einflul von SF/HGF in anderen in vivo-Assays unield, einschliel3lich in Matrigel- und Cornea-
Taschenassay$.'®* Die vorliegenen Beobachtungen erweitern dieseusgragangenen Ergebnisse,
indem sie zeigen, dass die GefalRneubildung bzwferaming, welche sich als Reaktion auf SF/HGF
entwickelt, auch zu einer funktionellen Verbessgrtiihrt, wie der Anstieg des arteriellen Blutflusse
zur ischamischen Extremitat, die Verbesserung irSttelettmuskeldurchblutung und die signifikante

Reduzierung der Muskelatrophie nahelegen.

Der Nachweis eines aufgepragten ginstigen Effektsdee Angio- bzw. Arteriogenese nach
exogen zugefuhrten SF/HGF in diesem Modell perigh&ixtremitatenischamie ist im Einklang mit
frheren Beschreibungen einer transienten Expressmo der Skelettmuskulatur wéahrend der
Embryogenese und nach Ischanifém Gegensatz zur fehlenden Expression in nornealeachsener
Muskulatur®® ' Die Méglichkeit, dass SF/HGF eine Schlisselrolte der Modulation von
Angiogenese als Reaktion auf Ischamie spielen l&mwird zusatzlich unterstitzt durch das vor
kurzem veroffentlichte Ergebnis, dass die Expression SF/HGF nach myokardialer Ischamie und

Reperfusion verstarkt ist!

Unsere vorliegenden in vivo-Untersuchungen lassemfalls erkennen, dass SF/HGF die mit
VEGF alleine induzierte Neovaskularitat Ubertriffirotz einer vergleichbaren Dosis-Wirkungs-
Beziehungin vitro und dem gleichen Verabreichungsschema (3x5§0in vivo war sowohl der
angiographische als auch der histologische Nachstattgehabter Angio- bzw. Arteriogenese in den
Tieren, welche SF/HGF erhalten hatten, deutlichesgapragt als in denen, welche mit VEGF
behandelt wurden. Diese in vivo-Ergebnisse erweiterseran vitro-Resultate, indem sie nahelegen,
dass die Fahigkeit von SF/HGF, Angiogenese dundkidi Effekte auf die Endothelzell-Proliferation
und —Migration zu induzierein vivo potenziert wird durch die Féahigkeit, indirekt Angenese durch

Hochregulation eines oder mehrer anderer Zytokineduzieren, wie hier fir VEGF gezeigt ist.

Der direkte Vergleich zwischen SF/HGF und VEGF, wian unserem vivo-Untersuchungen
durchgefuhrt wurde, laRt vermuten, dass EndotHebmzifitdét nicht notwendigerweise eine
vorteilhafte Eigenschaft fur Zytokine ist, welch@giogenese fordern sollen. Tatséchlich legenrdie
vivo-Ergebnisse vom Standpunkt der Bioaktivitat ausenatass die pleiotropen Eigenschaften von

nicht-endothelzellspezifischen Mitogenen wie SF/H&ir wichtiges Mittel zum Zweck sein konnte,
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Neovaskularisierung in isch&mischen Geweben zumogten. Der mogliche Nachteil pleiotroper
Effekte, wie sie mit einem nicht-endothelzellspisziiem Mitogen verbunden sind, kénnte das Risiko
sein, in diesem Zusammenhang Uberflissige Zelladipulen zu stimulieren. In dieser Hinsicht ist es
bemerkenswert, dass keine pathologischen Folgen demit Dosis und dem Protokoll fir die
Verabreichung von SF/HGF beobachtet wurden, waigsen Experimenten angewandt. Insbesondere
war das Kdrpergewicht nicht verandert und es bestarkeine Hinweise auf Angiogenese oder
vermehrter BlutfluB in nicht-ischamischen Gewebéfohingegen in friheren Berichten nahegelegt
wurde, dass Anwendung von SF/HGF mit wachstumsfiidis Eigenschaften auf Leber und Niere
assoziiert ist®® "®'®wuyrden dariiberhinaus keine dieser Effekte in wisBtudie beobachtet. Es ist
jedoch wichtig, darauf hinzuweisen, dass in diegerausgegangenen Berichten die Wachstums-

F]O, 178, 179

fordernden Eigenschaften von SF/HGF nur im Fall @rganverletzungé und /oder

kontinuierlicher Gabe des angiogenetischen Zytogereigt wurden’® &

Die Abwesenheit begleitender pathologischer Effelie der vorliegenden Reihe von
Experimenten ebenso wie in einer anderen publetiefrbeit’® ist vereinbar mit der Vermutung, dass
die in vivo-Antwort auf SF/HGF durch einen zugrundeliegendém@us erleichtert bzw. vermittelt
wird. In der Tat wurde eine &hnliche Ortsspezifitat basic Fibroblast Growth Factor (bFGF)
gezeigt® In der bereits zitierten Arbeit von Ono und Miteitern® wird vermutet, dass lokale
Hochregulation des blet Rezeptors fur die Regulation des Ausmales der GF/Bioaktivitat
verantwortlich sein kénnte. Ein &ahnliches Paradigmarde fir VEGF beschrieben, wobei die
ortsspezifische Wirkung von VEGF zumindest zum Teeitch eine parakrine Hochregulation des
KDR-Rezeptors (VEGFR-2) durch Faktoren, welche tagpoxischen Myozyten freigesetzt werden,
erklart werden kanh Es ist ebenfalls bemerkenswert, dass in vorausgegen Untersuchungen
eine Stimulation des ktet Rezeptors in glatten Gefalimuskelzellen keine feralive Antwort
hervorgerufen haf® Zudem kénnte das Risiko von méglichen unerwiinschtebenwirkungen in
gesunden Organen durch ein Protokoll mit bescheiinkterabreichung vermieden werden.
Diesbeziiglich ist es glnstig, dass das Zeitintervalelches erforderlich ist flr eine
Neovaskularisierung ischamischer Gewebe in Tfr&f **'und Patientefi’ *** typischerweise unter

30 Tagen liegt.

4.5. Zusammenfassung

Scatter Factor/Hepatocyte Growth Factor (SF/HGE)eim pleiotroper Wachstumsfaktor,
welcher Proliferation und Migration von Endothelealstimuliert via seinen ket Rezeptor, welcher
auf Endothelzellen ebenso wie auf anderen Zelltygrésent ist, einschlie3lich glatten Muskelzellen.
Wir untersuchten die Effekte von rekombinantem hoema SF/HGF (rhSF/HGFHp vitro undin vivo

in einem Kaninchenmodell mit Ischdmie der untergtrdmitat. Wir verglichen dariiberhinaus diese
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Effekte mit denen von rekombinantem humanen Vasdatalothelial Growth Factor (rhVEGH),
welches ein fast ausschlie3lich Endothelzell-spghes Mitogen istin vitro wiesen rhSF/HGF und
rhVEGF¢s dhnliche Effekte auf die Proliferation und Migmativon Endothelzellen auf. Wenn beide
Zytokine zusammen verabreicht wurden, zeigte sitsh Exgebnis ein additiver Effekt auf die
Endothelzell-Proliferation und ein synergistiscligfekt auf die Endothelzell-Migration. Gabe von
rhSF/HGF zu kultivierten human glatten Gefal3muskidn resultierte in einer Induktion von VEGF
MRNA und Proteinin vivo bewirkte die Verabreichung von rhSF/HGF (3x5@) eine signifikante
Verbesserung der Kollateralgefal3bildung (p<0.001) des regionalen Blutflusses (p<0.0005) sowie
eine signifikante Reduktion de Muskelatrophie (®00.1). Diese Effekte waren deutlich starker
ausgepragt als die mit rhVEGE erzielten, bei gleichem Verabreichungsweg und teal. Weder

mit rhSF/HGF noch mit rhVEGEs zeigten sich Hinweise auf Angiogenese in weitetfeent
gelegenen Organen oder andere pathologische Fsidednungen. Zusammenfassend konnten die
pleiotropen Effekte bestimmter Wachstumsfaktorergidgenese potenzieren, und zwar einerseits
durch eine Kombination von direkten Einflissen dig Endothelzell-Proliferation und —Migration
und andererseits durch indirekte Einflisse, welchaler Bildung anderer potenter Endothelzell-
Mitogene in nicht-Endothelzellpopulationen resuttidie gezeigten synergistischen Effekte, wenn
SF/HGF und VEGFin vitro kombiniert verabreicht werden, werden mdglichessein vivo

reproduziert durch eine Hochregulation von VEGRlatten GefaRmuskelzellen.
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5. Chemotaktische Eigenschaften von Angiopoietin-1 und2, Liganden fir die endothel-

spezifische Rezeptor-Tyrosinkinase Tie2

5.1. Einleitung

Die Tyrosinkinase-Rezeptoren spielen als Familien vdelloberflachenproteinen eine
Schiiisselrolle in der Transduktion interzellular&ignale zum Zytoplasm&: Zahlreiche
Tyrosinkinase-Rezeptoren und verschiedene Expressigster der Tyrosinkinase-Rezeptoren, welche
wahrend der embryonalen Entwicklung und unter patlischen Bedingungen temporar modifiziert
werden, bestimmen das Zellschicksal und erlaubemwelgespezifische Zellreaktionen. Die
Ligandenbindung an die umfangreiche extrazellulZwenédne der Tyrosinkinase-Rezeptoren fuhrt zur
Rezeptor-Dimerisierung und Autophosphorylierung vomosin-Aminosauren an der intrazellularen
Doméne des Rezeptdf8.Verschiedene Proteine mit Homologie zur Src 2-Deepévelche an diese
Phosphorylierungsstellen rekrutiert werden, sindeiladentifiziert wordert®* Diese Proteine werden
als Initiatoren verschiedener Signalkaskaden beteac welche schliel3lich zu zellspezifischen
Antworten wie Proliferation, Migration, Differenzieng und morphologische Organisation im

Kontext von umgebenden Geweben fiih&n.

Auf der Grundlage von Sequenzahnlichkeiten undksirellen Charakteristiken ist es moglich,
Tyrosinkinase-Rezeptoren in Subfamilien einzuteifénzwei Tyrosinkinase-RezeptorSubfamilien
sind durch ihre weitgehende endothelspezifischerdsgion charakterisiert. Eine davon besteht aus
den drei bekannten Vascular Endothelial Growth &ra®!EGF-) Rezeptoren VEGFR-1/Flt-1,
VEGFR-2/KDR/FIk-1 und VEGFR-3/FIt-#: '®® Die kritische Rolle dieser Rezeptoren in der
Vermittlung von Vaskulogenese und Angiogenese withger normalen embryonalen Entwicklung

wurde mittels Knock-out Mausen mit gezielter Aussdting des fit-1¥" oder flk-1:%-

Gens gezeigt.
Daruber hinaus wird vermutet, dass die Expressiesed Rezeptoren in der Endothelschicht von
BlutgefaRen Erwachseriér einerseits VEGF-induzierte postnatale  Angiogeneseter
pathologischett™®’ oder therapeutisch&n® Gegebenheiten vermittelt, andererseits wichtidiisdie

Aufrechterhaltung der GefaRintegrifat.

Die Tie- (Tyrosinkinase mit_rmunglobulin-(Ig) und_Ridermal Growth Factor-(EGF-)
Homologie-Doméanen) Rezeptorfamilie stellt eine 2eve@indothelspezifische Tyrosinkinase-Rezeptor
Subfamilie dar, bestehend aus den Mitgliedern ¥#%81* und Tie2/Tek®**% Ahnlich wie fiir die
VEGF-Rezeptoren ist auch fir diese beiden Rezeptgezeigt worden, dass sie malRgeblich an der

1% als auch

Entstehung der embryonalen Vaskulatur beteilig.sBowohl Tiel knock-out MauSé
Tie2-defiziente M&aug&® wiesen einen letalen Phanotyp auf, verursachthdscbwere Defekte in der
embryonalen Gefal3struktur. Dartber hinaus ist gézedrden, dass eine aktivierende Mutation des
Tie2-Rezeptors Ursache angeborener vendser Malfimneam bei Patienten sein kahi; diese

missgebildeten Gefal3e wiesen eine dysproportiogrefte Zahl an Endothelzellen im Verhaltnis zu
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glatten GefalBmuskelzellen auf, was die Bedeutumgseintakien Tie2-Rezeptorsystems fir die
Kommunikation zwischen Endothel- und glatten Gefég&kelzellen in der vaskularen Morphogenese

unterstreicht.

Im Gegensatz zu den Liganden der drei VEGF-Rezeptateren Bindungseigenschaften und
Funktionen relativ gut charakterisiert sittd®" ***wurde der Ligand fiir den Tie2-Rezeptor, genannt
Angiopoietin-1 (Angl), erst kiirzlich isolielt, wahrend der/die Ligand(en) fir den Tiel-Rezeptor
immer noch unbekannt sind. Gezielte Unterbrechueg Angl-Gens in Mausen fihrte zu einem
letalen embryonalen Phanotyp am Tag 12.5 mit gésierdéen Defekten in der Gefal3struktur, welche
an die erinnerten, die zuvor in M&ausen mit ausgessem Tie2-Rezeptor beobachtet wurdfen.
Angl-Protein phosphorylierte den Tie2-Rezeptor énsehiedenen Endothelzellarten, induzierte aber
weder ein Wachstum von Endothelzellen noch die uBitd von gefaRartigen Tub&hTatsachlich
konnte bisher in nur ganz wenigen vitro-Assays eine biologische Funktion von Angl fir
Endothelzellen demonstriert werden. Eine AnalyseAteyl mRNA-Expression in adulten Geweben
ergab eine reichlich vorhandene Expression in stagkularisierten Geweben wie Skelettmuskulatur,
Prostata, Ovar, Uterus und Plazefifawas eine Rolle von Angl nicht nur fiir die embryena
Angiogenese, sondern auch im adulten GefaRbaum legheln Anbetracht der sparlichém vitro-
Daten bleibt die physiologische Beteiligung von Aren diesen Prozessen gegenwartig jedoch noch
unklar. Das zeitlich begrenzte Erscheinen der eoralen Angl-Expression lasst vermuten, dass das
Angl/Tie2-System nicht an der initialen vaskulogemhase der Gefal3entwicklung (wie es fur des
VEGF-System belegt ist) mitwirkt, sondern vielmehm angiogenetischen Auswachsen und
Verzweigen (sprouting), am GefaRremodeling und emvaskularen GefaRreifung beteiligt 1&t."**

1% Die vor kurzem erfolgte Entdeckung eines natiidithAntagonisten fir den Tie2-Rezeptor,
genannt Angiopoietin-2 (Ang2), welcher an den Tie2zeptor bindet, ihn aber nicht transduziert,

fuhrte zu einer weiteren Erhdhung der Komplexitadér Regulation des Ang/Tie2-Systetiis.

Die in den vorliegenden Untersuchungen beschrigb&mngebnisse sind mit die ersten, welche
einenin vivo-Effekt von Angl auf Endothelzellen beschreibenwlisl gezeigt, dass Angl, aber nicht
Ang2, als potentes und spezifisches chemotaktisehe®in auf Endothelzellen wirkt. Weder Angl
noch Ang2 flihrte zu einer mitogenen Antwort in Ethddzellen. Die chemotaktische Antwort von
Endothelzellen gegenlber Angl konnte durch Zugalmel@slichem Tie2-, nicht aber Tiel-Rezeptor,
im Uberschuss, ebenso wie durch ansteigende MerareAng2 unterdriickt werden. Im Unterschied
zu den fur Ang2 und Endothelzellen gezeigten Bedungiesen stabil mit Tie2-Rezeptor transfizierte
Fibroblasten jetzt eine deutliche chemotaktischaekiRen auf sowohl Angl als auch Ang2 auf, was
konsistent ist mit vorausgegangenen Beobachtundess Ang2 den Tie2-Rezeptor in nicht-
Endothelzellen aktivieren kann. Schlie3lich legt Henstitutive Nachweis einer Expression sowohl

von Tie2-Rezeptor als auch Angl in normalen aidtereund vendsen Gefal3abschnitten von
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erwachsenen Patienten eine mogliche Rolle des Amg2Systems in der Aufrechterhaltung einer

vaskularen Integritat nahe.

5.2 Material und Methoden
Zellkultur und Medien

Humane Nabelschnurvenen-Endothelzellen (HUVECSs)demiraus Nabelschnurvenen wie
vorbeschriebéfi mittels Kollagenasebehandlung isoliert und in Medi 199 (Gibco Life
Technologies) kultiviert, welchem 20% fetales Rirsgeum (FBS) (Gibco), 100 g/ml
Endothelzellwachstumszusatz und 50 U/ml Heparigr(fai Chemical Co.) zugesetzt worden waren.
Die HUVECs wurden zwischen Passage 3 und 5 bemidmtane mikrovaskuldre Endothelzellen
dermalen Ursprungs (HMECs) wurden von Cloneticsagétk Die Zellen wurden in EBM-Medium
kultiviert, welchem humaner epidermaler Wachstuiktsia(10 ng/ml), Hydrocortison (10 ng/ml), 5%
FBS und 0.4% boviner Gehirnextrakt zugesetzt womlan Die HMECs wurden zwischen Passage 4
und 6 fir die Experimente eingesetzt.. Glatte Gufigkelzellen der Ratte wurden aus Ratten-Aorta
wie vorbeschrieber? isoliert und in Dulbecco’s modifiziertem Eagle’seMium (DMEM) mit 10%
FBS kultiviert. Menschliche glatte Gefal3muskelzelleurden durch Auswachsen aus unbenutzten
Anteilen von V. saphena-Gefal3segmenten, welche emd@hBypass-Operationen von Patienten
entnommen worden waren, gewonﬁ&nund in DMEM mit 15% FBS Kkultiviert. NIH 3T3-
Fibroblasten wurden von der American Type Cultuodiéction (ATTC) erworben und in DMEM mit
10% FBS kultiviert. Stabile Transfektionen von Biblasten mit einem Expressionsplasmid, welches
entweder fir die Tie2-Receptor cDNA in gesamter degnoder fur einen chimarischen Rezeptor
bestehend aus der Ektodoméane von TrkC fusionietlienytoplasmatische Doméane von Tie2 kodiert,

oder mit leerem Vektor (Mocktransfektion), wurdeie worbeschrieben hergestéfit.
Rekombinante Proteine

Rekombinantes Angl* und Ang2-Protein wurden mitBé&ulovirus-Vektoren hergestellt und
mitels Protein A-Sepharose wie anderweitig besbkeriegereinigf? Im Falle des Angl wurde das in
den folgenderin vitro-Untersuchungen benutzte Protein vom Originalenifizgett und mit Angl*
gekennzeichneéf® Die Reinheit der Proteine betrug aufgrund durchigeér SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophoresen unter reduzierenden und nichizierenden Bedingungen mehr als 95%. Ldsliche
Tiel-Rezeptor-Fc (rTiel-Fc) und Tie2-Rezeptor-FTig2-Fc) Fusionsproteine wurden konstruiert,
produziert und gereinigt wie anderweitig beschnelleHeterodimeres rekombinantes humanes
VEGFs-Protein, produziert ifescherichia coli wurde von Fa. Genentech (Drs. N. Ferrara, B. Keyt

und S. Bunting) erhalten.

Zellproliferations-Assay
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Das Ausmald der Zellproliferation wurde mit dem kish@trischem MTS- (3-(4,5-Dimethyl-
thiazol-2-yl)-5-(3-Carboxymethoxyphenyl)-2-(4-Sytteenyl)-2H-Tetrazolium) Assay mit dem
Elektronenkopplungsreagenz PhenazinmethosulfatéT{ée 96 AQ; Promega),] abgeschatzt. Die
Validierung dieses Assays war bereits frilher etfofgl es ist gezeigt worden, dass die Extinktion mi
der Zellzahl positiv korrelierf2 Die Zellen wurden in Fibronektin-beschichtete 9@ilPlatten (5000
Zellen/Well) in 0.1 ml Serum-ergénztes Medium ebrgeht und Ubernacht zur Anheftung inkubiert.
Die angegebenen Faktoren wurden dann in 5% FBR§Ustunden in die wells zugegeben. Dann
wurde in jede Well MTS/Phenazinmethosulfat-Mischgagm; 1:0.05) zupipettiert und fir 1 Stunde
bei 37C inkubiert. AnschlieRend erfolgte eine MessungAlesorption bei 490 nm in einem ELISA-
Plattenleser. Die Hintergrundabsorption von Komivells wurde subtrahiert, und sieben Wells
wurden parallel analysiert und fur jede Bedingumgnitelt. Die Proliferationsexperimente wurden

jeweils dreimal wiederholt.
Messung der DNA-Synthese (Thymidin-Assay)

Die endotheliale DNA-Synthese wurde mittels einésl]Thymidin-Inkorporationsassays
untersucht. Insgesamt 2X1Bellen in M199 mit 5% FBS wurden pro Well in eimit 1.5% Gelatine
beschichtete 24-Well-Platte ausgesat und Ubernaaht Anheftung inkubiert. Die spezifischen
Konditionen (s.u.) wurden fiir 48 Stunden zugegeberpr dann 2 I/ml [*H]Thymidin (Amersham
Pharmacia Biotech) hinzupipettiert wurden. Nach tdn8en wurden die Zellen mit PBS-Puffer
gewaschen und mit 10% Trichloressigsaure (TCA)ipréert, in 0.25 N NaOH lysiert und dann in
mit Szintillationsflussigkeit gefullte GlassgefaBeerfiihrt. Die Radioaktivitdt wurde dann in einem
Beckmann-Zahlgerat gemessen und als counts/Mimmpi@)(ausgedrickt. Die Zugabe von Phorbol-
12-Myristat 13-Acetat (PMA) (Sigma) dieste als Fgkontrolle, um fH]Thymidin-Inkorporation zu

induzierten. Alle Proben wurden in Dreifachansatgemessen.
Zellmigrationsassay

Die Zellmigrationsassays wurden prinzipiell wie emB.2 beschrieben durchgefiihrt. Die Poly-
carbonat-Filter wurden mit 50g/ml Fibronektin und 0.1% Gelatin fir wenigstensStinden bei

Raumtemperatur beschichtet.

Analyse der Angiopoietin-1, Angiopoietin-2 und TR&zeptor-mRNA in kultivierten Zellen und in

humanen GefalRsegmenten

Ungebrauchte Segmente von menschlichen Blutgefé@enmammariae internae, Aa. radiales
und Vv. Saphenae) wurden wahrend Bypass-Operatigaaonnen. Diese Gefal3stiicke wurden aus
dem Operationsraum zum Zeitpunkt der Exzision ¢éehalnd unmittelbar verarbeitet, um eine RNA-
Degradation zu vermeiden. Dabei wurde besonderesithdr darauf verwendet, dass diese
GefaRabschnitte mdglichst atraumatisch entferntdemy insbesondere auch unter weitgehender

Begrenzung der Manipulationen der EndabschnitteGigéalRsegmente. Die Gesamt-RNA aus diesen
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GefalRproben oder aus Zellkulturen, wie spéter aglggg wurde dann unmittelbar mittels Phenol-
/Chloroform-Extraktion isoliert? und die RNA-Konzentration anhand der Absorption 280 nm

Wellenlange bestimmit.

Die Reverse Transkription (R*F)wurde durchgefiihrt, indem zunéchst ein 1®Reaktionsmix
bestehend aus 1g Gesamt-RNA und 20g/ml Oligodesoxythymidin fiir 10 min bei %0 erhitzt
wurde. Nach Abkihlen wurden 60 Einheiten humanargitarer Ribonuclease-Inhibitor (Promega)
und 200 Einheiten Moloney’s murine LeukdmievirusaBa H (MMLV) Reverse Transkriptase (Life
Technologies) in einem 20I-Reaktionsansatz hinzugegeben, welcher jeweils rhokth dNTP
(Amersham), 10 mmol/I Dithiothreitol, 25 mmol/l $fHCL, pH 8.3, 75 mmol/l KCI und 3 mmol/l
MgCl, enthielt, und fur eine Stunde bei°@2inkubiert, dann fir 5 Minuten auf %5 erhitzt und
schlieRlich auf 50 | mit aqua bidest verdiinnt. Fiir die Polymerasedtetiaktion (PCR§ wurde eine
50 | Reaktion, bestehend aus BcDNA, 200 mol/l ANTP (Amersham), 20 mmol/l Tris-HCI, pH
8.55, 2.5 mmol/l MgGl 16 mmol/l (NH),SO;,, 150 g/ml BSA, 1 mol/l des jeweiligen
Oligonukleotid-Primers und 1.25 EinheitefagPolymerase (Perkin-ElImer) den folgenden
Temperaturzyklen unterworfen: 30 Sekunden Denatutig bei 98C, 5 Sekunden Annealing bei
56°C und 1 Minute Extension bei T2 Am Ende des letzten Zyklus wurde ein verlangerte
Extensionsschritt fur 10 Minuten ausgefuihrt. DieRPRrodukte wurden durch Gelelektrophorese
analysiert, indem 10! von jedem PCR-Reaktionsgemisch in einem 1.5% égmGel aufgetragen
wurden, und die Banden wurden durch EthidiumbroRédsung sichtbar gemacht. Alle Experimente

wurden mindestens dreimal durchgeftihrt.

Die verwendeten Primer, jeweils Sense (3'-5’) bAntisense (5’-3’) waren: fur humanes Tie2
(GenBank Accession Number L06139) ATCCCATTTGCAAAGIOTGGCTGGC und
TGTGAAGCGTCTCACAGGTCCAGGATG (PCR-Produkt 512 Basaape); fir humanes Angl
(GenBank Accession Number U83508) GGGGGAGGYYGGACHRAT und
AGGGCACATTTGCACATACA (362 Basenpaare); fur humaresy2 (GenBank Accession Number
AF004227) GGATCTGGGGAGAGAGGAAC und CTCTGCACCGCGTCBGTA (535
Basenpaare); und fir humanes GAPDH (Glycerinaldéhy@hosphatdehydrogenase) GenBank
Accession  Number  X01677) TGAAGGTCGGAGTCAACGGATTTG ndu CATGTG
GGCCATGAGGTCCACCAC (983 Basenpaare). Die Anzahl Agklen betrug 40 fur Tie2, Angl
und Ang2 und 28 fir GAPDH.

Northern Blots von humanen Endothelzellen

Die Expression der Angiopoietine, von VEGF, Tietl rie2 in humanen Endothelzellen wurde
mittels Northern Blots untersucht. Gesamt-RNA wuisldiert aus HUVECs niedriger Passage, aus
humanen aortalen Endothelzellen, aus mikrovaskul&edothelzellen dermaler Herkunft und aus

mikrovaskularen Endothelzellen von kutanem Fettdmn@lle von Fa. Clonetics). Die Zellen wurden
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in dem empfohlenen Basalmedium ergénzt mit 5% FB®Endothelzellzusatzen (Fa. Clonetics) bei
37°C im Inkubator mit gesattigter 5% G@®@tmosphare kultiviert. Zur RNA-Isolation wurde das
Medium entfernt und die Zellschicht mit PBS kurzwgschen und dann mittels Guanidium
Thiozyanat lysiert und nach Standardmethode veitaté Die Gesamt-RNA qurde mittels
Elektrophorese im Fomaldehyd-Agarosegel aufgetreanf Nylon-Membran geblottet und mit
radioaktiv markierten cDNA-Proben hybridisiert. Kontrollzwecken enthielten die Blots zusétzlich
Poly(A)-RNA von humaner Plazenta und Lunge (von®antech). Die Proben fur Angl, Ang2, Tiel
und Tie2 waren radioaktiv markierte Abschnitte detsprechenden humanen cDNAs; die Probe fir
VEGF war die gesamte Lange einer Maus-VE&GEDNA *%

BlAcore und Western Blot —Nachweis von Ang2-Pratekonditioniertem Medium von HUVECs

Da HUVECSs offensichtlich Ang2-RNA exprimieren, wdie Frage, ob diese Zellen auch Ang2-
Protein in das Kulturmedium sezernieren. Daher wukénditioniertes Medium von HUVEC-
Kulturen wie im Folgenden beschrieben gesammelts Darmale Medium von subkonfluent
gewachsenen HUVECs wurde mit Serum-freiem defiarerMedium ersetzt, die Zellen fir weitere
24 Stunden Kkultiviert und danach erneut mit frisohelefiniertem Medium geflttert. Nach
zusatzlichen 24 Stunden Zellwachstum wurde das HCM¥&nditionierte Medium gesammelt, 10-
fach durch Filtration konzentriert (Fa. Amicon, Q@) molecular weight cut-off (MWCO)) und dann
auf das Vorhandensein von Tie2-Bindungsaktivitdtenem Tie2-Fc-gekoppelten BlAcore Sensor-
Chip (Fa. Amersham) untersucht, wie anderswo beswém?* Das HUVEC-konditionierte Medium
enthielt 190 Resonanz-Einheiten fur Tie2-spezigs&indungsaktivitat oder anders ausgedrickt ein
rund 10-fach starkeres Signal als das mit kondigidem Medium von Angiopoietin-negativem

Zellmedium.

Um nachzuweisen, ob diese Tie2-Bindungs-Aktivigis&chlich Ang2-Protein darstellt, wurde
das HUVEC-konditionierte Medium weiter 50-fach kentriert (Fa. Centricon, 3000 MWCO), unter
nicht-reduzierenden Bedingungen auf einem SDS-EoHamid-Elektrophoresegel aufgetrennt und
auf Polyvinylidendifluorid-Membranen transferie@er anschlieRende immunspezifische Nachweis

erfolgte mittels spezifischen Antikdrpern gegen Angnd Ang2 und dem ECL-Kit (Fa. Amersham).
Statistische Analysen

Die Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwerttimig Standardabweichung (standard error of
the meansewm). Die statistische Signifikanz wurde ermittelt durAnwendung des ANOVA-Tests bei
mehr als zwei Mittelwerten und des Student-t-TéstMergleiche zwischen zwei Mittelwerten. Ein P-

Wert <0.05 wurde als statistisch signifikant intetjert.
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53 Ergebnisse
Einfluss von Angiopoietin-1 und -2 auf die Endatk#iProliferation und DNA-Synthese

Um den Einfluss von Angl- oder Ang-2 auf die zditel Proliferation zu untersuchen, wurden
HUVECs mit steigenden Mengen an Ang-1, Ang-2 oddfG¥, welches bekanntermalen ein
Endothelzell-spezifisches Mitogen ist, fir 48 Stemdtimuliert und MTS-Tests durchgefuhrt. Es war
friher gezeigt worden, dass dieser Test praziseleniZellzahl korreliert? VEGF-Behandlung fiihrte
zu einem signifikanten Dosis-abhangigem Anstieg ajgischen Dichte, welche mit einem Anstieg
der absoluten Zellzahl positiv korreliert. Die haflaximale Antwort lag zwischen 1 und 10 ng/ml
VEGF-Protein. Im Gegensatz hierzu fuihrte weder Stienulation mit Ang-1 noch mit Ang-2 Uber
einen weiten Dosisbereich zu einem signifikantenstiag der Zellzahl (Abb5.1A). Darlber hinaus
wurde der Effekt von Angl- und Ang-2 auf die DNAHMByese in HUVECs mittelS’H]Thymidin-
Inkorporations-Assay evaluiert. Phorbol-12-Myrist@Azetat (20 ng/ml) wurde als Positivkontrolle
benutzt und fiihrte zu einem 5.2+0.2-fachen AnstiegDNA-Synthese im Vergleich zur Kontrolle.
Wéhrend 10 ng/ml VEGF einen 2.1+0.03-fachen sikaiften Anstieg der *H]Thymidin-
Inkorporation induzierte, fihrten weder Ang-1 nokhg-2, noch eine Kombination aus beiden zu
einer Veranderung der DNA-Synthese im Vergleich Ziomtrollwert. Dariber hinaus anderte die
Kombination von VEGF mit Ang-1 (2.2+0.1 fach) odng-2 (2.1+0.01) nicht den Effekt von VEGF
alleine auf die DNA-Synthese. Ahnliche Ergebnisseden erzielt, wenn andere Konzentrationen von

Ang-1 und Ang-2, alleine oder in Kombination, gé¢¢svurden (Abb5.1B).
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Abb. 5.1. (vorige Seite)(A) Messung der HUVEC- (human umbilical vein endotietiell-) Proliferation mittels MTS-
Assay, nach Stimulation mit steigenden Mengen aGWF,EAngiopoietin (Ang)1l oder Ang2. Insgesamt 5xZ@llen/well
wurden in eine Fibronektin-beschichtete 96-welltfel@ingebracht, und die Faktoren wurden fiir 4&1&ua zu den Zellen
in die einzelnen wells wie angegeben eingebradhe Btunde nach Zugabe des MTS/PM-Mix wurde dieoftiiesnz bei 490
nm in einem ELISA-Plattenleser gemessen. Jedempatet reprasentiert den MittelweBEM fiir 7 wells. O.D.= optische
Dichte. *p<0.05 vs. Kontrolle (kein Faktor zugegepe(B) Messung der DNA-Synthese mittels [3H]Thymidin-
Inkorporation in HUVECSs, nach Stimulation mit entweeinzelnem Faktor oder Faktoren in Kombinatioe angegeben.
Insgesamt 2x10Zellen wurden pro well in eine Gelatin-beschicht@4-well-Platte eingebracht, und die angegebenen
Konditionen wurden fiir 48 Stunden durchgefiihrt. INaeiteren 4 Stunden Inkubation mit [3H]ThymidinduRrazipitation
mit 10% TCA wurde die Radioaktivitdt gemessen ursdCdunts pro Minute (cpm) ausgedriickt. Zugabe voi PRhorbol-
Myristat-Azetylat) wurde als Positivkontrolle bemutJede Probe wurde im Dreifach-Ansatz gemessed,die Balken
zeigen die MittelwerteSEM. *p<0.05 vs. Kontrolle (Medium ohne Faktoren).
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Abb. 5.2. (A) Chemotaktische Antwort von HUVECs auf steigende Zamrationen von VEGF, Angl oder Ang2 wie
angegeben. Die verdunnten Testsubstanzen wurddie inntere Kammer einer 48-well Mikrochemotaxis-Baykmmer
platziert. Insgesamt 2.5xi@ellen wurden pro well in die untere Kammer eingeht, und die Zellen konnten fiir 5 Stunden
durch 8 pm-Poren einer mit Fibronektin und Gel&@schichteten Polycarobonat-Membran migrieren, heelzwischen
oberer und unterer Kammer platziert worden war.H\diesem Migrations-Zeitraum wurden die nicht-mégien Zellen von
der Oberseite der Membran entfernt und die Memionitneiner Giemsa-Losung geféarbt. Die migriertenl&elwurden
quntifiziert, indem die Zellkerne in drei zufalligeGesichtsfeldernHPF) unter hoher Auflosung (100x) fur jedes well
gezéhlt wurden Die Datenpunkte représentieren dggienten Zellen flr jeweils vier parallel ausgete¢e wells + S.E.
*p<0.05 versusKontrolle (Medium mit Lésungspuffer, ohne Zugaliees Faktors)(B) Représentatives Beispiel einer
Membran mit durch die 8 pum Poren migrierten Endatiken unter Kontrollbedingungen (oben; nur Medjumd mit 100
ng/ml Angl in der unteren Boydenkammer (unten).kéetie migrierter Zellen stellen sich nach Farbuiotett dar.

Einfluss von Angiopoietin-1 und -2 auf die Migratiecon Endothelzellen

Mittels einer modifizierten Mikrochemotaxis-Boydeparatur mit 48 Kammern wurde die
chemotaktische Reaktion von HUVECSs auf steigendagéde Ang-1 und Ang2 bestimmt und mit der
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auf VEGF verglichen, welches bekanntermaRen chédista fiir Endothelzellen iSf. Ang-1 fiihrte

zu einer signifikanten, dosisabhangigen Zunahmegdachteten Migration von HUVECs, mit einer
halb-maximalen Konzentration bei 10 ng/ml (ABb2). Wahrend bei Konzentrationen von 1 und 10
ng/ml der chemotaktische Effekt von Ang-1 im Veighezu VEGF weniger stark ausgepragt war,
unterschied sich dieser bei htheren Dosen (1001000 ng/ml) kaum. Im Gegensatz hierzu fuhrte
Ang-2 uber einen weiten Dosisbereich zu keinen dtaktischen Eigenschaften.

Um die Spezifitdat des beobachteten Effekts auf giidchtete Zellmigration nachzuweisen,
wurden zwei verschiedenen Dosen (0.1 und 1 pg/mb-A mit oder ohne einem 10-fachen Exzess
von entweder ldslichem Tie2-Rezeptor (rTie2-Fc)rddslichem Tiel-Rezeptor (rTiel-Fc) (1 und 10
png/ml) in die untere Kammer der Boyden-Apparatmgebracht. Wie in Abkb.3 gezeigt, blockierte
rTie2-Fc, indem es Ang-1 von seinem zellularen Remreaufgrund des molaren Uberschusses
verdrangte, vollstandig den chemotaktischen Effekt ang-1 auf HUVECs. Im Unterschied hierzu
war rTiel-Fc, welcher ein nahe verwandter Rezemibbisher unbekanntem Liganden ist und Ang-1
nicht bindet, nicht in der Lage, die Zellmigraticuffizient zu unterdriicken. Beide Ergebnisse
zusammengenommen sprechen dafur, dass die bedeachifiekte tatsdchlich auf Ang-1 in der
Losung zuriickzufuhren sind und nicht durch verldred Verunreinigungen nach dem

Aufreinigungsprozess von Ang-1 und -2 erklart werdénnen.

15017 *

1257

1007

cells migrated per HPF

751 T

50

Angl: - 01 1 - 01 1 - 01 1 mml
rTiel-Fc: - - - - - - -1 10 rmg/ml
rTie2-Fc: - - - - 1 10 - - - my/ml

Abb. 5.3. Migrations-Assay, welcher demonstriert, dass d@mnmwtaktische Effekt von HUVECs gegeniiber Angl ldurc
[6slichen Tie2-RezeptonTie2-Fd im Uberschuss, aber nicht durch l6slichen TieldRear (rTiel-Fc) blockiert werden
kann. Die Experimente wurden wie unter Abb. 5.3chdasben durchgefiihrt, indem zwei verschiedene Kofrationen an
Angl (0.1 und 1 pg/ml) in die unteren Migrationsri@aern mit oder ohne Ko-Inkubation mit einem 10-fchUberschuss
(1 und 10 pg/ml) an entweder rTiel-Fc oder rTieZgEgeben wurden. Die Balken reprasentieren den IWéte+ S.E. aus
vier parallel angesetzten welldPF: 100x Gesichtsfeld. *p<0.0&ersusKontrolle (Medium mit Lésungspuffer).
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cellsmigrated per HPF

Um zwischen chemotaktischen und chemokinetischéektein von Angl auf Endothelzellen
unterscheiden zu kénnen, wurde eine modifizierteckérboard-Analyse durchgefihrt, bei welcher
die Konzentrationen der chemotaktischen Substaez- aimd unterhalb des Filters variiert werden.
Die Tabelle 5.1 zeigt auf, dass eine signifikante Migration nurolb@chtet wurde, wenn ein
Konzentrationgsgradient von Ang-1 zwischen obererd unterem Kompartment besteht, was ein
typischer Befund fir Chemotaxis-induzierende Fadtorist. Im Gegensatz hierzu, erhdhten
aquivalente Konzentrationen von Angl auf beideneBeier Filtermembran nicht die Zellmotilitat,

was somit einen signifikanten chemokinetischenl&ffien Angl ausschlieft.

Um die Zellspezifitat des chemotaktischen Effekéshzuweisen, wurde die chemotaktische
Antwort von Endothelzellen und von glatten Gefal¥kelmellen aus verschiedenen Geweben
gegenltber Angl und Ang2 untersucht. Diesbeziglids wvAng2 wiederum keinen Effekt auf die
getesteten Zelltypen auf. Angl allerdings stimtéiatie gerichtete Zellmigration boviner aortaledun
humaner mikrovaskularer Endothelzellen, wohingedain Effekt auf humane oder glatte
GefalRmuskelzellen beobachtet wurde (AbH). Diese Ergebnisse belegen, dass der chemotadktisch

Effekt von Angl Zelltyp-spezifisch ist, aber nichuf Endothelzellen einer bestimmten Herkunft

limitiert ist.
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Abb. 5.4. Zelltyp-spezifischer chemotaktischer Effekt vongAnund Ang2. Die Migrationsassays wurden mit humane
mikrovaskularen EndothelzelleRIMECS, bovinen aortalen EndothelzellelBAECY, vaskularen glatten Gefamuskelzellen
der Ratte fat VSMC3 sowie humanen glatten GefaBmuskelzellen aus deaphenahuman VSMQswie unter Abb. 5.2
beschrieben durchgefiihrt. 0.2 pg/ml Angl oder Ang2den in die unteren Kammern der Boyden-Apparaiugebracht.
Die Balken reprasentieren den Mittelwert + S.E. von vier pelen AnsatzenHPF. 100x Gesichtsfeld. *p<0.08ersus
Kontrolle.n.s, nicht signifikant.
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Abb. 5.5. Hemmung Angl-induzierter Chemotaxis durch Ang2. Migrationsassays wurden mit HUVECs wie unter Abb.
5.2 beschrieben durchgefuhrt. Entweder KontrolledMm kombiniert mit Losungspuffer), 10 ng/ml od€&0 ng/ml Angl

in Kombination mit ansteigenden Mengen an Ang2 @@Lng/ml) wurden in die unteren Kammern der Boydpparatur
eingebracht, und die resultierende Zellmigratiorrdem nach 5 Stunden Inkubation quantifiziert. MiI08und 1000 ng/ml
Ang2 kombiniert mit 100 ng/ml Angl (bzw. mit 100@/ml Angl), was einem 8- und 10fachen UberschufAag2
gegenuber Angl entspricht, fand sich kein statistisignifikanter Unterschied im Vergleich zu dennifollwerten (kein
Angl). Die Datenpunkte reprasentieren den Mittefwe.E: von 4 parallelen AnsatzeAPF: 100x Gesichtsfeld. *p<0.05
versusKontrolle.

Einfluss von Angiopoietin-2 auf den chemotaktisdbiekt von Angiopoietin-1

Weil vorausgehende Untersuchungen nahe gelegt habess Ang2 ein natdrlich
vorkommender Antagonist fir den Tie2-Rezeptor hsthen wir untersucht, ob Ang2 fahig ist, die
durch Angl hervorgerufene chemotaktische Reaktioih HUVECs zu unterdriicken. Wenn man
steigende Mengen von Ang2 zu einer konstanten MeageAngl (100 ng/ml) in die untere Kammer
der Boyden-Apparatur hinzufiigte, dann wurde denutektische Effekt von Angl auf diese Zellen
kontinuierlich inhibiert (Abb5.5). Um die Zahl der migrierten Zellen auf den Ausgsi#ontrollwert
zu supprimieren, war hierbei ein 8-10-facher Ublmuss von Ang2 gegeniiber Angl erforderlich.
Dieses Ergebnis lasst vermuten, dass Ang2 fahig kstmpetitiv zu Angl die Tie2-
Rezeptorbindungsstellen zu belegen, jedoch fiket Rindung von Ang2 an Tie2 nicht zu den
gleichen Rezeptorvermittelten -SignaltransduktiBnsignissen, welche erforderlich sind, um

Chemotaxis auszulosen.
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Abb. 5.6 (A) Migrationsassay mit NIH 3T3-Fibroblasten (mock-sfizierte Kontrolle) und aus stabilen Transfektione
stammenden 3T3-Fibroblasten, welche Tie2-Rezepttopedch exprimieren 3T3/Tied. Medium mit Loésungspuffer
(Kontrolle), Angl oder Ang2 (200 ng/ml), oder PDBB- (10 ng/ml) als Positivkontrolle wurden in die ueie Kammern
der Boyden-Apparatur eingebracht. Im Fall deghten Saulengruppeurde l6slicher Tie2-RezeptorTije2-Fg in 10fachem
Uberschuss (2 pg/ml) zugegeben. Die Datenpunkteidseptieren den Mittelwert + S.E: von 4 parallelsnsatzen.
Gesichtsfeld100x Vergrof3erung. *p<0.0&rsusKontrolle.

Chemotaktische Antwort von stabil mit Tie2-Rezeptmsfizierten Fibroblasten auf Angiopoietin-1
und -2

Um mdgliche chemotaktische Effekte von Ang-1 undgZ&nauf nicht-endotheliale Zellen,
welche ektopisch den Tie2-Rezeptor exprimieren uatersuchen, wurden Migrations-Assays mit
NIH 3T3-Fibroblasten unternommen, welche mit deraZHRezeptor stabil transfiziert wurden, und
dann mit nicht-transfizierten Fibroblasten vergéinh Hierbei diente PDGF-BB, was bekanntermal3en
eine stark chemotaktische Substanz fiir Fibroblastesh glatte Muskelzellen 8t als Positiv-
Kontrolle (10 ng/ml). Die transfizierten Rezeptoremurden zuvor genetisch manipuliert, um die
basale Rezeptor-Phosphorylierung zu minimieren wainit die Hintergrund-Aktivierung zu
unterdriickert?® In den Kontroll-NIH 3T3-Zellen induzierte weder &l noch Ang-2 eine
signifikante Zunahme der Zellmigration (Abb.6, linke S&ulen). Im Gegensatz hierzu wiesen mit
dem Tie2-Rezeptor stabil transfizierte NIH 3T3-Bitliasten eine deutliche Zunahme der
Zellmigration auf 466 + 6% bei 100 ng/ml Ang-1 usaf 410 + 13% bei der gleichen Menge an Ang-
2 im Vergleich zu Kontroll-Pufferldsung auf (jeweip<0.05, Abb5.6, mittlere Saulen). Zugabe eines
10-fachen Uberschusses von rTie2-Fc zum unterenp&ament der Boyden-Apparatur lieR den
chemotaktischen Effekt von sowohl Ang-1 als auchg-2nauf 3T3-Tie2-Fibroblasten komplett
verschwinden (147 + 16% fur Ang-1, 120 + 21% flrgAY p = nicht signifikantersusKontrolle),

wohingegen die Chemotaxis gegeniiber PDGF-BB nightidrTie2-Fc im Exzess beeinflusst wurde

81



(Abb. 5.6, rechte Saulen). Somit demonstrierten Fibroblastexiche den Tie2-Rezeptor ektopisch
exprimieren, eine spezifische chemotaktische Anfwyegenuber sowohl Ang-1 als auch Ang-2; im

Unterschied hierzu wiesen Endothelzellen eine fipehe chemotaktische Antwort nur gegeniiber

Ang-1 auf.
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Abb. 5.7 (A). Schematische Darstellung der Konstruktion eicbingirischen Rezeptors, bestehend aus der Ektodoroéne
TrkC, fusioniert mit der zytoplasmatischen Doméana g2 (TrkC-Tie2).(B) Migrationsassay mit NIH 3T3-Fibroblasten
(mock-transfizierte Kontrolle) und MG87-Fibroblastéeine 3T3-abgeleitete Zelllinie), in welche dehisérische TrkC-
Tie2-Rezeptor stabil transfiziert wurde (MG87/Trk@2). Medium, welches Lésungspuffer enthiébfitrolle), 10 ng/mi
Neurotrophin-3 KT-3) oder 10 ng/ml PDGF-BB (Positiv-Kontrolle) wurdendie unteren Kammern der Boyden-Apparatur
eingebracht. Die Migrationsexperimente wurden astnwie unter Abb. 5.2 beschrieben durchgefiihie. Datenpunkte
reprasentieren den Mittelwert £ S.E: von 4 paraiiehnsatzenGesichtsfeld100x Vergréferung. *p<0.0&rsusKontrolle.

Daruiber hinaus untersuchten wir noch weitere mbgli¢/ege, auf welchen eine Aktivierung
der katalytischen Doméane des Tie2-Rezeptors eiemotaktische Antwort produzieren kénnte. Dafir
wurden MG87-Fibroblasten (eine 3T3-Zelllinien-Vani@) stabil mit einem schiméarischen Rezeptor
transfiziert, welcher aus der Ektodoméne von Tk€lche an die zytoplasmatische Doméane von Tie2
fusioniert worden war (MG87/TrkC-Tie2-Fibroblastehesteht (Abb5.7A).>* Der Nachweis, dass
dieser schimarische Rezeptor funktionell aktiv istirde vor kurzem gefihrt, indem die Tyrosin-
Phosphorylierung der TrkC-Tie2-Schimére nach Zugatre Neurotrophin-3 (NT-3), dem Liganden
von TrkC, nachgewiesen werden konht&Vir benutzten diese Zellen fiir Migrations-Assaysl u
verglichen die damit erhaltenen Ergebnisse mit dewen 3T3-kontrolltransfizierten Zellen. Da
sowohl 3T3- als auch MG87-Fibroblasten endogen PBB&Eeptoren besitzen, benutzten wir PDGF-
BB als Positiv-Kontrolle, was zu einer starken chaktischen Reaktion im Vergleich zu Kontroll-

Medium in beiden Zelltypen fuhrte (Abls.7B). In den 3T3-Zellen ohne den TrkC-Rezeptor
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resultierte die Zugabe von 10 ng/ml NT-3 zu keinglmemotaktischen Effekt(142 + 10% migrierte
Zellen versus Kontrolle, p = nicht signifikant). lonterschied hierzu wiesen die MG87/TrkC-Tie2-
Zellen eine ausgepragte chemotaktische Antwortl@®uhg/ml NT-3 auf (Zunahme auf 399 + 4%
versus Kontrolle, p<0.05), was anzeigt, dass digvAdtung dieses schimarischen Rezeptors, welche
wie friiher gezeigt zur Autophosphorylierung deropydsmatischen Tie2-Doméne fihrt, ausreichend

ist, um eine Signalkaskade auszulésen, welchditétziu einer erhéhten Zellmotilitat fihrt.

RT-PCR Analyse der Angiopoietin-1, -2 und Tie2-Reze mRNA Expression in humanen

GefalRabschnitten und in kultivierten Zellen

Die mRNA-Expression von Ang-1, Ang-2 und Tie2 wunaétels RT-PCR in explantierten,
unbenutzten humanen Gefal3abschnitten der A. mamiiméerna, der A. radialis und der V. saphena
parva untersucht, welche intraoperativ wahrend karer Bypass-Operationen enthnommen worden
waren. Wie in Abb.5.8 gezeigt, waren sowohl die Angl als auch Ang2 mRNAallen drei
Gewebeproben nachweisbar. Darlber hinaus fand aieth eine Tie2-Expression in allen
untersuchten Gefaflien. Nicht-transfizierte NIH 3Ti&&blasten exprimierten weder Ang-1/-2 noch
Tie2 und dienten als Negativ-Kontrollen. (Abls.8, Spur 4), wahrend Amplifikation der
Glyerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH)Kaistrolle fir vergleichbare Mengen und
Qualitdt der mRNA innerhalb der Proben benutzt wurddls Positiv-Kontrollen wurden
Klonierungsvektoren benutzt, welche cDNAs in kortieleLange, kodierend fir Ang-1, Ang-2 und
Tie2, enthielten. Die nach PCR-Amplifikation erle@én PCR-Produkte deckten sich nach Gel-
Auftrennung mit der vorhergesagten GroR3e. ErfotlreiExpression der Tie2-Rezeptor-mRNA in den
stabil mit Tie2-transfizierten Fibroblasten wurdeerso mittels RT-PCR bestétigt (A8, Spur 5).
Wie zu erwarten, war Tie2-mRNA in Endothelzellerrsahiedener Herkunft leicht nachzuweisen
(HUVECs, human mikrovaskulare Endothelzellen, BAE@sAbb. 5.8 Spur 6 nur fir HUVECs
dargestellt). Ang-1 war in humanen glatten Gefalkaizellen nachweisbar, aber auch in einem etwas
geringeren Ausmald in Endothelzellen; Ang-2 mRNAedg war sehr stark in Endothelzellen, und,
im Gegensatz zu Ang-1, nicht in glatten GefaBmusitieln nachweisbar (AbB.8, Spur 6 und 7).
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Abb. 5.8.RT-PCR, welche die Expression von Angl, Ang2 un@-Rezeptor-mRNA in explantierten Gefalisegmenten von
humaner A. mammaria intern8gdur 3, A. radialis Spur 3 und V. saphenaSpur 3 nachweistSpur 4 mock-transfizierte
NIH-3T3 Fibroblasten;Spur 5 stabil transfizierte 3T3-Fibroblasten, welche ZFRezeptor exprimieren und fir die
Migrationsexperimente verwendet wurdeBpur 6 HUVECSs; Spur 7 humane vaskulédre glatte Muskelzellen (SMCs).
Amplifikation von Glycerinaldehyd-Dehydrogenas8APDH) zeigt vergleichbare RNA-Mengen und —Qualitat zvest
den Proben auf. Die GréRen der errechneten PCR-Reodind durchPfeile angezeigt.L: DNA-Langenstandardbp:
Basenpaare.

Northern Blot-Analyse der Angiopoietin-1, -2 undZ-Rezeptor mMRNA-Expression in Endothelzellen

Mittels Northern Blot-Analyse von aus Endothelzellextrahierter mRNA bestatigte sich die
Expression von Ang-2 ebenso wie von Tiel und Tig2der mRNA-Ebene in HUVECS, kultivierten
humanen aortalen Endothelzellen und kultiviertemémen mikrovaskuldren Endothelzellen (Abb.
5.9. Im Unterschied hierzu exprimierten humane kutaRettgewebs-Endothelzellen eine

aul3ergewoOhnlich starke Menge an Ang-1 Transkript@nen aber negativ fur Ang-2.
Western Blot-Analyse von Angiopoietin-1 und -2 &roin mittels HUVECs konditioniertem Medium

Analyse von HUVEC-konditioniertem Medium mittels ¥¥ern Blot zeigte den Nachweis von
Ang-2, nicht aber von Ang-1 (Abb5.10. Ang-2 lieR sich dabei in oligomerischen Einheite
nachweisen, welche den in gereinigtem, bioaktiveng-& vorliegenden sehr ahnlich sind (nach S.

Davis).
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Abb. 5.9. Expression von Angl, Ang2, Tie2, Tie2 und Abb. 5.10. Sezerniertes Ang2-Protein in HUVEC-
VEGF-mRNA in humanen Endothelzellen. Gesamt-RNA konditioniertem  Medium. HUVEC-konditioniertes
(10ug) aus verschiedenen kultivierten humanen Medium (CM) wurde gesammelt, auf SDS-
Endothelzellen und Poly(A)+-RNA (2 ug) aus humaner Polyacrylamid-Gel  elektrophoretisch  unter nicht-

Plazenta und Lunge wurden auf Formaldehyd- reduzierenden Bedingungen aufgetragen und mittels
Agarosegelen elektrophoretisch aufgetregen, aubiNyl Western Blot mit spezifischen Angl- und Ang2-
Membranen transferiert und mit radioaktiv markierte Antikdrpern analysiert. Ang2-, aber nicht Angl-Riat
cDNA-Proben wie angegeben hybridisiert. HAEC; ist eindeutig im konditioniertem Medium von HUVEC-

humane aortale Endothelzellen; HMVEC: humane Zellen nachzuweisen.
dermale mikrovaskuldare Endothelzellen; HUCEC:
humane kutane Fettgewebs-Endothelzellen.

54 Diskussion

Knock-out Experimente in M&usen mit Ausschaltung @ens von entweder Tig2 *° oder
Ang-1** haben eindeutig eine wichtige Rolle des Tie2/Ar8ystems fiir die embryonale
Angiogenese etabliert. Wahrend in VEGF-Rzeptor-2l-Méusen Endothelzellen fehléff sind in
den Tie2 Null-Mausen Endothelzellen in normaler IZabrhanden und finden sich tubenférmig
angeordnet. Die Gefal3e der Tie2 Knock-out Mausgheisen jedoch unreif, wirken nicht ausreichend
organisiert und es fehlen die Aufzweigungen, weléite normale GefaRe typisch sind. Ahnliche
GefaRdefekte, wenngleich weniger stark ausgepfégten sich in Ang-1 Knock-out Maus&hbie
Endothelzellen waren abnorm abgerundet, spreiztehflachten sich nicht wie normalerweise ab,
waren nur lose mit der zugrunde liegenden Matrsoaisert und verbanden sich nicht regelrecht mit

periendothelial gelegenen Zellen. Diese Befunde demr dahingehend interpretiert, dass die
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physiologische Rolle des Tie2/Ang-Systems im zkiih Ablauf der Angiogenese zu einem spateren
Zeitpunkt als die Regulation durch VEGF ins Spielomt, obwohl der genaue
Wirkungsmechanismus des Tie2/Ang-Systems noch wgekiért ist. Der Befund einer ausgepréagten
und spezifischen chemotaktischen Antwort von Englatllen auf Angl ist nach jetzigem
Kenntnisstand die erste Beschreibung einer direkielogischen Funktion des Tie2/Angl-Systems,
was enge raumliche und gerichtete Interaktionensawan Angl-sezernierenden Zellen und
Endothelzellen, welche den Tie2-Rezeptor exprimigimpliziert und somit eine mdgliche Grundlage

ist fur die defekte Angiogenese in Mausen, welatenTie2-Rezeptor oder Angl fehlt.

Der zwingend erforderliche Beitrag der Endothetkéifration, im Gegensatz zur Proliferation,
fur die Angiogenese ist in friheren Untersuchunggtiels eines klassischen Experiments an der
Cornea der Ratte demonstrfénvorden. Dabei konnten trotz einer Bestrahlungsbelag, welche
ausreichend war um die DNA-Synthese zu unterdrijdgeféRaussprossungen induziert und flr mehr
als zwei Tage aufrechterhalten werden. Dieses Bigelburde dahingehend interpretiert, dass die

Endothelzell-Migration fir die Initiierung der Aragienese die dominierende Rolle spielt.

Tie2-Rezeptor und Angl-mRNA waren in normalen humaneriellen und vendsen
GefalRRproben leicht nachzuweisen. Das Vorhandensigier Expression von Tie2 wurde mittels
immunhistologischer Farbung in ruhenden erwachsebeweben nachgewiesen, einschlie3lich im
GefaRendotheél® das AusmaR der Tie2-Phosphorylierung wurde alsrekigr Beweis fur das
Vorhandensein eines oder mehrerer Tie2-Ligandarcimt-aktivierten adulten Geweben interpretiert,
was in Einklang mit vorausgegangenen Ergebnisderdass Angl in erwachsenen Geweben weit
verbreitet ist® Unser direkter Nachweis von Angl in der GefalBwand Erwachsenen ist in

Ubereinstimmung mit diesen Beobachtungen.

Das Tie2/Angl-Expressionsmuster legt zusammen naitn dneuartigen Befund eines
endothelspezifischen chemotaktischen Effekts voglAmwei mogliche Funktionen des Tie2/Ang1l-
Sysems nahe. Zum einen sezernieren in der nornalalen GefalBwand periendotheliale Zellen
(Perizyten, glatte GefalBmuskelzellen) konstitutingd, was somit den Kontakt zwischen
benachbarten Zellen und zwischen Endothel-bzwepddthelialen Zellen verstarkt, und damit die
endotheliale Integritdt und die Orientierung derd@helzellen anf des Basallamina erhalt. Eine
Unterbrechung der endothelialen Monoschicht kémteiner Hochregulation der Angl-Expression
in umliegenden Zellen und/oder zu Veranderungen dar Tie2-Rezeptorexpresson in den
Endothelzellen fuhren, welche den Kontakt mit dendchbarten Endothelzellen verloren haben. Eine
Hochregulation der VEGF-Expression in der GefalBwasld Folge einer Verletzung der
Endothelschicht mit einem Ballon ist vor kurzem @jgz worden, was dann zu einem starken
mitogenen Effekt auf Endothelzellen und nachfolgen@Reendothelialisierung von denudierten
GefaRbezirken fuhff. Der chemotaktische Effekt von Angl kénnte dabejléieend zu VEGF

wirksam sein in der Rekrutierung von Endothelzeli@m die Reendothelialisierung einzuleiten und
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zu beschleunigen. In den Angl- und Tie2-knock odusen kdonnte der fehlende Einflu? von Angl
auf Endothelzellen zu der schwachen Assoziatiors@dwen Endothel- und periendothelialen Zellen
beitragen, ebenso wie das Fehlen der Endotheltdlaghung und -Ausbreitung (,Spreading’), was

dann zu unreif erscheinenden Gefaften fuhrt.

Zum zweiten konnte unter Bedingungen der postnatélegiogenese, wie bei chronischer
Gewebeischamie oder beim Tumorwachstum, der chérakiwe Effekt von Angl auf Endothel-
zellen wichtig sein fur die Initiierung von neuerailaraussprossungen, ebenso wie die Bewegung
von Endothelzellen aufeinander zu, was fur die ¢tusn Kapillar-artige Strukturen erforderlich ist.
Drei-dimensionale Fusionsprozesse dieser Art siadhrgcheinlich verantwortlich fir das korken-
Zieherartige Erscheinungsbild der Kollateralgefa®@schamischen Gewebebezirken oder in neo-
vakularisierten Tumoren. In dieser Hinsicht konntiém Effekte von Angl nur auf eine streng lokali-
sierte Art und Weise erreicht werden, was mogliakeése einen Konzentrationsgradienten von Angl
erfordert, um einen Effekt zu induzierén.vitro-Versuchsbedingungen wie beim Assay zur Induktion
von tubuldren Strukturen (jtube assay’) sind daméglicherweise nicht erfolgreich, weil exogene
Faktoren nur gleichsam von oben herab auf die Zgéggeben werden, was nicht berticksichtigt, dass
bei der Angiogenesa vivo typischerweise Konzentrationsgradienten von Mdikivorhanden bzw.
erforderlich sind. Der Ausloser fir eine verstarktasprechbarkeit des Tie2/Angl-Systems bleibt
derzeit noch unklar; im Unterschied zu VEGF, wagabatermalen in positivem Sinne durch
Hypoxie reguliert wird"® scheint Angl nicht direkt durch Hypoxie hochregtlizu werded> Es
wurde jedoch eine verstarkte Expression von Tie2Qefallendothel von Melanom-Metastasen
beobachtet? ebenso wie wéhrend der Ovulation und Wundheifihgas die Méglichkeit nahe legt,

dass das Tie2/Angl-System auf der Ebene der Reegptession reguliert wird.

Vor kurzem wurde eine zweiter Ligand fur den Tie2zBptor mit 60%iger Homologie in der
Aminosdurensequenz zu Angl identifiziert und Anghdnnt:*® Dabei wurde aus folgenden zwei
experimentellen Befunden der SchluR gezogen, daeg2 Aeinen natirlich vorkommenden
Bioantagonisten fur den Tie2-Rezeptor darstelltmZeinen zeigte sich, dass Ang2 an den Tie2-
Rezeptor, welcher auf Endothelzellen exprimiert dhdet, aber ihn nicht transduziert, und dabei
gleichzeitig fahig war, dien Angl-induzierte Rezephosphorylierung zu blockieréf. Und zum
zweiten fuhrte transgene Uberexpression von Ang2 Umterbrechung der BlutgefaRbildung im
Maus-Embryd®® Unser in vitro-Befund, dass die chemotaktische Wirkung von Angif a
Endothelzellen durch Zugabe steigender Mengen vog/blockiert werden kann ist konsistent mit
diesen Ergebnissen und legt eine negative Regnsdtioktion von Ang2versus Angl durch
kompetitive Bindung an Tie2 ohne nachfolgende Abtsgphorylierung der zytoplasmatischen
Tyrosinkinase-Doméne nahe. Dariiber hinaus wurde@leuns gezeigte Nachweis einer Expression
von Ang2 in der normalen ruhenden Gefal3wand bisleht beschrieben und lasst ein sensibles

Gleichgewicht in der Erhaltung der GefaRintegmtéitch positive und negative Regulatoren vermuten.
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Bei den Untersuchungen von kultivierten Zellen teeigich, dass die Expression von Ang2
quantitativ deutlich weniger in glatten GefalRmusklén als in Endothelzellen ausgepragt war. Ins-
besondere lie sich Ang2-mRNA mittels RT-PCR in HEBS, mittels Northern Blot in HUVECS,
humanen aortalen Endothelzellen und dermalen milsiaMaren Endothelzellen, und mittels Western
Blot in HUVECs nachweisen. Diese Ergebnisse bemdtidie mittelsin situ-Hybridisierung
erhobenen Befunde, welche eine Expression von Amg8skriptenin vivo in Endothelzellen
demonstrierten?® Eine offensichtliche Ausnahme sind mikrovaskul&edothelzellen aus dem
kutanen Fettgewebe, bei welchen sich im Northeot &he aulRergewdhnlich grolie Menge an Angl-
Transkripten zeigte, bei gleichzeitig fast fehlan@pression von Ang2. Die Bedeutung dieses
Befundes ist derzeit unklar, da bisher die Lokdilimader Expression von Angt vivoimmer nicht-
endothelialen Zellen zugeordnet wurdérriir die Endothelzellen allerdings, die Ang2 exjeiran,
konnte man sich einen autokrinen Wirkungsmechargsmar Ang2-Expression vorstellen, bei
welchem sich die Endothelzellen selbst vom Einflafiern entstandenem Tie2-Ligand(en) abblocken

kdnnten.

Vorausgegangene Arbeiten haben gezeigt, dass Aob®Riohl es die Angl-induzierte
Rezeptorphosphorylierung in Endothelzellen antegjerti Gberraschenderweise dann aquivalent zu
Angl hinsichtlich der Promotion einer Tie2-Phospfierung wirkt, wenn der Rezeptor ektopisch in
Fibroblasten exprimiert wirtf® Unser Nachweis einer ahnlichen chemotaktischenoknwon Tie2-
exprimierenden Fibroblasten auf Angl und Ang2 efevediese vorausgegangenen Befunde auf eine
funktionelle Ebene. Somit scheinen Fibroblastenaiareichendes ,Repertoire* von intrazellularen
Adaptor-Proteinen zu exprimieren, um effektiv nktapisch exprimiertem Tie2-Rezeptor interagieren
und eine Signalkaskade auslésen zu kdnnen, welohe&Zellmigration resultiert. Dies wird
insbesondere bestarkt durch unser Ergebnis, ddssbisten, welche mit einem schimarischen
Rezeptorgen transfiziert wurden, welches die z@wplatische Doméane von Tie2 fusioniert zur
extrazellularen Bindungsdoméane von TrkC, einem Neein-spezifischen Rezeptor fir NT-3, kodiert,
zur Migration stimuliert werden kénnen durch Zugaba NT-3. Die differentiellen Effekte von Ang2
in endothelialen und nicht-endothelialen Zellen ik&m mdglicherweise auf das Fehlen eines oder
mehrerer kritischer Signalelemente in den ersteteiickzufihren sein. Eine zusatzliche, alternative
Erklarung ist allerdings erforderlich, wenn man alaausgeht, dass Chemotaxis das Endresultat einer
Tie2-Rezeptoraktivierung in beiden Zelltypen isindEmdgliche Erklarung fur dieses Paradigma ist,
dass Bindung von Tie2 durch Ang2 zu einer vorzudgseve Heterodimerisation des Rezeptors mit
einer weiteren Membrankomponente fuhrt, wie zumspgiel Tiel oder eines anderen bisher nicht
identifizierten Endothelspezifischen Rezeptors, @wasn in einem ,Einfangen“ des Tie2-Monomers
resultiert und dadurch eine reziproke Phosphomytigr der zytoplasmatischen Rezeptorkinase-
Doménen verhindert wird. Um dieses Konzept zu siiigzen, sind weitere Experimente erforderlich,

einschliel3lich der Transfektion von Fibroblastem Tiel und Tie2 gleichzeitig.
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55 Zusammenfassung

Angiopoietin 1 (Angl) und sein mutmallicher natilvér Bioantagonist, Ang2, wurden erst
kirzlich isoliert, und die kritische Rolle von Andlir die embryonale Angiogenese wurde durch
gezielte Genmanipulationen in Knock-Out- und tramsmn Uberexpressions-Mausmodellen gezeigt.
Spezifische biologische Effekte von Angl wurderdmsem Zeitpunkt jedoch noch nicht gefunden. In
dieser Arbeit wird gezeigt, dass Angl, nicht abe&mg? chemotaktisch fir Endothelzellen ist. Im
Unterschied hierzu wiesen Angl genauso wie Angaekgiroliferativen Effekte auf Endothelzellen
auf. Loslicher Tie2-Rezptor, nicht aber Tiel-Repeptim Uberschuss lieR die chemotaktische
Antwort von Endothelzellen gegenliber Angl verscl@im Ang2 blockierte Dosis-abhéngig die
gerichtete Migration gegeniber Angl, wobei diesegBnis konsistent ist mit der vermuteten Rolle
von Ang2 als ein natirlich vorkommender InhibitamvAngl. Fibroblasten, welche stabil mit dem
Tie2-Rezeptor transfiziert worden waren, wiesen nuftektische Reaktionen zu beiden
Angiopoietinen, sowohl Angl als auch Ang2, auf.rbilasten, welche stabil einen transfierten
chimarischen Rezeptor bestehend aus der Ektodow@melrkC fusionert zur zytoplasmatischen
Doméane von Tie2 exprimierten, zeigten ebenfallee eghemotaktische Antwort auf NT-3, einen
spezifischen Liganden fiur TrkC. Darlberhinaus wugdzeigt, dass Endothelzellen Ang2-mRNA
exprimieren, was die Moglichkeit einer autokrinerktidierung des Ang/Tie2-Systems nahelegt.
AbschlieRend legt das Ergebnis, dass Tie2-Rezapmtdr Angl-Agonist gleichzeitig in normalen
humanen Arterien und Venen konstitutiv exprimiedrden, nahe, dass das Tie2/Angl-System Utber
die embryonale Angiogenese hinaus von Bedeutung ust die Integritit der postnatalen
Gefalstruktur zu erhalten. Mit méglichen weiterpezifischen biologischen Effekten von Angl fir
die GefaBwand und daraus resultierenden potentibfirapeutischen Einsatzmdglichkeiten

beschaftigen sich die beiden folgenden Abschnitte.
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6. Die Rolle des Angiopoietin/Tie2-Systems fir die GaRreifung: EinfluR von Angiopoietin-1/2

auf das Integrinexpressionmuster von Endothelzellen

6.1. Einleitung

Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) ist furndéthelzellen proliferativ und
chemotaktisch wirksam und wird durch Hypoxie hoguitirt?* ?°’ wobei alle diese Eigenschaften
seine Rolle als endogener Initiator fir Angiogendsdegen. Im Gegensatz hierzu induziert
Angiopoietin-1 in Endothelzellen kein Wachsttinund wird durch Hypoxie herabregulié®. In
Analogie zu diesen Unterschieden haben Experimeveche die entsprechenden Gene ausschalten
oder Uberexprimieren, gezeigt, dass wahrend VEG#varalig ist fur die frihen Stadien der
GefalRentwicklung, Angiopoietin-1 zusammen mit seirendothelspezifischen Rezeptor Tie2 flur die
spateren Reifungsschritte der GefaRbildung veraialv ist'®* und seine Expression immer mehr
verbreitet auftritt, je weiter die Entwicklung fechreitet* Es wurde daher vermutet, dass
Angiopoietin-1 fiir die Stabilierung und Reifung neebildeter GefaRe notwendig 7&%. Die
molekularen Mechanismen, durch welche Angiopoigtidiese Effekte vermittelt, sind bisher nicht
vollstdndig bekannt. Angiopoietin-2 wurde durch Huogie-Screening als Verwandter von
Angiopoietin-1 identifiziert, und es war gezeigt en, dass Angiopoietin-2 an die Rezeptor-
Tyrosinkinase Tie2 zwar bindet, aber den Rezepitht phosphoryliert®® Dariiber hinaus zerstorte
transgene Uberexpression von Angiopoietin-2 die td@faRbildung in der embryonalen

Entwicklung!®®

Angiogenese hangt aber nicht nur von sezernierédioFen wie VEGF und die Angiopoietine
und ihren Rezeptoren &b, sondern wird auch durch Zelloberflachenrezeptdienextrazellulare
Matrix-(EZM-) Proteine beeinflusét. °®° Insbesondere werden bestimmte Eigenschaften der
Angiogenese, wie Zelladhasion und —migration durtkgrine vermittelt, welche eine Familie von
heterodimeren transmembrandsen Proteinen darstefidnausa- und b-Untereinheiten gebildet
werden”® #'von den verschiedenen Kombinationen aus Integritetéinheiten, welche auf der
Oberflache von Endothelzellen exprimiert werdenyden diea,-Integrine aufgrund ihres fir die
Angiogenese und GefaRumbildungsvorgénge spezifisErpressionsmusters als interessant erk&annt.
Insbesondere dem Integrnbs, welches auf aktivierten Endothelzellen, wie si®\iunden, Tumoren
oder entziindeten Gewegen vorkommen, in hohem Mgfareert wird, scheint somit eine wichtige
Funktion wahrend der Angiogenese zuzukommérf? Dieses Konzept wurde allerdings wieder in
Frage gestellt, da Knock-Out Mause, denen dasrintég und/oderbs fehlt, eine eher verstarkte als
verminderte Angiogenese aufwieseh,was darauf hinweist, dass die Rolle der Integrbes

Angiogenese noch nicht vollstandig verstandefi-fst.

Mehrere Berichte legen eine Querverbindung (,Celk$tzwischen angiogenetischen Faktoren

und Integrinen zum Zwecke der Feineinstellung degidgenese nahe. Bisher sind nur positive
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Regulatoren der endothelialen Integrinfunktion tifealert worden. So ist gezeigt worden, dass
VEGF die Expression der Integrina;b;, asb; und a,bs; in mikrovaskuldren Endothelzellen
hochreguliert” ** und die Zelladhasion und —migration verstéarkt,oeldurch verschiedene Integrine
einschlieRlicha,bs und a,bs vermittelt wird?® Basic Fibroblast Growth Factor (bFGF) erhohte die
endothelialea,bs-Expression®”® und es wurde gezeigt, dass bFGF-induzierte Angiegg vora,b;
abhangig ist.Hepatocyte growth factor (HGF) und Hypoxia-indieifactor (HIF) erhthten ebenfalls
die endotheliale Integrin-Funktionalitdf: '’ Die zugehorige ,inside-out* Signal-Kaskade isthigis
nicht vollstandig charakterisiert, obwohl eine Adtrung der Phosphatidylinositol-3 kinase (PI3K)

involviert zu sein scheirit.

Obwohl es bekannt ist, dass Angl und Ang2 direktlr@agrine auf Endothelzellen und
Fibroblasten binden karfi®?*ist ein direkter EinfluR der Angiopoietine auf digegrin-Expression
bisher nicht beschrieben. Im Folgenden wird gezeigss eine Stimulation von Endothelzellen mit
Angiopoietin-1, nicht aber mit Angiopoietin-2, diell-Oberflachenexpression der Integringdo; und
a,bs Zeit- und Dosisabhéngig reduziert, wohingegenEipression vora,, b; und CD31 (PECAM)
unverandert bleibt. Diese Reduktion zeigte sichbhédagig von einer Stimulation der PI3 kinase,
reguliert auf der Ebene der Transkription und fetéert mit dme PKC-Stoffwechselweg. Als eine
funktionelle Konsequenz fihrte Vorbehandlung vord&helzellen mit Angl zu einer reduzierten
Haptotaxis von Endothelzellen auf Vitronektin, weds ein ECM-Adhasionsligand fétgb; unda,bs
ist. Diese Ergebnisse identifizieren Angl als einegativen Regulator d&bs; unda,bs Expression
und unterstitzen die Annahme von Angl als einertdfakler die Stabilierung und Reifung von
ruhenden Blutgefal3en sicherstellt, in dem er damotbeliale Integrin-Expressionsmuster zu einem

eher ,deaktivierten* Zustand verandert.

6.2. Material und Methoden
Zellkultur und rekombinante Proteine

Humane Umbilikalvenen-Endothelzellen (HUVECs) wurdeon TEBU gekauft und auf
Kollagen-beschichteten Platten im Medium 199 (M19Qiltiviert, welches mit 20% fetalem
Kalberserum (FBS), 100 pug/ml Endothelzell-Wachstumsatz und 50 U/ml Heparin erganzt wurde.
Die HUVECs wurden fir die Experimente zwischen Bgea 3 bis 7 benutzt. Bovine aortale
Endothelzellen (BAECs) wurden von Rinder-AortasatiuKollagenase-Digestion wie vorbeschrieben
isoliert® und in DMEM mit Penicillin/Streptomycin und 10% BBkultiviert. Alle Experimente
wurden in M199 mit 5% FBS ohne weitere Zusétze loigeéihrt. BALB/c NIH 3T3-Fibroblasten, die
von der American Type Culture Collection (ATCC) bgen worden waren, wurden in DMEM (,high
glucose®) mit L-Glutamin, Penicillin/Streptomycin und 10% FBS kubrt. Stabil mit einem

Expressions-Plasmid, kodierend fur die gesamte éadgr Tie2-Rezeptor cDNA, transfizierte
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Fibroblasten wurden wie vorbeschrieben hergestéiiind diese Zellen wurden in Medium kultiviert,
welchem G418 (GIBCO) zugesetzt worden war, um ddakBonsdruck aufrecht zu erhalten. Primére
glatte Gefal3muskelzellen (VSMCs) wurden gewonnetiem die Media der thorakalen Aorta einer
méannlichen Sprague-Dawley-Ratte durch Enzyme wibeschrieben behandeftund anschlieRend
in DMEM/10% FBS kultiviert wurde.

Reverse Transkriptions-PCR (RT-PCR)

Reverse Transkription (RT) und Polymerase-Kettddima (PCR) wurde gemaRi
Standardverfahren durchgefiffirt®® wobei mit 1 pg Gesamt-RNA (human total RNA panel,
Clontech) und 20 pg/ml oligodeoxy-thymidine (GIBC@RL) begonnen wurde. Das
Temperatureprogramm bestand aus 30 Sekunden Dienagy bei 98C, 30 Sekunden Annealing bei
56°C, und 1 Minute Extension bei T2 Am Ende des letzten Zyklus wurde ein verlangerte
Extensionsschritt fir 10 Minuten ausgefuhrt. Algvier wurden jeweils gewahilt fir Sense (3'-5") und
Antisense (5'-3"): fur humanes Angiopoietin-1 (@amk Zugangsnummer HSU83508) GGG GGA
GGT TGG ACT GTA AT und AGG GCA CAT TTG CAC ATA CA362 bp PCR-Produkt); fir
humanes Angiopoietin-2 (AF004327) GGA TCT GGG GAGA GGA AC und CTC TGC ACC
GAG TCA TCG TA (535 bp); und fir humanes GAPDH (%0Y) TGA AGG TCG GAG TCA ACG
GAT TTG und CAT GTG GGC CAT GAG GTC CAC CAC (983)bp

Der Bereich der linearen Phase der exponentiel&R-Bmplifikation wurde zunachst fir jedes
Primer-Paar bestimmt, um eine semiquantitative R@&lyse zu ermdglichéff. Die Zahl der Zyklen
wurde dann in der linearen Phase der Amplifikatggwahlt: 29 Zyklen fir Angiopoietin-1 und
Angiopoietin-2, und 24 Zyklen fir GAPDH. Die PCRodukte wurden durch Elektrophorese von 10
pl jedes PCR-Reaktionsmix in einem 1.5% Agarosegellysiert, und die Banden wurden durch

Ethidiumbromid-Farbung sichtbar gemacht.
DurchfluRzytometrische (FACS) Analyse der Inte@xpression

HUVECs oder BAECs wurden DPBS, welches 0.5% EDT#hé&lt fir 20 Minuten behandelt.
Die abgelosten Zellen wurden dann vorsichtig abgenen, mit DPBS/10% FBS gewaschen, im$%0
Volumina (5x16 Zellen) aliquotiert, und spezifischer primarer Mantikorper or Maus-IgG-
Kontrolle zur Zellsuspension fur 45 Minutes auf Biszupipettiert. Nach erneutem Waschen mit
DPBS/10% FBS wurde Fluoreszenz-markierter (FIT®usdarer polyklonaler Anti-Maus Antikorper
fur 30 Minuten auf Eis im Dunkeln hinzugegeben. Mellen wurden dann in 2501 1%
Paraformaldehyd in PBS fixiert, und die Fluoreszenensitdt mit einem FacsScan
DurchflulBzytometer mit Lysis Il Software (BectoneRinson) gemessen. Die lgG3sotypische
Kontrolle, a;, a, und b; (CD29) monoklonale Antikdrper stammten von Immwebt (Marseille,
France)a,b; (Klon LM609), a,bs (Klon P1F6) and anti-PECAM (CD31) Antikdrper voiménicon

Inc. (Temecula, CA).
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Western Blots

Die Zellen wurden durch Zugabe von RIPA Puffer (1i®-40, 0.5% Na-Deoxycholsaure, 0.1%
SDS in PBS, pH 7.4; 1 uM Leupeptin; 5 uM AprotinibmhM PMSF; 1 pM Pepstatin; Sigma
Chemical Co) lysiert und die Proteinkonzentratiomree mit dem Bradford-Assay (BioRad)
bestimmt. Die Zellextrakte wurden auf einem 12% SP&5E aufgetrennt und auf eine 0.2 Micron
PVDF-Membran (BioRad) transferiert. die Membraneurden in 10% Trockenmilch, 0.2% Tween-
20 in PBS (TPBS), pH 7.4, geblockt und dann mitginpolyklonalen, in Kaninchen hergestellten
Antikdrper gegen die Integrinmonomeag oderb; (1:200 Verdinnung; Sta. Cruz, California) bei
Raumtemperatur fur 4 Stunden inkubiert. Die Blotsrden dann mit TPBS gewaschen und mit
Meerettich Peroxidase-gekoppeltem, in Ziegen héetjesn anti-Kaninchen Antikorper fur 45
Minuten inkukbiert. Die Immunokomplexe wurden mnigteECL-Reagenz (Amersham) sichtbar
gemacht. Nach Strippen der Blots wurden diese demreils wieder mit einem anti-Tubulin
Antikdrper (1:200, Santa Cruz) inkubiert, um einkiche Menge an gelandenem Protein zu

gewahrleisten.
Northern Blots

Gesamt-RNA wurde aus HUVECs durch Phenol/Chlorof@rttraktion isoliert und
weiterverarbeitet wie vorbeschriebefidie Northern Blots wurden durch Elektrophorese #6nug
Gesamt-RNA in Formaldehyd-Agarosegelen angefertigelche dann auf Nylonmembranen
(Amersham) geblottet und mit radioaktiv markier6®NA-Proben hybridisiert wurdeii? Als cDNA-
Proben fiira,, b; und bs wurden humane cDNA-Fragmerifefir Angiopoietin-1 ein 570 bp

EcoR1/NotlcDNA Fragment zur Markierung benutzt.
Promoter-Konstrukte und transiente Transfektionsa&s

Ein -1084/+35 murinesbs-Integrin (GenBank Zugangsnummer AF026500und ein -
875/+111 murinebs-Integrin Promoterkonstrukt (GenBank Zugangsnumaied221115** wurde mit
Hilfe des GenomeWalker Kits (Clontech) nach der eftnhg des Herstellers konstruiert.
AnschlieBend erfolgte eine Subklonierung in den B®hsic Vektor (Promega), welcher das
Luziferase-Reportergen enthélt, und zwar mittelssgePrimer 5° CTG AGT TCT TTC CAC ACC
CTT C 3’ und Antisense-Primer 5’ TCC TGT CCG CCGETTC ACG 3’ fur derbs-Integrin, und
Sense-Primer 5" ATT CAA ACG CCT TAG GTA GGT TTT TGZ und Antisense-Primer 5 AGT
CCC CCG CGC GTC TAC TCT CGG AGA 3’ fur dég-Integrin-Promoter.

BAECs mit einer Dichte von 80% in 6-Well-Plattennden dann transient mit den Promoter-
Konstrukten und Lipofektamin entsprechend den Ieéesangaben (GIBCO Laboratories)
transfiziert. Unterschiede in der Transfektionséinz wurden korrigiert relativ zu dem Ausmalfd der

Aktivitdt von alkalischer Phosphatase, welche proelt wurde durch das kotransfizierte interne
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Kontrollplasmid pSV-AP, welches das Reportergeneunder Kontrolle des Simian-Virus 40
Promoter-Enhancers enth#lt. Die Transfektionsmixturen enthielten 1 pg Repextector, 0.5 pg
pSV-AP und 9 ug Lipofektamin in Opti-MEM |. Nach Stunden wurden die Zellen mit DPBS
gewaschen, mit 10% FBS in DMEM gefiittert, und rekorantes Angiopoietin-1 Protein wurde wie
angegeben hinzugefligt. Nach 24 Stunden wurden e@lierzmit 20 ng/ml Phorbol-12-Myristat-13-
Azetat (PMA; Sigma) oder nur Lésungsmittel (DMSO) 4 Stunden stimuliert und dann in Reporter-
Lysepuffer (Promega) aufgelést mit nachfolgenders8i@g der Luziferase- (Promega) und
alkalischer Phosphatase- (CSPD Chemilumineszengt@ittbTropix) Aktivitaten mit einem Berthold
Lumat LB9501 Luminometer. Die Balken reprasentierdie@ Aktivitdt von 3 unabhangigen

Transfektionen (MittelwerttSEM), normalisiert durdte alkalische Phosphatase-Aktivitat.
Adenovirale Konstrukte

Hierzu wurde wie Eingangs dargestellt rekombinamtrgbstellter Adenovirus, welcher
Angiopoietin-1 exprimiert (Ad-Angl), verwendet. Diaus menschlichem Herzgewebe selbst
hergestellte Angiopoietin-1 cDNA wurde vor Rekondtion in die AJE1-deletierte Region unter der
Kontrolle des CMV5-Promoters durch Sequenzierurgidtigit. Ein identischer Vektor, welcher green
fluorescent protein (Ad-GFP) exprimiert, wurde Kontrollzwecke verwendet. Die rekombinanten

Viren wurden propagiert und abschlieRend gereimitfels eines Casium/Chlorid-Gradientéh.
Ko-Kultur-Experimente

Fur Ko-Kultur-Experimente wurden 6-Well Platten rZiellkultur-Einséatzen benutzt, welche
eine anorganische Membran mit einer Porengrof3e Ovd2 mm enthalten (Anapore TC Einsatze,
Nunc). VSMCs wurden in das untere Well eingebracttt mit adenoviralem Konstrukt fir 4 Stunden
mit moi's wie angegeben transduziert. Die Zellenrdem dann sorgféltig dreimal mit DPBS
gewaschen, um jegliche Spuren von Adenovirus \ildig zu entfernen, bevor dann die Einsatze mit
BAECs hinzugegeben wurden. Die Zellen wurden danDMEM mit 2% FBS fiir alle Kokultur-

Experimente fir bis zu 72 Stunden gehalten.
Immunbhistologische Féarbung

VSMCs wurden 48 Stunden nach Transduktion mit veéesienen Mengen Ad-Angl (“moi's” =
multiplicity of infection wie angegeben) mit 4% R#ormaladehyd in PBS fixiert und fir 1 Stunde in
10% FBS geblockt. Dann erfolgte die Inkubation siitem anti-Angiopoietin-1 Antikdrper (1:200;
Santa Cruz) oder lgGisotypischer Kontrolle fir 30 Minutes bei Raumteargiur. Biotinylierter
sekundarer Antikdrper wurde fur 1 Stunde und Awvdiiotinylierter alkalische Phosphatase-Komplex
fur 30 Minuten zugegeben. Die Farbung wurde abs@klnd durch Inkubation mit Fast Red-Substrat

fir 12 Minuten entwickelt.

Zell-Migrationsassay

94



Zell-Migrationsassays wurden mittels einer 48-widilkkro-Chemotaxiskammer (Neuroprobe
Inc., Cabin John, MD) durchgefur?ﬂt.Humanes Vitronektin wurde auf eine Konzentratiam \20
pg/ml in M199 Medium verdunnt, und 2% der verdinnten Losung wurden in die untere Kamaesr
modifizierten Boyden-Apparatur eingebracht. Subkaerite HUVEC-Kulturen wurden mit Calcium-
und Magnesium-freien PBS gewaschen und durch Irlarbanit 0.5% EDTA fir 30 Minuten bei
37°C und vorsichtigem Pipettieren abgeltst. Das Abiosen Zellen in Klumpen wurde durch
Beobachtung mir dem Mikroskop ausgeschlossen. Kemkinnung der Zellen durch Zentrifugation
bei 1500 rpm fur 3 Minuten und Plazierung eines/#ollpyrrolidon-freien Polycarbonat-Filters mit
einer PorengréRRe vonrein (Nuclepore Corp., Cambridge, MA) wurden 2.5kZ@llen, welche in 50
m M199 ergdnzt durch 1% FBS suspendiert worden myaredas obere Kompartiment eingebracht
und der Apparat fir 4 Stunden bei°@7in einem Zellinkubator mit 5% GGQnkubiert, wahrend
dessen Zellmigration durch die Membranporen auf Uiterseite des Filters stattfindet. Nach der
Inkubationsperiode wurde der Filter entfernt unel albere Seite des Filters mit einem Gummischieber
mehrfach bearbeitet, um die nicht-migrierten Zelleu entfernen. Die Filter wurden dann mit
Methanol fixiert und mit einer Giemsa-Losung (D@fsick, Baxter Healthcare Corp.) gefarbt. Die
Migration wurde durch Zahlen der Zellen in dreidli§ gewahlten Gesichtsfeldern (100x) fur jedes

Well quantifiziert, und alle Bedingungen wurdenierfachansatzen evaluiert.
Statistische Analysen

Die Ergebnisse sind dargestellt als Mittelwertt8&d Error of the Mean (mzSEM).
Statistische Signifikanz wurde mittels ANOVA-Testirf den Vergleich von mehr als zwei
Mittelwerten, und unpaarigen Studertt'Sest fir den Vergleich zwischen genau zwei Mittten

untersucht. Ein p-Wert von <0.05 wurde als statistisignifikant interpretiert.

6.3. Ergebnisse
Expression von Angiopoietin-1 und -2 mRNA in Humaaeweben

Um diein vivo Expression von Angiopoietin-1 und -2 zu untersughveurde eine RT-PCR mit
einem breiten Spektrum an menschlichen Geweberhdefighrt (Abbildung6.1). Eine Expression
von mRNA fur Angiopoietin-1 war in allen analysiemt Gewebetypen leicht nachweisbar, wobei eine
starkere Expression in besonders stark vaskulgesieGeweben wie Lunge, Knochenmark,
Skelttmuskulatur, Testes, Uterus, Plazenta undt@®eogu beobachten war. Angiopoietin-2 fand sich
in hohem Mal3e nur in Uterus und Plazenta, wohingeggein den meisten anderen Geweben auch
nachweisbar war, allerdings in einem deutlich rnigeten Ausmal3 im Vergleich zu Angiopoietin-1.
Aus diesen Ergebnissen kann man schluf3folgern, Alag®poietin-1 nicht nur wahrend der fetalen
Entwicklung, sondern auch fast ubiquitar in denaden von Erwachsenen exprimiert wird, was einen

konstitutiven Expressionstyp nahe legt, wohingegdie Expression von Angiopoietin-2 im
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Erwachsenen hauptséchlich auf das weibliche Refptmhgsystem beschrankt ist. Aufgrund des
konstitutiven Expressionsmusters scheint dem Argéijm-1 im erwachsenen Organismus somit eine

Rolle Uber die Angiogenesefunktion hinaus zuzukomme

Abb. 6.1 RT-PCR, welche die Expression von Angiopoietin-1 émdjiopoietin-2 in verschiedenen menschlichen audtult
Organen zeigt. Die PCR von GAPDH dient als Nachweis @Qualitat der verwendeten mRNA'’s. 1: Rickenmark, 2:
Thymus, 3: Lunge, 4: Leber, 5: Nebenniere, 6: Getir Knochenmark, 8: Skeletmuskulatur, 9: Tedtis,Uterus, 11: Herz,
12: Niere, 13: Plazenta, 14: Colon, 15: Prostata.

Einflul3 der Angiopoietine auf die endotheliale grie-Zelloberflachen-Expression

Um den EinfluR der Angiopoietine auf die endotHelilntegrinexpression zu untersuchen,
stimulierten wir HUVECs mit 100 ng/ml Angiopoietih-oder Angiopoietin-2 fir 24 Stunden und
unternahmen FACS-Analyse, um Veranderungen derolZaiflachenexpression verschiedener
bekannter Integrine und Adh&sionsmolekille zu egedni. Gemessen an der FACS-ermittelten
mittleren Fluoreszenz-Intensitat fand sich untesater Ausgangsbedingung (keine Stimulation) eine
sehr niedrige Expression des Integrins(CD49a), eine mittlere Expressionsstéarke dirund eine
hohe Expression vom, (CD29), PECAM (CD31) und,bs, wohingegera,bs in geringerem Ausmalf3
exprimiert wurde. Dieses Expressionsmuster deioBelflachenrezeptoren auf Endothelzellen stimmt
iiberein mit friiher ermittelten DatéH.Wahrend Stimulation mit Angiopoietin-1 keinen Hirf§ auf
die endothelialea,, a,, b; und PECAM-Expression hatte, wurden die VitronelRezeptorera,bs;
und a,bs signifikant nach 24-stiindiger Stimulation mit 168§/ml Angl herunterreguliert, wie sich
durch eine Verschiebung der mittleren Fluoreszeemsitiat nach links anzeigte (von einer mittleren
Fluoreszenzintensitat von 880 auf 41%2.6, p<0.0005, bzw. von 23.3 auf 1&2.9, p<0.01)
(Abbildung 6.2A und 6.2B). Die Fluoreszenz des korrespondierenden Isotgigtn IgG-
Immunglobulins diente als Negativ-Kontrolle (aufrdeken Seite jedes Histogramms). Stimulation
mit 200 ng/ml Angiopoietin-2 fuhrte zu keinen sifkanten Veranderungen in der
Zelloberflachenexpression von wedgyr a,, b, a,bs, a,bs noch PECAM. Die Herabregulierung von

a,b; unda,bs durch Angiopoietin-1 war Dosis-abhangig, beganrebeer Menge von 100 ng/ml (hier
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Reduktion von 63.6% bzw. 60.9% vs. Kontrolle, p€&.(dbzw. p<0.05) und fuhrte zu Werten von
36.7% (p<0.0005) und 42.0% (p<0.01) bei 400 ng/mpidpoietin-1 im Vergleich zu Kontrolle
(Abbildung 6.3A). Wie in Abbildung 6.3B dargestellt, ergab eine Analyse im Zeitverlauf eine
signifikante Reduktion dea,bs; unda,bs-Expression bereits nach 4 Stunden Exposition 2urgmi
Angiopoietin-1 (mittlere Abnahme der Fluoreszenzdib; von 984.0 auf 5310.7, p<0.05, fuabs
von 35:2.3 auf 194.7; p<0.05). Eine minimale Expression beider Iritegwurde nach 24 Stunden
Exposition erreicht. Ahnliche Ergebnisse wurden BIEC-Zellen erhalten (nicht dargestellt). Diese
Ergebnisse zeigen, dass Angiopoietin-1 spezifisieh Ztlloberflachenexpression der Vitronektin-
Rezeptorem,bs; und a,bs auf Endothelzellen in einer Zeit- und Dosis-abligeg Art und Weise

herunterreguliert.

Abb. 6.2A: Angiopoietin-1 vermindert die Oberflichenexpreasvona,b; und a,bs auf endothelialen Zellen. Durchfluf3-
zytometrische (FACS-) Analyse der Integrin- und PEGEkpression auf HUVECs mit oder ohne Zugabe von rigénl
Angiopoietin-1 fiir 24 Stunden. Die HUVECs wurden BIDTA abgeltst, mit anti-Integrin-Antikdrpern wiegegeben fur
45 Minuten inkubiert, gefolgt von Inkubation mitTRI-konjugiertem anti-Maus 1gG, und dann mittels &hfluRzytometrie
analysiert. Die Histogramme zeigen Fluoreszenzsitén k-Achse) gegen Anzahl der Ereignissg-Achse). Die
Fluoreszenz-Intensitat des korrespondierenden psgpéynatchten Kontroll-IlgGs ist auf der linken Seiten jedem
Histogramm aufgezeigt. DieAchse ist in logarithmischer Skala dargestellt.
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Abb. 6.2B: Angiopoietin-1 vermindert die Oberflachenexpreasivon a,b; und a,bs endothelialer ZellenQuantitative
Analyse des Effekts von Angiopoietin-1 auf die frta- und PECAM-Zelloberflachenexpression. Die Batkiegramme
zeigen den MittelwerttSEM der mittleren Fluoresietensitdt von 3 Experimenten. *p<0.05 versus uabelelte
Kontrolle.
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Abb. 6.3 DurchfluBzytometrische (FACS-) Analyse, welche @@nflu der Angiopoietin-1 Dosierung (25-400 ngyif#)
und der Inkubationsdauer (4-48 Stund@) auf die HUVECa,bs; unda,bs Integrin-Zelloberflachenexpression veranschau-
licht. Die Experimente wurden wie unter Abbildun@ Beschrieben durchgefiihrt. Die Balkendiagrammgereden Mittel-
wert+SEM. *p<0.05 versus unbehandelte Kontrolle.
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Einflu der Angiopoietine auf die Integré b5 und s Monomer-Expression

Da die Integrine aus Dimeren bestehen, fiihrten \Wiastern-Blots mit Zellextrakten unter
reduzierenden Bedingungen durch, um mdgliche digtin Verdnderungen der Integrin-
Monomerexpression zu untersuchen. Es war berichtwden, dass VEGF dia,b; Integrin-
Expression in Endothelzellen hochregulf&rwir haben daher HUVECs mit 10 oder 50 ng/ml
rekombinantem VEGHsProtein 24 Stunden lang inkubiert, und Western-Bloalysen bestétigten
eine VEGF-induzierte Hochregulation der IntegrinfMmere b; und a, auf der Proteinebene
(Abbildung 6.4A, linke Seite). Im Unterschied hierzu fuhrte eine skdndige Stimulation von
HUVECs mit steigenden Konzentrationen an Angiopeigtzu einer signifikanten Abnahme der
Expression, beginnend bei 50 ng/ml (AbbildhdA, Mitte), wahrend eine Abnahme der Expression
von a, hachweisbar war, wenngleich nicht so ausgepragé W Abbildung 6.4A, rechte Seite,
gezeigt, resultierte die Stimulation von HUVECs mdrgleichbaren Mengen an Angiopoietin-2
jedoch nicht in irgendeiner Anderung in der Intago; und a, Monomer-Expression. Bei allen
Experimenten wurden die Blots gestrippt und miteginanti-Tubulin Antikdrper inkubiert, um

sicherzustellen, dass in allen Gruppen die gleldbage an Protein geladen wurde.

Es war berichtet worden, dass Angiopoietin-2 irhtzendothelialen Zellen, welche ektopisch
den Tie2-Rezeptor exprimieren, eine Tyrosin-Phosgigoung der intrazellularen Rezeptordoméne
bewirken kanrt®® Wir haben daher NIH 3T3 Fibroblasten, die wir \@rtstabil mit dem Tie2
Rezeptor transfiziert hatten, mit 50 oder 200 nghmyjiopoietin-loder Angiopoietin-2 stimuliert und
anschlieBend Western Blots zur BeurteilunglieExpression durchgefiihrt. Bezliglich Angiopoietin-
1 fand sich eine Dosis-abhangige, deutliche Abnaberd; Integrin-Expression (Abbildung.4B,
linke Seite), vergleichbar mit dem Effekt auf auhdethelzellen. Im Gegensatz zu den in
Endothelzellen erhaltenen Ergebnissen filhrte efimeugation der 3T3/Tie2-Zellen mit Angiopoietin-

2 zu einer signifikanten Abnahme dés-Expression, nicht zu unterscheiden von dem mit
Angiopoietin-1 erhaltenem Effekt (Abbildur@4B, rechte Seite). Somit wiesen Fibroblasten, welche
den Tie2-Rezeptor ektopisch exprimieren, eine vedeite Expression des Integringals Reaktion
auf Exposition sowohl mit Angiopoietin-1 als aucht rAngiopoietin-2 auf; im Gegensatz hierzu

zeigten Endothelzellen diese Reaktion nur nach &&pa mit Angiopoietin-1.

Um den Einflul3 von Angiopoietin-1 auf dig, bs unda,~-Expression auf der mRNA-Ebene zu
untersuchen, stimulierten wir HUVECs mit 50 oder020g/ml Angiopoietin-1 fir 24 Stunden,
extrahierten dann RNA und fUhrten dann NortherneBtlurch. Wie in Abbildun.4C gezeigt, fuhrte
Behandlung mit Angiopoietin-1 zu einer deutlichetondhme der mRNA-Expression beider
Integrin-Monomere, ebenso wie dat-Expression. Dieses Ergebnis legt nahe, dass diedewu

Protein-Ebene beobachtete Herabregulierungayandb; transkriptionell reguliert wird.
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Abb. 6.4: Einflu von Angiopoietin-1 und Angiopoietin-2 adi b; unda, Integrin-Monomerexpression. Die Zellen wurden
mit zunehmenden Mengen an den angegebenen Fakieremdelt, und die Zellkulturen wurden dann nachSf4hden
lysiert. Die Western-Blots wurden unter reduzierenBedingungen durchgefihrdY HUVECs wurden mit O bis 50 ng/ml
rekombinantem VEGHk;s 0 bis 200 ng/ml Angiopoietin-1 oder 0 bis 200migAngiopoietin-2 Protein behandelt. Gezeigt
sind reprasentative Western-Blots, hergestellt mitik®rpern, welche an dds; odera, Protein-Monomer binden. Re-
Blotting der Membranen mit einem anti-Tubulin Antigér demonstriert aquivalente Ladebedingund&). NIH 3T3-
Fibroblasten, welche nach stabiler Transfektion d@R2-Rezeptor ektopisch exprimieren, wurden miti® 200 ng/ml
Angiopoietin-1 bzw. Angiopoietin-2 behandelt. Gegeaind reprasentative Blots mit Antikdrpern gezeigtlche mith; und
Tubulin als Ladekontrolle binderCy HUVECS wurden mit 0 bis 200 ng/ml Angiopoietin-@Handelt, und nach 24 Stunden
wurde Gesamt-RNA fiir Northern-Blots extrahiert. Jésvé5 pg RNA pro Bande wurden auf Formaldehyd-Agegeten
aufgetrennt, auf Nylon-Mmembranen transferiert, midradioaktiv markierten cDNA’s wie angegeben tiglsiert.

Rolle der PI3 Kinase und PKC auf die Angiopoietimdzierte Modulation der Integrifi; Expression

Da bekannt ist, dass die Bindung des Liganden Amgi&tin-1 an seinen Rezeptor Tie-2 eine
Aktivierung der PI-3 Kinase (PI3K) bewirkt, und eifI3K-Aktivierung zumindest teilweise fur die
Vermittlung der zellularen Effekte von Angiopoietin hinsichtlich Uberleben und Migration
verantwortlich zu sein scheiff ??gaben wir die spezifischen PI3K-Inhibitoren Wortmia (WM)
und LY294002 zu HUVEC-Kulturen. Behandlung mit 281 Wortmannin oder 50 nM LY294002
alleine veranderte dids-Proteinexpression nicht signifikant (Abbildun@.5A). Dartberhinaus
verhinderte die Zugabe von WM oder LY294002 in gier Menge zu mit 100 ng/ml behandelten

HUVECs nicht die Angiopoietin-1-induzierte Herabuéigrung detbs-Integrinexpression. Daraus laft
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sich der Schlul® ziehen, dass die Modulation depthetlalenbs-Expression durch Angiopoietin-1
unabhangig ist von einer PI3K-Aktivierung. Es wasbhrieben worden, dass Phorbol-Myristat-Acetat
(PMA) bs-Integrinexpression induziert, war wir mittels Warst Blot bestatigten (Abbildun§.5B,
Spur 3. Zugabe von 50 nM des spezifischen PKIGhibitors LY379196 $pur 3 oder Zugabe von
100 ng/ml Angl $pur 4 verhinderte die PMA-induzierte Zunahme deg-Expression. In
vergleichbarer Weise konnte die durch 50 ng/ml VESROhte Expression von Integrin durch
Zugabe des PKi&Inhibitors LY379196 oder im gleichen Ausmafie dudikgabe von 100 ng/ml
Angl (Abbildung6.5C) unterdriickt werden. Diese Ergebnisse lassen wermuaass Angl seinen
Effekt auf die Integrin-Expression durch Blockadss dPKC-Stoffwechelweges vermitteln kénnte.

(A) (B) (C)
- - W L29 - P PP - V. VYV
- A A A - - L37 A - - L37A

82 kDa— <+—b,

82 kDa— )
< Tubulin

Abb. 6.5 Western Blots zum Nachweis desIntegrinmonomer-Expression in proliferierenden HEGA. (A) Einfluss der
PI-3 Kinase-Inhibitoren Wortmannin (W) und LY2940@R29) auf die Angiopoietin-1-induzierte Reduktiorerdbs-
IntegrinexpressionSpur 1 Kontrolle (DMSO-Tragersubstanzypur2: 100 ng/ml AnglSpur 3 25 nM Wortmannin plus
100 ng/ml Angl;Spur 4 50 nM L29 plus 100 ng/ml AngiB) EinfluB von Angl oder des Proteinkinasb (PKCh)-
Inhibitors LY379196 (L37) auf die Phorbol-12-Mym$t13-Acetat (PMA)-induzierte Erh6hung deg-Integrinexpression.
Spur 1 Kontrolle (DMSO-Tragersubstanzppur2: 20 ng/ml PMA;Spur 3 20 ng/ml PMA plus 50 nM L37Spur 4 20
ng/ml PMA plus 100 ng/ml Ang1(C) EinfluB von Angl oder des PKdnhibitors L37 auf die VEGF-induzierte Erhéhung
derbs-Integrinexpressio®pur 1 Kontrolle (DMSO-Tragersubstanz3pur2: 50 ng/ml VEGFSpur 3 50 ng/ml VEGF plus
50 ng/ml L37;Spur 4 50 ng/ml VEGF plus 100 ng/ml Angl. Die Membranamrden gestrippt und mit einem anit-Tubulin-
Antkorper inkubiert, um vergleichbare Proteinbetagau verdeutlichen. Die Western-Blots wurden witeuébbildung 6.4
beschrieben durchgefiihrt.

Angiopoietin-1 hemmt die Aktivitat désund bs Integrin-Promoters

Um festzustellen, ob die Herabregulierung grundbs durch Angiopoietin-1 bedingt ist durch
eine Hemmung der Gen-Transkription, wurden BAECsantweder einem -1084/+35 bg-Integrin
oder mit einem -875/+110 bps-Integrin-Promoterregion/Luziferase-Reportergen-gtankt trans-
fiziert. 200 ng/ml Angiopoietin-1 reduzierten hierbdie Transkription debs-Promoterregion auf
0.54+0.09-fach und ddys-Promoterregion auf 0.44+0.17-fach (jeweils p<Ov@Bsus unbehandelte
BAECSs) (Abbildung6.6). Da bekannt ist, dass Phorbolester lgi¢ntegrinexpression transaktivieren

230, 231

konnen; stimulierten wir transfizierte BAECs mit 20 ng/lAMA, was zu einem 2.53+0.32-

fachen Anstieg ddps- und zu einem 1.97+0.08-fachen Anstieg lolePromoteraktivitéat im Vergleich
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zur unbehandelten Kontrolle fiihrte. Behandlung B&ECs mit 200 ng/ml Angiopoietin-1 schwéachte
die PMA-induzierte Transaktivierung dds; (auf 1.37+0.22; p<0.05) undbs-Promoters (auf
0.86+0.26-fach versus unbehandelte Kontrolle; ps0.6ignifikant ab (Abbildung6.6). Diese
Ergebnisse legen nahe, dass Angiopoietin-1 seinemesden Eigenschaften auf dig- und bs-

Integrinexpression via eines transkriptionellen Matdsmus austibt.

(A)
[ i

-1084 +35
b,-Integrin Promoter

_'#

B pGL3-basic
B untreated T T T T T
@ Angl 0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0

O PMA
0O PMA+ANgl

(B)

-875 +110 Luc

bg-Integrin Promoter

—.#

0 0.5 1.0 15 2.0 25
Luciferase-Activity [fold induction over untreated]

Abb. 6.6 Angiopoietin-1 hemmt dies- undbs-Integrin-Transkription. BAECs wurden mit einem -10836 bpbs (A) oder
einem -875/+110 bpbs (B) Integrinpromoter-Luziferasekonstrukt transfiziegGL3-basic Vektor diente als Negativ-
kontrolle. Die transfizierten Zellen wurden mit Kosllmedium allein gbehandelt 200 ng/ml Angiopoietin-1 allein, 20
ng/ml Phorbol-12-Myristat-13-Azetat (PMA) alleinder jweils in Kombination mit 200 ng/ml Angiopoietl exponiert.
Nach 24 Stunden wurden die Zellen lysiert und dieilerase-Aktivitat wurde in einem Luminometer gessen und mit der
Aktivitat von kotransfiziertem internen Kontrollgaid normalisiert. Die Ergebnisse sind als x-falettiktion im Vergleich
zu unbehandelten BAECs dargestellt. Die Balkendiagramaprésentieren den Mittelwert+SEM von 3 Experit@en
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Kontinuierliche Expression von Angiopoietin-1 inkdtiur von Endothel- und glatten GefalRmuskel-

zellen reduziert die endothelialgbs-Zelloberflachenexpression

Um physiologische Umgebungsbedingungen zu simuljevaurden Experimente mit einem
Zell-Kokultursystem durchgefiihrt, welches aus zWe@mpartimenten getrennt durch eine pordse
Membran besteht. Um eine kontinuierliche Produktiond Sekretion von Angiopoietin-1 zu
gewahrleisten, wurden glatte Gefalimuskelzellenas dntere Kompartment eingebracht und mit
verschiedenen Mengen (multiplicities of infectionmoi’'s) eines adenoviralen Konstrukts, welches

rekombinantes Angiopoietin-1 exprimiert, fir 4 Stan transduziert.

Wie in Abbildung6.7A dargestelltfihrte dieses Vorgehen zu einer starken Expresgiarso-
wohl Angiopoietin-1 mRNA als auch Proteinexpressieie man anhand von Northern- und Western-
Blots von Extrakten der glatten GefalBmuskelzellehes kann. Ein gleichartiges adenovirales
Konstrukt, welches fur green fluorescent proteifrigkodiert, diente als Negativkontrolle. Bei einer
moi von 100 waren ca. 95% der Zellen nach Transolukhit Ad-GFP positiv fur GFP, wie man
mittels Fluoreszenz-Mikroskop sehen kann (Abbild@ngB), und ca. 80% in der Immunhistologie
positiv fir Angiopoietin-1 (Abbildundg.7C). 48 Stunden nach adenoviraler Transduktion dettegi
GefaBmuskelzellen und sorgfaltiger Entfernung deslivins, welches den Adenovirus enthielt und
Zugabe von frischem Medium wurden die Endothelrellem oberen Kompartiment des Kokultur-

Systems entfernt und FACS-Analyse fir endothebale -Expression durchgefiihrt.

Die rdumliche Nahe der Endothelzellen zu glattensk#lrellen, welche kontinuierlich
Angiopoietin-1 exprimieren, fihrte zu einer deutka Abnahme der endothelialea,bs-
Oberflachenexpression im Vergleich zur GFP-Kongrollwie man anhand der mittleren
Fluoreszenzintensitaten abschatzen kann (bei emwrvon 20: 62.3+8.6 Ad-Angiopoietin-1 vs.
94.0£9.0, p<0.05; bei moi 50: 34.3+8.1 vs. 93.011p<0.05; bei moi 100: 27.3+4.6 vs. 99.7+10.2,
p<0.005) (Abbildung.7D).

Angiopoietin-1-induzierte Reduktion der endotheliala,6;- und a,bs-Expression fihrt zu

verringerter Zellmotilitat

Um festzustellen, ob die beobachtete Angiopoietinelizierte Reduktion deai,bss-Integrin-
expression zu funktionellen Konsequenzen fihrt dadbekannt ist, dasa,bssIntegrinen eine
auRerordentlich wichtige Rolle in der Zellbewegungommt?® fiihrten wir Migrationsassays mit
einer modifizierten Boyden-Kammer durch. Weil Viektin ein Ligand fura,bs und fira,bs ist,
flllten wir gereinigtes Vitronektin (20 pug/ml) inad untere Kompartment der Boyden-Kammer, was
zu einer Beschichtung der Unterseite des mit Povensehenen Filters fihrt. Mit dieser
Versuchsanordnung mif3t der Assay die Zellmigragegenuber einen Gradienten von gebundenen

Liganden, die sog. Haptotax{s.
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Abb. 6.7 Kokultur-Experimente mit glatten GefalBmuskelzel@SMCs), welche Angiopoietin-1 Uberexprimieren, und
BAECs. (A) Western-Blot mit einem anti-Angiopoietin-1 Antik@p(oberer Teil), und Northern Blot mit einem 570 bp
radioaktiv markierten Angiopoietin-1 cDNA-Fragmeats Probe (unterer Teil) nach Transduktion von VSM@
verschiedenen Mengen (multiplicities of infectionsinwie angegeben) eines gereinigten adenoviralegiopoietin-1-
exprimierenden Konstrukts (Ad-Angl), welche einarlst Expression von Angiopoietin-1 demonstieréB) GFP-
Expression (oberer Teil) und Immunhistologie mitezn anti-Angiopoietin-1 Antikdrper (unterer Teilgigen eine 90 bis
100%ige Transduktion der Zellen bei einer moi v00.1C) Expression vom,bz auf BAECs, welche einer kontinuierlichen
Angiopoietin-1-Sekretion von VSMCs exponiert wardfit Ad-Angl transduzierte VSMCs zu den angegeben@iism
wurden in das untere Kompartiment des Kokultur-@yseingebracht, und anschlieBend wurden in dieeobBinsétze,
welche eine anorganische Membran mit einer (@2 PorengréRe enthalten, BAECs zugegeben. Nach 24deé$tun
Exposition wurden die BAECs vom oberen Kompartmeritetsi EDTA abgel6st, und eine durchfluRzytometrésétmalyse
wie unter Abbildung 2 beschrieben durchgefiihrt. Béken reprasentieren MittelwertexSEM. *p<0.05 usranbehandelte
Zellen (keine Zugabe von Virus). Die endothelialgs-Expression war nach Transduktion der VSMCs mit AePCbei
allen untersuchten moi’s unverandert im Vergleichunbehandelten Kontrolle.

Wie in Abbildung6.8A dargestellt, begiinstigt Vitronektin die MigratioonvnHUVECSs. Eine
Vorbehandlung von HUVECs mit steigenden Konzerdrah an Angiopoietin-1 fiir 24 Stunden

fuhrte Dosis-abhangig zu einer Abschwachung deroffaizellmigration auf Vitronektion auf
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55.7+£7.0% bei 100 ng/ml und auf 46.7+9.3% bei 2@0mh Angiopoietin-1 (jeweils p<0.05) im
Vergleich zu unbehandelten HUVECs. Das Ausmald atuRm®n der Zellmotilitdt auf Vitronektion
durch Vorbehandlung mit Angiopoietin-1 war verghldar zur Hemmung der Migration durch
Zugabe desa,bs-blockierenden Antikdrpers LM609 zur Zellsuspensiome Vorbehandlung mit
Angiopoietin-1 (Abbildungs.8B). Darlberhinaus wurde die durch VorbehandlungAngiopoietin-1
abgeschwachte Zellmotilitat weiter reduziert du#fuigabe von LM609 Antikdrper und vaam,bs-
blockierenden Antikdrper P1F6, was vermuten laBssddie Expression und/oder Funktion egh;

unda,bs durch Angiopoietin-1 deutlich reduziert, aber nicbllstandig gehemmt wird.

Zusammengenommen legen diese Daten nahe, dassudie dhronische Angiopoietin-1-
Stimulation bewirkte Reduktion der endothelialeybs; und a,bs Oberflachenexpression zu einer

Verringerung der zellularen Motilitat (Haptotaxiayf spezifischen extrazellularen Matrixproteinen
fuhrt.
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Abb. 6.8 Zell-Migrationsexperimente, um den Einflul} vonghopoietin-1 auf die Vitronektin-abhéngige Haptasaxon
Endothelzellen (HUVECS) abzuschétzen, d.h. die berie Motilitét von Zellen entlang eines Gradienten gebundenem
extrazellularen Matrix-Protein. Da Vitronektion difgand fura,b; unda,bs ist, hangt die Haptotaxis in diesem Experiment
von der quantitativen Oberflachenexpression sdReaeptoren al{fA) Durch Zugabe von 20 pg/ml Vitronektin zur unteren
Kammer eines modifizierten Boyden-Apparates indteiétaptotaxis. Die Zahl der 4 Stunden nach Zugaire20 pg/ml
Vitronektin migrierten Zellen wurde als 100% (Karite) gesetzt. Vorbehandlung der Zellen mit steifggnKonzentrationen
von Angiopoietin-1 (50, 100 oder 200 ng/ml) fur @tunden reduzierte Dosis-abhangig die Zellhaptstauf Vitrnektin. *:
p<0.05 versus Kontrolle (keine Vorbehandlur(®) Hemmung der Haptotaxis von HUVECs auf 20 pg/ml&figktin durch
Zugabe der Integria,bs-blockierenden Antikdrper LM609 und zuséatzlich dgbs-blockierenden Antikérpers P1F6 (linke
Saulen), im Vergleich zum gleichen Experiment mW\HECs, welche mit 100 ng/ml Angiopoietin-1 fir 24uStden
vorbehandelt wurden (rechte Séulen). *p<0.05 vekargroll-IgG. #p<0.05 Vorbehandlung mit Angioparetl versus keine
Vorbehandlung.
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6.4. Diskussion

Es ist gezeigt worden, dass Angiopoietin-1 zus@izlru seiner wichtigen Rolle in der
embryonalen Angiogese anti-inflammatorische EffekéeAktivierung seines spezifischen Rezeptors
Tie-2 vermitteltt’ In vitro und in vivo-Daten ergaben, dass eine Modifikation endotheliale
Adhasionsmolekile und Zell-Junctions ein Mechansmust, wodurch Angiopoietin-1
inflammatorische Reaktionen dampfen k&nfi* In Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen legen
die vorgestellten Ergebnisse nahe, dass Angiopeletn der Lage ist, das Ausmald der Expression der
Integrinea,bs; und a,bs zu kontrollieren. Beide Integrine sind auf Enddtblen exprimiert und,
wenn auch nicht essentiell fir die embryonale Gaf#icklung, fir pathologische Angiogenese
bedeutsard™® ?*ab; wird auf Endothelzellen durch Hypoxie und Zytokineie VEGF
hochregulier® ?** Auf TumorgefaRen und in atherosklerotisch verétesieArterien ist es in hohem
Ausmal exprimiert, wohingegen seine Expressionarmalen Arterien minimal ist> 2 Dieses
Expressionsmuster beider Integrine in adulten Gewdbgt nahe, dass ihr Erscheinen ,aktiviertes"
Endothel, wie es fur Entzindung und Angiogenesereeflich ist, markiert. Neuere Ergebnisse
deuten darauf hin, dass Angiopoietin-1 als par&kriGchalter fungieren konnte, welcher den
Ubergang von inflammatorischen oder angiogenen tetlau ,ruhendem* Endothel vermittéft.>*

In dieser Hinsicht wirde unser Ergebnis, dass Apgaiin-1 in der Lage ist, die Zelloberflachen-
expression vona,bs und a,bs zu kontrollieren, in das Konzept passen, dass Ami@in-1

inflammatorischen Prozessen als Gegenspieler esrigérkt.

Die Signalwege fur die anti-inflammatorischen Eiggimaften von Angiopoietin-1 sind bisher
nicht vollstandig aufgeklart. Aus vorausgehendemeiten ist bekannt, dass Angiopoietin-1 die
VEGF-stimulierte Leukozyten-Adhasion zu Endothdiel reduzieren sowie die Gewebefaktor-
Expression abschwéchen kann. Durch Verwendung figadmr Inhibitoren und dominant-negativer
Varianten wurde hierbei gezeigt, dass diese Effektiedngig sind von einer Aktivierung der PI3-
Kinase und des Akt-Stoffwechselwed@s** **In unseren Experimenten fiihrte eine Zugabe eines
spezifischen PI3-Kinase-Inhibitors nicht zu einemflAeben des Effekts von Angiopoietin-1 auf die
bs-Expression, aber Angiopoietin-1 war in der Lagen &ffekt von PMA umzukehren. Letzteres ist
ein bekannter Aktivator des PKC-Stoffwechselwedasanaloger Weise ist eine PKC-Aktivierung
mutmalflich fur die Vermittlung VEGF-induzierter Ekte involviert, insbesondere bei der Erhéhung
der vaskuldren Permeabilitat und bei der EndothdPzeliferation?*® **Hier konnten wir wiederum
zeigen, dass Angiopoietin-1 dem Effekt von VEGF diefbs-Integrinexpression entgegenwirkt, was
vereinbar ware mit einer Interferenz zwischen Apgietin-1 und dem PKC-Stoffwechselweg. Diese
Ergebnisse sind in Ubereinstimmung mit einem kirah Bericht, welcher zeigte, dass die VEGF-
vermittelte Unterbrechung von endothelialen ZelllkRentakten eine Aktivierung von PKEC

erfordert, und dieser Stoffwechselweg konnte démbiopoietin-1 blockiert werdef{?
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Wie in Kapitel 5 gezeigt und mittlerweile von anelerbestatigt, fuhrt Angiopoietin-1 zu einer
gerichteten Migration von Endothelzellen (Chematp¥? >*°Wir fanden jetzt, dass eine prolongierte
Stimulation von Endothelzellen mit Angl die Zellifiit auf dem a,bs; und a,bs-Liganden
Vitronektin reduzierte, was auf dem ersten Blickedérsprichlich zu den vorausgegangenen
Ergebnissen wirkt. Die unterschiedliche regionafal weitliche Applikation von Angiopoietin-1,
welche auf dem Unterschied von Chemotaxis und Haxt basiert, erklart jedoch diese
gegensatzlichen Befunde. Die chemotaktische Antwort Zellen hangt namlich ab von einem
regionalen Gradienten des Liganden, und Ublichemvewie bei Experimenten hierflr der
chemotaktische Wirkstoff fur 4-6 Stunden applizievBhrenddessen die Zellen Zeit haben, sich zur
Testsubstanz hin zu bewegen. Im Falle der Hapwtaiid die allgemeine Motilitat der Zellen auf
einem spezifischen extrazellularem Matrix-Ligandgziestet, und diese Motilitdt, wie mit unserem
Experiment gezeigt, kann durch Vor-Inkubation miigfopoietin-1 beeinflul3t werden, d.h. durch
Zugabe des exogenen Faktors gleichsam von obedi@idellen fir einen verlangerten Zeitraum (24
Stunden).Man konnte daher interessanterweise eiphasische Reaktion von Endothelzellen
gegenlber Angiopoietin-1 postulieren: Im Zusammeghanit Inflammation oder Angiogenese
migrieren Endothelzellen in Richtung von Angiopoiel, solange sie einen Subtrat-Gradienten
wahrnehmen. Wenn sich dieser Gradient angeglicagndth. die Zelle hat ihren Zielort erreicht und
ist nun von gleichméaRigen Mengen an Angiopoetinfigeben, wird die zellulare Motilitat auf
angiogenen extrazellularen Matrixproteinen (wierdfiektin) dadurch abgeschwécht, dass ayn
unda,bs herunterreguliert wird.Diese Theorie wirde mit &@hkten Befunden zusammenpassen, dass
Angiopoietin-1 in ruhendem adulten Geweben nachvegisxprimiert wird, und zwar insbesondere in

umgebenden periendothelialen Zelt&h?** 2%

Es wurde gezeigt, dass Zellen direkt an Angiopeigtiund -2 mittels Bindung an Integrine
adhérieren kdonnen. Abhangig vom Zelltyp, konnte idpgietin-1 anayb;, asb;, a,bsz und a,bs
binden?'® 2% 3k ardiale und skelettale Myozyten adharierten ag®ond Ang2, trotz Fehlens des
Tie2-Rezeptors, was Zell-Uberlebenssignale vertutté® Diese Promiskuitat von Angl, an
verschiedene Zelltypen Uber Integrine zu bindemnk& eine aulRergewdhnliche Klebrigkeit der
Angiopoietine an Integrine bedeuten, was dann gmsiut” Signalantworten triggert. Es kann nicht
ausgeschlossen werden, dass sich die hier vorgest&rgebnisse einex,bs und a,bs-Modulation
durch Angl nicht nur durch spezifische Bindung an @ie2-Rezeptor, sondern auch durch Bindung
an Integrine erklaren lassen. Diese Bindung kédaten zu einer Internalisierung von Angl-Integrin-
Komplexen fihren mit nachfolgend reduzierter Zedidléichen-Expression. Nichtsdestotrotz lasst sich
aus den mRNA und debybs—Promoter ableiten, dass die beobachteten Effaktedi@ Integrin-
Oberflachenexpression transkriptionell reguliertdsiDartberhinaus ist auch gezeigt worden, dass
Agnl an bs-Integrine binden kann, und dennoch fand sich beseten Experimenten keine

Veranderung ddp;-Oberflachenexpression durch Angl.
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7. Protektive Rolle von Angiopoietin-1 beim Endotoxininduzierten septischen Schock

7.1. Einleitung

Angiopoietin-1 (Angl), ein Ligand fiir die endoth@égifische Rezeptor-Tyrosinkinase T2,
spielt eine wesentliche Rolle in der Entwicklungsdembryonalen GefaRssysteths'> *** Im
Gegensatz zum Vascular Endothelial Growth FactorEGW), ein potenter vaskularer
Permeabilitasfaktor, welcher die mikrovaskulare niEabilitdt gegeniber Blutplasma-Proteinen
erhoht, hat Angl die Fahigkeit, die GefaRdurchist zu reduziereh.'® *’In transgenen Angil-
Uberexprimierenden Mausen ist gezeigt worden, das8lutgefalRe resistenter gegen Undichtigkeit
waren®® und adenovirale Uberexpression von Angl, verhieddie Ausbildung eines durch VEGF
oder Senfdl induzierten Gewebeddersrerner ist bekannt, dass Angl anti-inflammatogsch
Eigenschaften aufweist, indem es endotheliale Zdhasionsmolekile und cell junctions
modifiziert® Daher koénnte Angl durch Beeinflussung der mikrkulisen Undichtigkeit
therapeutisch nitzlich sein bei Krankheitszustanden welchen eine GefaRundichtigkeit und

Odemneigung aus einer GefaRentziindung resultiert.

Der septische Schock wird hauptsachlich durch élmerschielende systemische Antwort auf
Gram-negative Bakterien und ihre typische ZellwHminponente, dem Lipopolysaccharid (LPS),
verursacht™ Er ist charakterisiert durch eine systemisch edhdKapillarpermeabilitat, ein
interstitielles und alveolares Lungentdem, und @r@hte Expression von pro-inflammatorischen
Zytokinen, wie Tumor Necrosis Factar(TNF-a), Interleukin-6 (IL-6) und Interferog{IFN-g).2*® 2%’
Trotz Fortschritten im Verstandnis der pathophygi@chen Zusammenhange und Verbesserungen im
supportiven Management von Patienten im septis&ofiock bleibt die Mortalitatsrate aufgrund von
systemischer Hypotension, reduzierter myokardi&lentraktilitat und Gewebshypoxie inakzeptabel
hoch?*® So betragt die Mortalitat bei schwerer Sepsis 4is85%, wenn sie von Schock und
Multiorganversagen begleitet wiféf Verschiedene neuere in Erprobung befindliche Sepiserapien
schlieBen antikoagulatorische Therapie und LPS- Zytkin-neutralisierende Verfahren mit ein.
Wahrend gezeigt wurde, dass der Einsatz von rekwmnben aktiviertem Protein C das Uberleben von
Sepis-Patienten verbessern katinpehandelt es nur den koagulatorischen Aspekt legisiS.
Therapien, die auf die Neutralisation von pro-inflaatorischen Zytokinen oder LPS gerichtet sind,
wie dem Einsatz von TNA&- oder LPS-Antikdrpern, haben sich in klinischendsta als weitgehend
ineffektiv herausgestelff’?>* Die Entwicklung neuer Therapien zur Verbesserumgliberlebensrate

von Patienten im septischen Schock ist daher voReam Interessg’

In M&ausen fuhrt Verabreichung hoherer Dosen von lzZzéSeinem Syndrom, welches dem
septischen Schock beim Menschen ahfielDa Angl entgegenwirkende Eigenschaften auf eine
erhohte Kapillarpermeabilitat und endotheliale Bnthung aufweist, war unsere Fragestellung, ob

eine Uberexpression von Angl im Mausmodell des Lf@8zierten septischen Endotoxin-Schocks zu
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einem therapeutisch gunstigen Effekt im Sinne earabhten Uberlebensrate fiihrt. Wir zeigen mit
den folgenden Experimenten eine verbesserte Ulserdehte in septischen Mausen, welche mit einem
adenoviralen Konstrukt kodierend fur Angl behandeitrden. Die durch Angl-Behandlung

reduzierte Mortalitdt war begleitet von einer Vederung der hamodynamischen Funktion,
reduzierten Lungenveranderungen und einer geringéspression inflammatorischer endothelialer
Adhasionsmolekiile. Angl kénnte daher nuitzlich sai® zusatzliche Therapiemodalitat bei der

Behandlung des septischen Schocks.

7.2. Material und Methoden
Chemikalien

LPS von Escherichia coli, Serotype 055:B5 und atlderen Chemikalien stammen von Sigma .

Das LPS wurde in 0.9% Kochsalzldsung aufgeldst.
Adenovirale Konstrukte

Ein rekombinanter, humanes Angiopoietin-1 (AdhAngXprimierender adenoviraler Vektor
wurde mithilfe des Adenovator Vector Systems (Qbitg) wie bereits beschrieben konstruigtt.
Hierfir wurde Angl cDNA mittels RT-PCR aus humanétarzmuskelgewebe generiert, durch
Sequenzierung bestatigt und in die AdE1-deletiBegion unter der Kontrolle des CMV5-Promoters
einkloniert. Ein identischer Vektor, welcher Grdenorescent Protein (AdGFP) mit einer nuklearen
Lokalisations-Sequenzls) beinhaltet, wurde fir Kontrollzwecke benutzt. Deékombinanten Viren
wurden in 293A-Zellen (Qbiogene) vermehrt, mittesCl-Gradienten gereinfgf und schlieRlich in
10 mM Tris pH 8.0, 2 mM MgGJ 5% Sucrose-Puffer dialysiet.

Tiermodell

Zur Induktion eines septischen Schocks erhielteldtyyp C57BL/6 M&use eine intraperitoneale
Injektion von 80 mg/kg LPS. Diese Dosis wurde geltyaibeil vorausgegangene eigene Experimente
gezeigt hatte, dass hiermit eine Mortalitatsrate ¥80% erreicht wurde. Fir die Uberlebensstudien
wurde in insgesamt 50 Mausen ein septischer Schottkziert. 25 dieser Mause (Geschlecht- und
Alters-gematched) erhielten 1.0X18dhAngl plaque forming units (pfu), die zweite @pe die
gleiche Menge an AdGFP zu Kontrollzwecken intrawed8 Stunden vor Injektion von LPS. Um
sicher zu gehen, dass eine optimale intravendsabvieichung erfolgte, wurden die adenoviralen
Ldsungen in einer 1 ml Spritze mit 0.9% Kochsalatigsauf 500 pl verdinnt, und, nach einer kleinen
Haut-Inzision und Praparation der V. femoralis d&tn Stereomikroskop, unter Sicht mittels einer 29
Gauge Kanulle, welche mit einem feinen Polypropyehttauch verbunden wurde, intravends

verabreicht.
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Immunohistologie

Zwei Tage nach dem Gen-Transfer wurden die Lebem Mause chirurgisch enfernt, in
flissigem Stickstoff eingefroren und 5 pm Schnétgefertigt. Die Schnitte wurden dann in kaltem
Aceton fur 10 Minuten fixiert, in 0.005% Wasser§peiroxid/PBS fur 12 Minuten inkubiert und mit
PBS gewaschen. AnschlieRend erfolgte die Inkubatdneinem aus Ziege gewonnenen anti-Angl
Antikdrper (1:20; Santa Cruz) in PBS/10% FBS odetyipischer Ig@ Kontrolle fir 2 Stunden bei
37°C in einer feuchten Kammer. Nach weiterem zwégam Waschen wurde ein anti-Ziege HRP-
konjugierter zweiter Antikérper (Dako; 1:50 in PRB8% FBS) fur 1 Stunde bei Raumtemperatur
hinzugegeben. Die Farbung wurde entwickelt durduldation mit 3-Amino-9-Athylcarbazol (AEC)
(30 mg AEC, 5 ml N,N-Dimethylformamid, 17.5 ml OM2 Natriumazetat mit pH 5.2, 7.5 ml 0.2 M
Essigsaure, 50 ul 4, und Aqua bidest. auf 100 ml) fir 12 Minuten beuR#@emperatur im Dunkeln.
Nach Spilen mit PBS wurden die Schnitte mit Meyet&nalaun-Losung fir 1 Minute gegengefarbt

und Deckglaschen mit Glyzeringelatine angebracht.
Hamodynamische Messungen

Die Mause wurden durch eine intraperitoneale lipekvon 125 mg/kg Thiopental anasthesiert,
intubiert und mit einem Beatmungsgerat ventilietg¢ Basile, Type 7025). Ein 14 F
Mikrokonduktanz-Druckmesskatheter (ARIA SPR-719;lIdi Instruments Inc., Houston, Texas,
USA) wurde Uber die rechte A. carotis im linken kel (LV) plaziert, um eine kontinuierliche
Registrierung der LV Druck-Volumen (PV)-Kurven irerd Tieren bei geschlossenem Brustkorb zu
erhalter?®® #° Die Kalibrierung des aufgezeichneten Volumen-Sigiveurde durch die Einwasch-
Technik mit hypertoner (10%) Kochsalzlésung errefthAlle Messungen wurden durchgefiihrt,
wahrend die Beatmung kurzzeitig abgeschaltet wubike.Indizes der systolischen und diastolischen
Herzfunktion wurden von den linksventrikularen Dietdolumen-Daten abgeleitet, welche im Steady-

State erhalten worden waren.

Die systolische Funktion und myokardiale Kontratétl wurden mittels LV end-systolischem
Druck (LVP), maximale Anstiegssteilheit im LV-DrudklP/dt...,), Ejektionsfraktion (EF), Cardiac
Output (CO) (=Herzzeitvolumen), end-systolischemlwfen (ESV) und Schlagvolumen (SV)
quantifiziert. Die diastolische Funktion wurde antlades LV end-diastolischen Drucks (LVEDP),

peak dP/dtyi, und der Zeitkonstante der isovolumischen Druckakation {) ermittelt.
Western Blot Analyse

Die Gewebe wurden in RIPA-Puffer (1% NP-40, 0.5%d¢aoxy-Cholsaure, 0.1% SDS in
PBS, pH 7.4; 1 uM Leupeptin; 5 uM Aprotinin; 1ImM B, 1 uM Pepstatin; Sigma Chemical Co)
homogenisiert, und die Protein-Konzentration wurdttels des BCA-Assays (Pierce) bestimmt. Die
Gewebeextrakte wurden auf 10% SDS-PAGE-Gele aafgetr, elektrophoretisch aufgetrennt und auf

eine 0.2 Micron PVDF-Membran (BioRad) transferriebie Membranen wurden in 10%
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Trockenmilch-Pulver, 0.2% Tween-20 in PBS (TPBSH @.4 geblockt und dann mit einem
polyklonalem Antikorper aus Kaninchen gegen VCAMICAM-1 oder or E-Selektin (1:200

Verdinnung; Sta. Cruz, Kalifornien) bei Raumtemperéiir 4 Stunden inkubiert. Die Blots wurden
mit TPBS gewaschen und mit einem aus Ziege gew@meayegen Kaninchen-Antikdrper gerichteten
zweiten Antikorper, an welchen Meerettich-Peroxedgskoppelt worden war, fir 45 Minuten
inkubiert. Die Immunkomplexe wurden mittels des ER&agenz-Kits von Amersham sichtbar
gemacht. Nach Strippen der Blots wurden diese méne antib-Tubulin Antikdrper (1:200, Santa

Cruz) inkubiert, um gleiche Lademengen zu demaogrgtni.
Myeloperoxidase-Aktivitat in der Lunge

4 und 24 Stunden nach Verabreichung von LPS wudierinken Lungenfliigel der Mause
chirurgisch entfernt, mit Kochsalzlésung gespiitickengetupft und gewogéft. Die Lungengewebe
wurden in 2 ml 50 mmol/L Kalium-Phosphat-Puffer @Bnit einem pH von 7.4 und zusatzlich 0.5%
Hexadecyltrimethylammoniumbromid (Sigma) homogemtsiDas Homogenat wurde mit 25000 g 20
Minuten lang bei 4°C zentrifugiert, der Uberstarig tlie Myeloperoxidase (MPO) Messungen
entfernt, und das Pellet in 1 mL Hexadecyltrimedhyinoniumbromid-PBS resuspendiert. Dieser
Extraktsschritt wurde dreimal wiederholt und dieetdiinde gesammelt. Die Uberstande wurden im
Verhaltnis 1:30 (vol/vol) mit 50 mmol/L PBS, pH 6.@elches 0.167 mg/mlo-Dianisidin (Sigma)
und 0.0005% Wasserstoffperoxid enthielt, gemiéthDie Absorptionséanderung wurde in einem
Spektrophotometer bei 460 nm Uber 5 Minuten genmmeddie MPO-Aktivitdt wurde dann berechnet

als Absorptionsanderung Utber die Zeit, normaliglarch Division mit dem Lungen-Feuchtgewicht.
Lung Wet-to-Dry Weight Ratio

Das Verhaltnis des Lungen-Feucht-zu-Trockengewifhiet-to-dry weight ratios (W/D ratio))
in den Mausen wurde als Parameter der Wasseransaginth der Lunge nach LPS injection
herangezogeff® Die LPS-behandelten M&use wurden hierzu 4 undtBAd8n nach LPS-Injektion
untersucht. Das Lungen-Feuchtgewicht wurde unrbdielnach Entfernung der rechten Lunge
ermittelt. Das Lungen-Trockengewicht wurde gemessanhdem die Lunge in einem Ofen bei 50°C
fur 24 Stunden getrocknet worden war. Die W/D ratimrde dann berechnet, indem das

Feuchtgewicht durch das Trockengewicht dividiertdeu
Histopathologische Untersuchungen

Die Lungenfligel der Mause wurden zu verschiedefegitpunkten nach der LPS-Injektion entfernt
und mit Formalin bei einem Druck von 20 cmQHperfundiert. Die Organe wurden Uber Nacht in
Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet. Naéimfertigung von 5 pm-Schnitten erfolgte eine

Féarbung mit Hamatoxylin und Eosin.
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Statistische Analysen

Die Ergebnisse sind als Mittelwert=Standardabweighdes Mittelwerts (m+SEM) angegeben.
Die statistische Signifikanz wurde mittels ANOVAsSEeuntersucht, gefolgt von einer Post-hoc
Analyse im Falle des Vergleiches von mehr als 2Migielwerte, und mit dem unpaarigen Studetit's
Test im Falle des Vergleichs zweier Mittelwertee Diberlebensdaten wurden mittels des Kaplan-

Meier-Tests analysiert. Ein Wert v&0.05 wurde als statistisch signifikant interpretie

7.3. Ergebnisse
Angiopoietin-1 Protein Expression nach adenoviraf@entransfer

Intraventdse Verabreichung von adenoviralen Vektoféhrt zu Virus-spezifischer Gen-
Aufnahme und Expression in der LeB¥/°°Wir analysierten daher die Lebern von Mausen &if d
Expression von Angl-Protein 48 Stunden nach intréser Injektion von 1.0x£@fu AdhAngl oder
AdGFP. Immunhistologische Farbung fir Angl ergab aine leichte Farbung von Hepatozyten als
Hinweis auf eine geringe endogene Angl Protein-&sgion in den AdGFP behandelten Mausen
(Abbildung 7.1A). Die Immunhistologie fir GFP demonstrierte erfelghen adenoviralen AdGFP
Gentransfer (welches eine nukleare Lokalisatiortgi8ez enthalt) in die Lebern der Mause, wie man
an der starken nukleéaren Farbung der Hepatozytemeen kann. (Abbildung.1B) In vergleichbarer
Weise zeigte sich in den AdhAngl-injizierten Tieredtass das Zytosol einer grof3en Zahl von
Hepatozyten stark positiv fir Ang1-Protein gefamar (Abbildung7.1C).

Abb. 7.1 Immunhistologische Farbung (rot-braunes Reaktimtigkt) von Mauselebern, 48 Stunden nach intrav@mds
Injektion von 1.0x18 pfu adenoviralem Vektor wie angegebéh) Angl-Farbung in AAGFP-injizierten Mausen zeigt nur
eine schwache Expression von endogenem Angl in tblggan. (B) Farbung mit einem anti-GFP-Antikorper fihrt zu
starker Anféarbung der Zellkerne von Hepatozytens wefolgreichen Gentransfer nach Gabe von AdGFHches eine
nukledre Lokalisations-Sequenazlg) enthalt, anzeigt(C) Angl-Farbung zeigt starke zytosolische Expressiom Angl-
Protein in einer Vielzahl von Hepatozyten nachKtign von AdhAng1.
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Western Blot-Analysen von adenoviral transduziettebern bestatigte eine starke Expression
von Angl-Protein in einer Dosis-abhangigen Weiskb{lung7.2A). Als ein zusatzliches Kontroll-
Experiment fur eine erfolgreiche Transgen-Expressiarde Mausen intravends AdVEGEinjiziert,
was zu einem dramatischen Anstieg in der VEGF Rrd&igpression fiihrte (Abbildung.2B). Dieses
Vorgehen fuhrt zu hohen zirkulierenden Serum-Spregen Angl und VEGF-Protein fur mindestens
72 Stunden, wie bereits anderswo mittels ELISA Megsn gezeigt worden wér.?®’ Alle Mause,
welche Angl exprimierten, erschienen normal undigesim Gegensatz hierzu wurden die Mause,
welche VEGF exprimierten, krank und starben innkrh24 Stunden an einer generalisierten
Odembildung, was sich mit vorausgegangenen Bericldeckt’ Daher gewdhrleistet dieses
Tiermodell durch Produktion und Sekretion von Arigybtein aus der Leber hohe systemische Angl-

Blutspiegel fir mehrere Tage.

(A) (B)
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Abb. 7.2 Western Blots von Proteinextrakten aus LebernS##hden nach intravendser Injektion steigender Meng
adenoviralen Vektors wie angegel{@) Immunoblot mit anti-Ang1-AntikérpeiSpurl: 20 ng rekombinantes Angl-Protein;
2: 1x10 AAGFP-;3: 0.5x10 AdhAngl-;4: 1.0x10 AdhAngl-injizierte Maus(B) Immunoblot mit anti-VEGF-Antikérper.
Spurl: 20 ng rekombinantes VEGF-Proteltt; 1x1 AdGFP-;3: 0.5x10 AdVEGFgs; 4: 1.0x10 AdVEGFgsinjizierte
Maus.

Angiopoietin-1 verbessert die durch LPS-Injektioduzierten hAmodynamischen Veréanderungen

Die hamodynamischen Messungen wurden 12 Stundeh h&S-Injektion durchgefihrt.
Zwischen Kontroll-Mausen und mit AAGFP-behandeliausen, oder zwischen LPS-behandelten
und LPS-behandelten/AdGFP-injizierten Mausen farsieh keine signifikanten hdmodynamischen
Unterschiede. Im Vergleich zu Kontroll-Mausen wadé@ hamodynamischen Paramter in den LPS-
behandelten Mausen massiv eingeschrénkt. Der sgdtel Blutdruck fiel von 91+3 auf 49+7 mmHg
(P<0.0005), ¢&/dtnax VOn 7,284+550 auf 2,699+233 mmHg/s&x({.0001), CO von 11.3+1.2 auf
2.8£0.8 ml/min P<0.0005), und der LVEDP stieg von 6.3+1.2 auf 911%* mmHg an B<0.05,
Abbildung 7.3A). Im Gegensatz hierzu fiel der systolische Blutllrin LPS-behandelten Mausen,
denen vorab AdhAngl injiziert worden war, nur a@+3 (P<0.01 vs. LPS-behandelte Mause),
dP/dtmax auf 5,091+489 mmHg/sed€0.005), CO auf 6.7+1.4 ml/mirP€0.05), und der LVEDP
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(5.8+0.8 mmHg) unterschied sich nicht signifikaohwden Kontrollen, aber von den LPS-behandelten
Mausen P<0.05; Abbildung7.3A). Représentative linksventrikulare Druck-Volumerhigifen von
Kontroll-, LPS- und AdhAngl/LPS-behandelten Mausem in Abbildung7.3B dargestellt.
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Abb. 7.3 (A) Veranderungen hdmodynamischer Parameter 12 Sturaitth Endotoxin-Schock Induktion. Wahrend in den
AdGFP-vorbehandelten Mausen die kardiale FunktiorvVergleich zu unbehandelten Kontrollen schwer tte&chtigt ist,
sind die hamodynamischen Veranderungen in den AdhAmrbehandelten Mausen deutlich weniger ausgeprag
Systolischer Blutdruck, Ridt,., als Parameter der Kontraktilitat, Cardiac Outpud uWEDP wurden mittels eines Mikro-
Konduktanz-Druckkatheters gemesserP<0.05 versus AdGFP/LPS-behandeftP<0.05 versus Kontrollwerte(B)
Repréasentative Druck-Volumen-Schleifen von KontrdlPS- oder AdhAngl1/LPS-behandelten Mausen.
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Somit waren die Mause, welche Angl uberexprimierien Vergleich zu Kontroll-Mausen

signifikant resistenter gegen die LPS-induziertemaeren hamodynamischen Veranderungen.
Angiopoietin-1 schwacht LPS-induzierte Lungenschétiritlich ab

Die lichtmikroskopische Untersuchung von LungenS2dnden nach LPS-Injektion zeigte eine
massive Infiltration von unzahligen polymorphkeengLeukozyten und Makrophagen in den inter-
stitiellen Bereichen, hamorrhagische Verdnderungmh eine ausgepragte Anschwellung der alveo-
laren Wande wie vorbeschrieben (AbbilduigtC).?®* Diese Veranderungen waren in den Ad-
hAngl/LPS-behandelten Mausen deutlich abgeschw@ditiildung 7.4D). Injektion von AdhAngl
an sich resultierte nicht in irgendwelchen offerdigen Veranderungen der Lungenmorphologie im
Vergleich zu unbehandelten Kontrollen (AbbilduhgA undB; 72 Stunden nach Injektion).

(A) (B)

(C) (D)

Abb. 7.4 Reprasentative Paraffinschnitte (200x VergroRgrwon Lungen unbehandelter Mausdén und
Mausen 24 Stunden nach LPS-Gabetér) (HE-Farbung).(A) Unbehandelte Kontroll-MaugB) Kontroll-
Maus, 72 Stunden nach intravendser Injektion vonGRH. (C) AdGFP/LPS-Maus, 72 Stunden nach
intravenoser Injektion von AdGFP, 24 Stunden nadhSiGabe. Hierbei extensives interstitielles Odem,
Infiltration von inflammatorischen Zellen und Héamuwagie. (D) AdhAngl/LPS-Maus, 72 Stunden nach
intravendser Injektion von AdhAngl, 24 Stunden nBEI$-Gabe. Die LPS-induzierte Lungenschadigungnist
Méausen, welche Angl Uberexprimieren, im VergleiatKontroll-Mausen, drastisch reduziert.
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Untersuchung der VCAM-1, ICAM-1 und E-selectin Rinoexpression ergab einen sehr
niedrigen Expressionsgrad aller drei Adhasionsmidéeln den Lungen von normalen Kontrollmausen
(Abbildung 7.5). LPS-Verabreichung erhthte die Expression von WIEB ICAM-1 und E-Selectin
Protein in der Lunge betrachtlich. Im Gegensatzzniavaren diese erhdohten Expressionslevel aller
drei Proteine in AdhAngl/LPS-behandelten Mause ldbutibgeschwécht im Vergleich zu den mit
LPS-behandelten Mausen (Abbildund).

Abb. 7.5 Western Blot-Analyse fur Adhasionsmolekille ICAMMCAM-1 und E-Selectin. Proteinextrakte aus Lungen
unbehandelter Mause (co), AJGFP/LPS- und AdhAng$/behandelter Mause (jeweils n=3), enthommen 18d&tu nach
LPS Gabe, wurden mittels SDS Gel Elektrophoresgedrgnnt und mit Antikdrpern wie angegeben inkubiBre Intensitéat
derb-Tubulin-Bande dient zum Vergleich der Lademengeisawen den Proben.

Da LPS pulmonale Leukostase und Lungenddem induzehatzten wir die Granulozyten-
infiltration in das Lungengewebe durch Messungldergen-Myeloperoxidase-(MPO)-Aktivitat, und
das AusmaB der Odembildung durch Messung des Veidgds von Lungen-Feucht-zu-
Trockengewicht (wet-to-dry (W/D) ratio) ab. Im Awsggszustand, d.h. in Kontrollm&usen, fand sich
nur eine geringe MPO-Aktivitat. 12 Stunden nach iB¥handlung stieg die MPO-Aktivitat,
ausgedrickt al®Absorbance/min/g Gewebe, stark an, namlich von 2auf 150+17 F<0.001),
wohingegen der Anstieg in den AdhAngl-Mausen siigaiit geringer ausfiel (auf 83+1P<0.05 vs.
LPS-behandelte Kontroll-Mause; Abbildung.6A). Darlberhinaus stieg das Lungen-Feucht-zu
Trocken-Gewichtsverhaltnis (W/D ratio) als Paramdte eine intrapulmonale Wasseransammlung
von 4.2+0.03 auf 4.9£0.2 nach LPS-Injektion BRQ.01). Im Gegensatz hierzu war der Anstieg in der
W/D ratio in den AdhAngl/LPS-behandelten Mausentlidureduziert (auf 4.4+0.082<0.05 vs.
AdGFP/LPS-behandelte Mause; AbbilduhgB).
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Abb. 7.6 Pulmonale Myeloperoxidase-(MPO) Aktivitgk) und feucht-zu-trocken Lungen-GewichtsverhaltnigyyB) in
Kontroll-M&usen, und in AAGFP- oder AdhAngl-behdteteM&ausen, 12 Stunden nach LPS-Gabe. Mittelwé&4Son 6
Experimenten. P<0.05 versus LPS-behandelte AAGFP-Mau&e0#01 relativ zu Ausgangswerten.

Angiopoietin-1 verbessert die Uberlebenswahrschatikeit beim LPS-induzierten septischen Schock

Die LPS-behandelten Mause entwickelten innerhalmigex Stunden Anzeichen einer schweren
Sepsis, wie reduzierte Beweglichkeit, Apathie, Kiiivits, Diarrhoe und struppiges Fell. Die
AdhAngl/LPS-behandelten Mause wiesen hierbei werdgsgepragte Krankheitsanzeichen auf im
Vergleich zu den Kontroll-Mausen. Um festzustelleb, durch den Gentransfer mit Angl auch die
Uberlebensrate im LPS-induzierten septischen Scheekbessert wird, verfolgten wir die
Mortalitatsrate der Mause Uber einen Zeitraum vohag8en. 24 Stunden nach LPS Injektion waren
62% der LPS-behandelten Kontroll-Mause gestorben, Gegensatz zu nur 35% bei den
AdhANngl/LPS-behandelten M&ausen. Innerhalb von Gthd#n nach LPS-Injektion waren 91% der
Kontroll-Mause, aber nur 60% der AdhAngl-Mauseigsdm Zeitraum gestorben. Die Kaplan-Meier
Uberlebenskurven beider Gruppen sind in Abbild@rigdargestellt. Diese Ergebnisse zeigen somit,
dass eine adenovirale Uberexpression von hAngl Utierlebenswahrscheinlichkeit beim LPS-
induzierten septischen Schock in Mausen signifikenbessern kanriP€0.05).
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Abb. 7.7: Kaplan-Meier Uberlebenskurven zeigen, dass Aragl dberleben von Mausen mit sublethaler Sepsisssest.
Kontroll-Mause oder intravends mit Ad-Angl (1.0X1pfu) injizierte Mause wurde 80 mg/kg LPS verabmneicDie
Mortalitdt der Mause (21 Kontrolle/LPS, 20 AdhAngRS) wurde Uber einen Zeitraum von 60 Stunden igirfdie
Uberlebensunterschiede zwischen LPS- und AdhAng8/hehandelten Mausen sind statistisch signifikBa0(05).

7.4. Diskussion

Aus Experimenten mit Knock-out Mausen ist ursprigiglbekannt, dass Angl, ebenso wie
VEGF, eine wesentliche Rolle in der GefaRentwicklwithrend der Embryogenese spiéluf der
anderen Seite resultierte eine transgene Uberesipreson Angl in der Haut von Mausen in einer
verstarkten dermalen VaskularisierufigVittierweile ist klar geworden, dass Angl in deage ist,
eine grolBere Anzahl an biologischen Effekten zumi#eln. So kann es die Integritat der
endothelialen Zellschicht gegen eine Vielzahl anéstichen Einwirkungen verstarkéhin diesem
Zusammenhang wurde gezeigt, dass Angl in der Lstgelén Permeabilitdtseffekt von Serotonin,
Platelet Activating Factor (PAF), VEGF und Senféltdockieren'® Dariiberhinaus erzielte Ang1 anti-
inflammatorische Eigenschaften auf Endothelzelléndem es glnstige Effekte auf Zell-
Adhasionsmolekiile und Zell-Verbindungen (cell jumas) bewirkte, was die Frage aufwarf, ob es bei
entziindlichen Erkrankungen therapeutisch niitzleih &6nnté® Die Zielsetzung dieses Arbeitsteils
war daher die Frage, ob Ang 1 beim Endotoxin-inéidein Schock, also einem Zustand systemischer
vaskularer Inflammation und Hyperpermeabiltat, digesEffekte aufweisen kdnnte. Die vorliegenden
Untersuchungen demonstieren in der Tat, dass Méwedehe Angl Uberexprimieren, im Endotoxin-
induzierten septischen Schock resistenter im Vangleu Kontrolltieren sind. Da nun Angl in der
Lage ist, multiple biologische Effekte auf Endottetlen zu vermitteln, gibt es verschiedene mégliche

Erklarungsmechanismen fiir diese verbesserte Ulserdsimhrscheinlichkeit.
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Zum einen konnte die verbesserte hamodynamischeputlmdonale Funktion der septischen
Méause auf einen direkten Effekt von Angl auf digpiaren zurtickzufiihren sein, indem diese vor
einer generellen Durchldssigkeit geschitzt werdender Tat war das Ausmall der Wasser-
ansammlung in den Lungen der Angl-behandeltensedgin Mause eindeutig vermindert, und die
Anschwellung der interstitiellen Raume und der Aleewande deutlich reduziert. Zum zweiten fuhrte
wie gezeigt eine Uberexpression von Angl zu eineutlthen Abnahme der Expression der
endothelialen Zell-Adhéasionsmarker ICAM-1, VCAM-hd E-Selektin in den Lungen der LPS-
behandelten Mause. Diese Adhéasionsmolekile spiele@ wichtige Rolle in der Regulation der
Leukozyten-Invasion durch das GefaRendothel undsisid insbesondere involviert in die ersten
Schritte der entziindlichen Reaktionskaskade deé®end®® Eine geringere Expression dieser
Adhasionsmarker sollte zu einer geringeren Anheftuon Leukozyten an das Endothel und damit
konsequenterweise zu einer geringeren Gewebsatiiir durch Leukozyten fihren. In der Tat
konnten wir nachweisen, dass die Leukozyteninfitra in die Lungenalveolen in den Angl-
exprimierenden Mausen reduziert war, wie man antderdHistologie sehen konnte und wie sich
anhand einer reduzierten MPO-Aktivitat messen IziBse Beobachtungen sind in Ubereinstimmung
mit vorausgegangenen publiziertervitro-Daten, welche zeigten, dass Angl die Leukozytefsidh
an endotheliale Zellen durch eine Verringerung #&epression endothelialer Adh&sionsmarker
reduzieren kanft® Dariiberhinaus fiihrte in einem Rattenmodell mibetscher Retinopathie Angl-
Behandlung zu einer 50%igen Reduktion der Permg#ttalufgrund einer Angl-induzierten Abnahme

des Expressionslevels von ICAM-1 in den retinalefiéBerf®

Es war bereits gezeigt worden, dass LPS bestimmtekidie wie Interleukine und TNE-
induzieren kani* Diese Zytokine stimulieren die Expression von Asibéasmolekiilen und bewirken
daher hoéchstwahrscheinlich die entzindlichen Ves@imtgen in der Lunge, was zu einem
Neutrophilen-abhéngigen Lungenddem fiffitDa publiziert worden ist, dass Angl in der Lage is
direkt die TNFa-induzierte Transmigration von neutrophilen Grazyten durch endotheliale Zell-
Einzelschichten zu hemm@rist es wahrscheinlich, dass Angl seinen protektigéfekt gegeniiber
einer entzindlichen Leukozyteninfiltration zusdatllidurch eine Starkung der endothelialen Zell-
verbindungen (,cell junctions’) ausibt. Zusammeagéfkonnte diese Abnahme der Leukozyten-
infiltration ein Grund fur die beobachtete Abschiwiicg der Lungenschéden in den Angl-tber-
exprimierenden LPS-behandelten M&usen sein. Irediédusammenhang ist es bemerkenswert, dass
die Lunge beim Erwachsenen einen der hdchsten Esipreslevel des Angl-Rezeptors Tie-2 aller
Organe aufweist?

In einer vorausgegangenen Untersuchung fuhrte elirbZsierter Gentransfer von Angl in die
Lungen von Ratten zu einer ausgepragten Hochregulater Genexpression der endothelialen
Stickoxyd-Synthase (eNOS) in einem Tiermodell puiader Hypertension.Andererseits resultierte

transgene Uberexpression von eNOS im Endothel vanskh in einer erhéhten Resistenz gegeniiber
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einem LPS-induzierten Endotoxin-Schd€kIn dieser Arbeit war das AusmaR der VCAM-1 and
ICAM-1-Expression in LPS-behandelten eNOS-lberaxggeenden transgenen Mausen geringer als
in LPS-behandelten Kontroll-Mausen. In einer kiotzén Arbeit war die Angl-induzierte
Angiogenese in subkutan eingebrachten Matrigel-bmigiten abhangig von der Verfugbarkeit an
endothelial gebildetem Stickoxyd (N&Y.Es kann daher gut sein, dass der vorteilhaftekEffen
Angl in unserem Modell des septischen Schocks zlemsinteilweise durch eNOS-gebildetes NO
mediiert wird, und nachfolgende Experimente miuskese Hypothese tberprifen.

Es gibt gut belegte Hinweise, dass Ang1 als einrldbensfaktor fir Endothelzellen wirkt,?’

was einer Angl-abhangigen Aktivierung der Phosglghtiositol 3-Kinase (PI-3K) und des k&
Stoffwechselweges zugeschreiben wird.?’* Apoptosis, ebenso wie Inflammation, bildet ein
wesentliches Charakteristikum des septischen Sefi6ckPS induziert Apoptose in Lymphozyten

' 28und im HerzeAd™®

und gastrointestinalen epithelialen Zelféhglomerular-endothelialen Zell€}
Obwohl nicht allgemein akzeptieff war berichtet worden, dass LPS eine disseminkemtothelzell-
Apoptose in einem Maus-Modell induziéft. Dariiberhinaus schwéchte eine Aktivierung des PI-
3K/Akt-Stoffwechselwegs durch einen Poly(ADP-Ribose) Palsase-1 (PARP)-Inhibitor die Sepis-
induzierten schadlichen Veranderungen in Modellé@nMéauser®” und Schweinett® deutlich ab, und
Mause, welchen PARP fehlte, stellten sich beim lidribizierten septischen Schock als resistenter
heraus® Es ist daher méglich, dass die anti-apoptotischiiviét von Angl lber eine K-

Aktivierung zu dem beobachteten vorteilhaften Bffedn Angl in unserem Sepsis-Modell beitragt.

Unsere Ergebnisse zeigen eine verbesserte Ubestaben/on Angl-behandelten Mausen im
LPS-induzierten Schock. Da die Therapie des seémiscSchocks in Patienten nach wie vor
unbefriedigend ist, bestehen unverandert Anstreggunin der Erforschung neuer und effektiver
Therapieanséatze, um die inflammatorische Reaktig Koagulationskaskade oder andere Aspekte
des septischen Zustands zu modifizieren. Aufgrugides breiten biologischen Funktionen hat Angl
den theoretischen Vorteil, dass es nicht nur esoadern vielerlei Fazetten der septischen Kaskade
beeinfluBen kann. Prinzipiell kénnte daher Angl alssatzliche Behandlungsmodalitat beim
septischen Schock nitzlich sein, obwohl die hiereggen Ergebnisse erst in anderen, klinisch noch

relevanteren Tiermodellen bestatigt werden mussen.

7.5. Zusammenfassung

Angiopoietin-1 (Angl) spielt eine wesentliche Rolle der Entwicklung der embryonalen
Gefalstrukturen, schitzt die ausgereiften GefaReDuochlassigkeit und hat anti-inflammatorische
Eigenschaften. Da der Endotoxin-induzierte septisBbhock ein Zustand erhdhter mikrovaskularer

Undichtigkeit ist, welcher aus einem entziindlicRenzess resultiert, untersuchten wir den maglichen
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therapeutischen Vorteil von Angl in einem Tiermodelt Mausen, in welchen mittels LPS ein

septischer Schock induziert wurde.

Zur Induktion eines septischen Schocks wurde LR@&peritoneal in Mause injiziert. Die eine
Halfte der M&use erhielt eine intravendse Applitatvon 1.0x10pfu eines adenoviralen Konstrukts,
welches humanes Angl (AdhAngl) exprimiert, wahremder anderen Halfte ADGFP als Kontrolle
injiziert wurde. In den AdhAngl-behandelten Mausamrde eine hepatische Transfektion und eine
hohe Expression von Angl-Protein beobachtet. Wihireden LPS-behandelten Kontroliméausen die
hamodynamische Funktion 12 Stunden nach LPS-lgjeldchwer beeintrachtigt war (Abnahme des
Blutdrucks von 91+3 auf 4917 mmHgPAit., von 7,284+550 auf 2,699+233 mmHg/sec, Cardiac
Output von 11.3+1.2 auf 2.8+0.8 ml/min, p<0.00GE), in den LPS-behandelten AdhAngl-Mausen
der Blutdruck nur auf 763 mmHg,Pft.., auf 5091+489 mmHg/sec, und Cardiac Output auf
6.7+1.4 ml/min (p<0.05). Diese erhdhte Resistengegéber LPS-induzierten hamodynamischen
Veranderungen fiihrte zu einer deutlich verbesseitaplan-Meier-Uberlebensrate der AdhAngl-
behandleten Mause. Eine histologische Aufarbeitwley Lungen zeigte, dass die schweren
Lungenveranderungen nach LPS-Injektion in den AdjfANM&ausen deutlich weniger ausgepragt
waren. Zusatzlich war der LPS-inuzierte Anstieg limngenwasser-Gehalt und der pulmonalen
Myeloperoxidase-Aktivitat signifikant reduziert. I8ief3lich war der LPS-induzierte Anstieg in den
Proteinexpressions-Leveln der Zelladhasionsmolekidsecular Cell Adhesion Molecule-1 (VCAM-
1), Intracellular Adhesion Molecule-1 (ICAM-1) udSelectin protein, in the Lungen der AdhAng1-

Mause deutlich geringer als in Kontroll-M&ausen.

Diese Untersuchungen demonstrieren eine verbesktattalitatsrate in septischen Mausen,
welche mit einem adenoviralen Konstrukt kodiereiad Angl behandelt wurden. Diese durch Angl
verbesserte Uberlebensrate war begleitet von éfieebesserung der hamodynamischen Funktion,
verringerten Lungenschaden und einer niedrigereprdssion von inflammatorischen Adhasions-
molekilen in den LungengefaRen. Angl koénnte sonsit zaisatzliche Therapiemodalitat in der

Behandlung des septischen Schocks nitzlich sein.
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8. Diskussion
8.1. Klinische Studien zur therapeutische Angio- und Areriogenese — Ubersicht

Ungentgendes Wachstum von KollateralgefaRen istveigentliches klinisches Problem bei
atherosklerotisch bedingten kardiovaskuldren E#aragen mit chronischer Ischamie. Idealerweise ist
hierzu eine Stimulation von beiden Prozesse, sowabio- als auch Arteriogenese, erforderlich, um
eine Verbesserung der Perfusion des HerzmuskelsdeieSkelettmuskulatur zu erreichigh.?® 2%
Die in der vorliegenden Arbeit vorgestellten préaldchen Daten mit den beiden angiogenetischen
Faktoren VEGF-C/VEGF-2 sowie FGF-1 fuhrten zurilaiting von klinischen Studien, und zwar fur
VEGF-C bei Patienten mit chronischer Myokardiscténind fir FGF-1 bei Patienten mit pAVK-

Stadium IV. Beide Studien werden in den folgendaietkapiteln noch im Detail dargestellt.

Bezuglich der laufenden und bereits abgeschlosskliréachen Studien mit angiogenetischen
Faktoren ist festzuhalten, dass bisher drei veesdnie Phasen von Angiogenese-Studien
unterschieden werden konnen. Die erste Serie vimisgéhen Studien bestand in erster Linie aus
Pionierarbeiten mit dem Ziel, die Moéglichkeit dieseherapieform grundsatzlich zu testen. Hierzu
wurden angiogenetische Faktoren entweder in Forfkommbinanten Proteif® oder durch
Gentherapie mittels nackter Plasmid-DXA™ 3% 2#bder Adenovireli” 2% *%ingesetzt. Die zweite
Phase beinhaltete mehrere meistens kleine, unkieri® Studien mit haufig positiven Resultaféh.

% Diese Studien ergaben keine offensichtlichen Shditsprobleme in den Patienten, welchen allen
das Vorhandensein einer schweren generalisiertéalR3@&mnkheit gemeinsam war. Wahrend dieser
Studien wurde aber auch klar, dass es fir die Dektation eines moglichen klinischen Vorteils
eventuell notwendig ist, Patienten zu behandela, rich nicht komplett in das Endstadium der
GefalRkrankheit vorgeriickt sind, und dass es arsisteressentiell ist, vordefinierte und klinisch
bedeutsame Endpunkte zu benutzen. Es wurde dantidashoffensichtlich, dass fur die behandelten
Patienten Plazebo-Effekte eine bedeutsame Rollelespi wahrscheinlich aufgrund vielfaltiger
Ursachen wie friihere und verbesserte Mobilisat@ninderte hamodynamische Parameter und eine
insgesamt bessere Betreuung und Pfi&gErst vor kurzem wurde mit der dritten Serie vond&tn
begonnen, welche das Potential der angiogenetisGhenapie realistisch austesten, und zwar in
vergleichbarer Methodik wie bei den Protokollen,lcke fir die Testung in der pharmazeutischen
Medikamentenentwicklung zur Anwendung kommen. Dieaadomisierten, kontrollierten und
verblindeten Studien schlie3en eine groRere AnaahPatienten ein, und pradefinieren primare und

sekundére Endpunkte innerhalb verniinftiger klinssdbmgebungsbedingungen (Tabdlg) 3023
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Studie Faktor Krankh. n Endpunkt Frgebnis
VIVA®? Rekomb. VEGF Protein i.c. KHK | 178 | ETT" nach 60 Tagen Negativ
FIRST>® Rekomb. FGF-2 Protein i.c. KHK | 337 | ETT nach 90 Tagen Negativ
TRAFFIC®** Rekomb. FGF-2 Protein PAVK | 190 | ETT nach 90 Tagen Positiv
GM-CSF*® Rekomb. GM-CSF Protein | KHK | 21 | Invasiver Kollateralflu- | Positiv

ic. Index nach 2 Wochen
AGENT>® Adeno-FGF4 i.c. KHK 79 | ETT nach 4 Wochen Positiv°
VEGF PAD*" | Adeno-VEGF s PAVK | 54 | Angiographisch verstarkte | Positiv
Vaskularisierung nach 3
I Monat
Plasmid/Liposom VEGF 55 onaten
KAT Adeno-VEGFigs KHK | 103 | Verbesserte Myokardper- | Positiv
fusion nach 6 Monaten .
Plasmid/Liposom VEGF 55 Negativ
REVASC Adeno-VEGF,,; intramyo- KHK 67 | ST-Senkung bei ETT nach | Pgositiv
(Biobypass-CAD) kardial 26 Wochen
RAVE®® Adeno-VEGFi i.m. PAVK | 105 | Gehstrecke nach 12 | Negativ
(Biobypass-PAD) Wochen
Euroinject One | Plasmid VEGF¢5 intramyo- KHK 74 | Verbesserte Myokardper- | Negativ*
kardial fusion nach 3 Monaten
Tabelle 8.1 Phase Il und Il Angiogenese-Studigh. *Effektivitit, gemessen am gemaR

Studienprotokoll-definierten priméren oder sekued4Endpunkt’ETT, Exercise Toleranz-Te$hur
eine Dosis-Gruppe wies positive Resultate &Bbsitive Ergebnisse wurden erzielt nach Ausschlul
von zwei von insgesamt sechs Studienzentren, isheel die Patientenrekrutierung moéglicherweise
fehlerhaft verlief.

Bis jetzt sind vier grof3e randomisierte Plazebatiaiierte Studien zur koronaren Angiogenese
publiziert. In deVIVA -Studie (MEGF in_kchemia for Mscular_Agiogenesis) wurden 178 Patienten
mit reversiblen Perfusionsausfallen in der Myokanusgraphie (SPECT) mit einer einmaligen
intrakoronaren Dosis von VEGF-A Protein, gefolghwrei intravenésen Dosen VEGF oder Plagzebo
iiber jeweils 4 Stunden behand&ftNach 60 Tagen zeigte sich kein signifikanter Ustthied im
primaren Endpunkt, namlich in der Belastungsze#rdd der Angina-Klasseneinteilung. Nach 120
Tagen fand sich jedoch eine signifikante Verbesggm der Angina-Klasseneinteilung in der VEGF-
Hochdosisgruppe. Obwohl die Patienten hierbei wamltfiufig Angina-pektoris-Symptome hatten,
fand sich keine objektivierbare Verbesserung in ulgklearmedizinischen oder angiographischen
Perfusion. In dieFIRST-Studie (F5F-2 nitiating Revascularization $port Trial) wurden 337
Patienten mit chronischer Angina pektoris eingessddn, welche ungeeignet waren fir eine

mechanische oder operative Revaskularisaffoie Randomisierung erfolgte zu drei Dosen von
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intrakoronarem FGF-2 (=bFGF) Protein versus Plazelach 90 Tagen fanden sich keine
signifikanten Unterschiede zwischen den beiden @eophinsichtlich der primaren Endpunkte
Belastungszeit, nuklearmedizinische Perfusionsfiestiler Lebensqualitéat, obwohl eine post hoc-
Analyse eine signifikante Verbesserung in der Baelagszeit bei Patienten Uber 65 Jahren mit
schwerer Angina pektoris nahelegte. Die UntersudeeAGENT -Studie (Angiogenic_Gea Therapy)
randomisierten 79 Patienten mit chronisch-stabNegina pektoris-Symptomatik zu einer Therapie
mit einer einmaligen intrakoronaren Gabe einer ®osgin Replikations-defizientem Adenovirus,
welcher das FGF4-Gene enthalt (Ad5-FG#4Die intrakoronaren Injektionen wurden gut vertrage
ohne unmittelbare Nebenwirkungen, obwohl bei zwatidhten eine transiente asymptomatische
Erhéhung von Leberenzymen und bei drei Patientetdfi mit einer Dauer von unter einem Tag
auftrat. Nach 4 und 12 Wochen zeigte sich keinifikgmter Unterschied in den Belastungszeiten im
Exercise Treadmill Test (ETT) zwischen den Behamggruppen, lediglich nach 4 Wochen in einer
Dosis-Gruppe. Eine im Protokoll praspezifizierte b§uwppenanalyse ergab allerdings eine
signifikante Verbesserung in der Belastungszeiten Patienten, welche eine zum Ausgangszeitpunkt
unter 10 Minuten eingeschrankte Belastungszeit i@stm und Ad5-FGF4 erhalten hatten. Die
REVASC-Studie (Randomized Ealuation of MEGF for_Angiogenesis in &/ere_@ronary Disease),
welche allerdings bisher nur in Abstrakt-Form pamielit ist, ist die erste randomisierte grol3e
Gentherapie-Studie, welche einen anhaltenden &hieis Benefit von Patienten mit schwerer
koronarer Herzerkrankung naheléttin der Studie wurden 71 Patienten mit fortgestémiér Angina
pektoris und fehlenden Optionen fiir eine konvemil@nRevaskularisationstherapie randomisiert zur
Gabe von entweder Replikations-defizientem Adenwyiwelcher das VEGRH-Gen enthélt (Ad-
VEGF,y), oder Fortfiihrung einer optimalen medikamentG§barapie. Ad-VEGE; wurde hierbei
mittels 30 direkter intramuskulérer Injektionen cludie freie Wand des linken Ventrikels via einer
Mini-Thorakotomie verabreicht. Da dieses Studiergtesicht verblindet werden konnte, wurde fir
die Primaranalyse als objektiver Mess-Parameteeifig Belastungs-induzierte Myokardischamie die
Belastungszeit bis zum Auftreten einer ST-Senkung awsatzlich 1 mm benutzt. Dieser Mess-
parameter zeigte sich in der Ad-VEGFGruppe im Vergleich zur Kontroll-Gruppe nach 26 &Nen,
nicht aber nach 12 Wochen, signifikant verbessausatzlich zeigten die Belastungszeit bis zum
Auftreten von Angina pektoris, die maximale Belasfszeit und die Canadian Cardiovascular Class
(CCS) als MaR fur Angina pektoris im Alltagslebenvgils eine signifikante Verbesserung nach 12
und 26 Wochen. In dhnlicher Weise fanden sichlandiinf Fragebogen-Unterabschnitten des Seattle
Angina Questionnaire signifikante Verbesserungashri2 und 26 Wochen. Da in dieser Studie keine
.echte” Kontrollgruppe (Minithorakotomie mit Plazg#njektionen) vorhanden ist, muf3 allerdings fur
samtliche letzteren Parameter von hohen Plazelekiefi ausgegangen werden. Hinsichtlich der
Nebenwirkungshaufigkeiten ergaben sich keine digmten Unterschiede zwischen den
Behandlungsgruppen. Ernsthafte kardiale Ereigriisgen in 4 Patienten im Zusammenhang mit der

chirurgischen Mini-Thorakotomie zur Verabreichurey dd-VEGR,;-Injektionen. Diese Studie legte
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somit unter der angegebenen Einschréankung eine ltanie und kontinuierliche klinische
Verbesserung innerhalb von drei bis sechs Monatahe nund dient als eine prinzipielle
Machbarkeitsstudie fur die myokardiale Verabreidh@ines angiogenetisch wirksamen Faktors als
Genprodukt in Patienten mit schwerer koronarer elrankung. Unter Bertcksichtigung der
Risiken, die mit der Mini-Thorakotomie zwangslaufagsoziiert sind, sollten neuere Katheter-
gestutzte Verfahren zur intramyokardialen Veralimaeng von Genvektoren dieses Risiko deutlich

vermindern und ein strikteres Studiendesign mieirechten Plazebo-Kontrollarm erlauben.

In einer weiteren, allerdings monozentrischen Phis®tudie, der KAT -Studie (Kuopio
Angiogenesis fial), wurden 103 Patienten mit chronischer Myoksehlamie und CCS-Klasse II-llI
eingeschlossen und mittels lokaler intrakoronareratdreichung mittels eines Perfusions-Infusions-
Katheters von entweder adenoviralem VE&EHN=37) oder einem Liposomen/VEGF-Plasmid-
Gemisch (n=28) behandélf. 38 Patienten in der Kontrollgruppe erhielten higmlazebo (Ringer-
Laktat-Loésung). Beziglich des intrakoronaren Gerdiers wurden keine Nebenwirkungen
beobachtet. Nach 6 Monaten fand sich angiographaath keine erhéhte Restenoserate oder
Progression der Atherosklerose. Es zeigte sich cjedeine signifikante Verbesserung in der
Moykardperfusion nach 6 Monaten in den mit Ad-VE®Ehandelten KHK-Patienten. In einer
anderen monozentrischen Untersuchung verbessertatdikoronare Gabe von rekombinant&iv-
CSF Protein die Myokardperfusion, gemessen an einemsin bestimmten KollateralfluR-Index zu
einem Zeitpunkt zwei Wochen nach TheraiiteDie NOGA-Katheter-vermittelte intramyokardiale
Gabe eines VEGEsPlasmids [Euroinject One Trial) war hinsichtlich der Verbesserung der
Myokardperfusion zum Zeitpunkt drei Monate nach réijpee unwirksam, wobei positive Ergebnisse
in einer nachfolgenden Subgruppen-Analyse bericttetien.

Aufgrund der Sicherheitsaspekte, die insbesonderevibalen Gentherapie-Studien beachtet
werden musseft? *“stellt sich die Frage, ob die Gabe eines angidigen Faktors in Form von
rekombinatem Protein gleich wirksam ist wie in Fommes adenoviralen Genvektors. Vom
theoretischen Ansatz her erscheint die intrakom®@gplikation von rekombinantem Protein a priori
nicht erfolgversprechend: So besitzen Faktoren Wi&F oder FGF-2 eine sehr kurze intravasale
Halbwertszeit von wenigen Minuten. Desweiteren ®@rfir eine optimale Wirkung eines
angiogenetischen Faktors ein Konzentrationsgradierischen dem Ort der Applikation und dem
ischamischen Gewebeareal notwendig sein, was ihe Ealer intrakoronaren Verabreichung nicht
gewahrleistet ist. Dementsprechend fielen die $tudimit der intrakoronaren Gabe von
rekombinantem Protein (Prototyp VIVA-Studie) duragv negativ aus, was aufgrund der
theoretischen Erwagungen nicht Uberraschend ergclie prinzipiell moéglichen Applikationswege

und Transportvehikel fir die myokardiale Angiogen@$ierapie sind in der TabeBe2 dargestellt.
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Applikationsweg Vehikel Transfektionseffizienz/Wirksamkeit
intravends rekomb. Protein @ (first-pass-Effekt)
DNA-Plasmid @ (fehlende Aufnahme)
adenoviraler Vektor @ (first-pass-Effekt)
intrakoronar rekomb. Protein (+) (kurze Halbwertszeit)
DNA-Plasmid @ (fehlende Aufnahme)
adenoviraler Vektor +
intramyokardial rekomb. Protein +
DNA-Plasmid +
adenoviraler Vektor +++

Tabelle 8.2 Myokardiale Transfektionseffizienz in Abhangigkeom Applikationsweg und vom Transport-
vehikel.

Wie der Tabelle zu entnehmen ist, ist eine relevanyokardiale Transfektionseffizienz bei
intrakoronarer Applikation nur fir adenovirale Veldén zu erwarten. Von einer nicht unerheblichen
systemischen Disseminierung (,Spill over®) ist Her allerdings auszugehen. Die beste
Transfektionseffizienz ist sicherlich bei direkistramyokardialer Injektion von adenoviralem Vektor
zu erreichen. Durchaus effektiv sind allerdingsréals, wenn auch in geringerem Mal3e, Injektionen

von nackter Plasmid-DNA oder rekombinantem Protein.

Hinsichtlich der peripheren arteriellen Verschiudikheit (pAVK) im fortgeschrittenen
Stadium gibt es derzeit drei groRe Phase Il undAhigiogenese-Studien. In diERAFFIC -Studie
(Thempeutic _Agiogenesis with _Bcombinant _broblast Growth _BRctor-2 for _htermittent
Claudication) wurden 190 Patienten mit pAVK Stadilihaufgrund infra-inguinaler fortgeschrittener
Atherosklerose eingeschloss&h. Diese Patienten wurden 1:1:1 randomisiert zu duidder
intraarterieller Infusion von Plazebo an den Tagjamd 30 (n=63), rFGF-2 (30 ng/kg) an Tag 1 und
Plazebo an Tag 30 (einfache Dosis, n=66) oder rEGIB pg/kg) an den Tagen 1 und 30 (zweifache
Dosis, n=61). Der primare Endpunkt hierbei warmiximale Gehstrecke nach 90 Tagen. Sekundare
Endpunkte waren Knéchel-Arm-Index und SicherheiacN 90 Tagen konnten 174 Patienten
ausgewertet werden, sechs Patienten muldten zwisgtiem eine periphere Revaskularisation
erhalten, und 10 Patienten schieden aus der Anayfgund fehlender Daten oder aus eigenem
Antrieb aus. Die maximale Gehstrecke nach 90 Tagey mit Plazebo um 0.60 Minuten an, mit
einfacher Dosis um 1.77 Minuten und mit zweifacBasis um 1.54 Minuten. Mittels ANOVA-
Analyse war der Unterschied zwischen den Gruppdnpr®.075 signifikant. Paarweise Vergleiche
zeigten einen signifikanten Unterschied zwischeaz&ho und einfacher Dosis (p=0.026), aber
Plazebo und zweifache Dosis unterschieden sicht miebsentlich (p=0.45). Die Haufigkeit
schwerwiegender Nebenwirkungen (SAE’s) war vergles in allen Behandlungsgruppen. Die intra-

arterielle Gabe von rFGF-2 resultierte somit ineein signifikanten Anstieg in der maximalen
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Gehstrecke nach 90 Tagen, wobei eine weitere Imfiusach 30 Tagen nicht besser war als eine
einmalige Infusion. In einer finnischen monozemen Studie, in welche 54 Patienten mit schwerer
pPAVK eingeschlossen wurden, zeigte eine adenoviraled Plasmid/Liposomen-mediierte
Verabreichung von VEGEs wahrend perkutanen Angiogplastien eine verbesséskularisierung
der behandelten Extremitaten nach drei MondteBie RAVE -Studie (Regional_Angiogenesis with
Vascular_Rdothelial Growth Factor) war die erste grolReresBhi, randomisierte doppelblinde,
Plazebo-kontrollierte Studie mit intramuskularerrataeichung von Ad-VEGH;, ein Replikations-
defizienter Adenovirus kodierend fur die 121-Amiaosen-Isoform von VEGF, in die untere
Extremitat von Patienten mit unilateraler schwepdVK.3%® 3 |nsgesamt wurden 105 pAVK-
Patienten mit einer zwischen einer und zehn Minegiegeschréankten Gehstrecke zu niedriger Dosis
(4x1(f PFU) Ad-VEGH2;, hoher Dosis (4x116 PFU) Ad-VEGH.;, oder Plazebo randomisiert, und die
Dosen mittels 20 intramuskuldren Injektionen in thesreffende Bein innerhalb einer Behandlung
verabreicht. Der primare Endpunkt, namlich die Amdg in der maximalen Gehstrecke nach 12
Wochen unterschied sich nicht signifikant zwiscitazebo-Gruppe (1.8+/-3.2 Minuten), niedriger
Ad-VEGF,-Dosis-Gruppe (1.6+/-1.9 Minuten), und hoher Ad-Mg&-Dosis-Gruppe (1.5+/-3.1
Minuten). Sekundare Mel3parameter wie Knodchel-Ardely Beginn der Claudicatio-Symptomatik
und standardisierte Fragebodgen zur Lebensquala#¢webenfalls zwischen den Gruppen nach 12
und 16 Wochen nicht unterschiedlich. Die Gabe vahVEGF,»; war hierbei assoziiert mit einem
gehéauften Auftreten von peripheren Odemen. Die lfirigse dieser Studie sprechen somit gegen eine
therapeutische Effektivitat einer einmaligen lokaletramuskularen Verabreichung von Ad-VEGF

zur Therapie der pAVK im Stadium II-11l.

Obwohl zusammenfassend mehrere Studien in der [€al&l hinsichtlich der im
Studienprotokoll vordefinierten primaren oder sekimen Endpunkte positiv beurteilt wurden, muf3
festgehalten werden, dass diese positiven Resuligtte immer direkt in einen eindeutigen klinischen
Benefit transferiert werden kdnnen. So ist dervitdielle Nutzen einer im Mittel im Vergleich zu
Plazebo um 1.17 Minuten verbesserten GehstreckeARFRC-Studie) mdoglicherweise wenig
bedeutsam. Andererseits ist unklar, warum das lggeaenovirale VEGE-Konstrukt im Myokard
positive Ergebnisse ergab (REVASC-Studie), wahresdn der Studie mit pAVK ineffektiv blieb
(RAVE-Studie)*® Derzeit ist die optimale Dosis, der optimale Fakider die beste Applikationsform
fur die therapeutische Angiogenese, myokardial quoiipher, nicht bekannt. Ferner benutzen die
bisherigen Studien Uberwiegend Surrogat-Endpunktehingegen notwendige harte klinische
Endpunkte wie Mortalitéat, Myokardinfarkt, Notwen#@jt der Revaskularisation oder Amputation
bisher nicht mit einbezogen wurden. Darlberhinaldeh Langzeit-Ergebnisse, teilweise aufgrund
der in einige Studien eingeschlossenen schwerkrafiaienten im Endstadium ihrer vaskularen

Erkrankung.
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Durchweg alle erwahnten Phase II-Studien zur Argiege-Forderung ergaben keine grof3eren
Probleme hinsichtlich der Sicherheit der Theragieine der moglichen Nebenwirkungen, welche
Experimente mit Knock-Out- oder transgenen Tierrtledevermuten lie3en, wie Verschlechterung
der Atherosklerose oder proliferativer Retinopatiaren in den klinischen Studien trotz genauem
Monitoring und strengen Auflagen aufgetreten. Digidenz fir Karzinome war in den Patienten,
welche in eine angiogenetische Gentherapie-Studgeschlossen worden waren, die gleiche oder
aufgrund des vor Studieneinschlu® erfolgtem saigkil Screening sogar niedriger als in der
Allgemeinbevoélkerung gleichen Altet® 7 31° Andererseits liegt auf der Hand, dass groRere
Patientenzahlen und langere Verlaufszeiten notwenilid, bevor die Sicherheit von genbasierten
Behandlungen somatischer Krankheiten einerseits died Effektivitat einer Wachstumsfaktor-

basierten Durchblutungsférderung andererseits atigds beurteilt werden kann.

8.2. Klinische Studien mit Vascular Endothelial Growth Factor-C (VEGF-C/VEGF-2)

Aufgrund der in Abschnitt 2. erhaltenen praklinisshDaten zur Férderung der Angiogenese
mit VEGF-C/VEGF-2 wurden bereits klinische Phasendl II-Studien mit diesem Wachstumsfaktor

bei Patienten mit schwerer KHK und fehlenden andémgen Therapieoptionen durchgefihrt.

In einer ersten Pilotstudie erfolgte eine perkutemi@amyokardiale Verabreichung eines DNA-
Plasmids, kodierend fir VEGF-C, mittels eines steaieen Nadelinjektionskatheters, kombiniert mit
dem elektromechanischen NOGA-Mappingverfahién,in sechs Patienten mit koronarer
MehrgefalRerkrankung, reversibler Ischamie in derEGRSesamibi-Myokardszinitgraphie und
chronischer Angina pektoris CCS-Klasse 3 oder 4ztmaximaler medikamentoser Therapfe.
Dieses Injektionsverfahren war in vorausgehendeterdauchungen hinsichtlich Patientensicherheit
und Durchfiihrbarkeit evaluiert wordéh: ***Wesentlicher Vorteil dieses Verfahrens im Verdieit
einer Injektion nach Minithorakotomie ist die Verichéng jeglichen operativen Eingriffs mit den
damit verbundenen Narkoserisiken und die Mdglichder weitgehend ortsspezifischen Applikation.
Die Kombination des Nadel-Injektionskatheters ndindNOGA-Mapping erlaubt die Differenzierung
zwischen vitalen, normalen Gewebe einerseits undlevi, ischamischen (,hibernating”) oder
infarzierten, vernarbten Gewebe andererd&ts!’ Diese Pilotstudie zeigte zunéchst die Sicherheit
und Anwendbarkeit der intramyokardialen VEGF-C Genapie und ergab Hinweise, dass es nach
einem Jahr, gemessen an Nitrat-Verbrauch und Isemd@achweis mittels NOGA-Mapping und
SPECT-Sestamibi Myokardszintigraphie, zu einer istohsverbesserung bei dieser limitierten

Patientenzahl gekommen wit.
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Abb. 8.1 (A) Perkutaner myokardialer Mapping-Nadel-Injektiortekéer zur intramyokardialen Applikation von Plagdmi
DNA oder adenoviralen Genkonstrukten (Gentransfei®. Elektrode an der distalen Katheterspitze étlalie Erstellung
einer elektromechanischen Oberflachenkontur déstirVentrikels und die Dokumentation der Injektisteien. Eine 27G-
Nadel kann aus der distalen Katheterspitze in ngestellter Tiefe (4-6 mm) zur intramyokardialefektion ausgefahren
werden.(B) Elektromechanische NOGA™-Karten des linken Veetskin links-lateraler Projektion, welche mit einem
endokardialen Mapping-Kather erstellt wurden. Gigbkodierte elektrische Spannungs-Karte (Maximuritage Map) auf
der linken Seite zeigt, dass die myokardiale Mialim Bereich der lateralen Wand erhalten ist. Dieare lokale
Verkirzungs-Karte (Shortening Map) auf der rech8mite a3t erkennen, dass die mechanische Funkisnbasalen
Abschnitts der lateralen Wand eingeschrankt istqrange Farbe). Das Kartenpaar lait somit ein |Area ,hibernating*
Myokard im lateralen Wandabschnitt vermutéh(C) Das gleiche elektromechanische NOGA-Kartenpaah reechs
Injektionen von nackter Plasmid-DNA, kodierend YEGF-C/VEGF-2. Die Injektionsstellen (dunkelrote Rig) wurden
erfolgreich an den Randzonen des ischamischen Mgslkdaziert*

In der nachfolgenden Phase 1/2 Plazebo-kontrahertdoppelblinden Studie wurden 19
Patienten eingeschlossen und mit 200 (n=6) oder(i896) ug VEGF-C versus Plazebo (n=7) wie in
der Pilotstudie beschrieben behandelt. Nach 12 Wdtam es in den phVEGF-C behandelten
Patienten zu einer signifikanten Verbesserung inAgigina-pektoris CCS-Klasse, in der maximalen
Belastungszeit und im Seattle Angina-Fragebogen Mergleich zu den Plazebo-behandelten
Patienten. Hinsichtlich des elektromechanischen pitays kam es im Gegensatz zu den Plazebo-

behandelten Patienten zu einer Verbesserung dirsker in den VEGF-C behandelten ischamischen
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Arealen, was sich ebenfalls in der myokardszinpgrschen SPECT-Perfusion nachweisen liel3
(Abbildung 8.2 und 8.3). Allerdings mussen doppelt verblindete Phase Si3dien mit grof3eren
Fallzahlen diese positiven Trends erst bestétigen.

Abb. 8.2 SPECT-myokardszintigraphische Ergebnisse und N@E@Atromechanisches Mapping eines Plazebo-
behandelten Patiente(d) Vor StudieneinschluR (linke Halfte) zeigt sichdar **Tc-Sestamibi SPECT-Untersuchung ein
anterolateraler Perfusionsdefekt, welcher sich maeldikamentdser Belastung mit Dipyridamol als Hirsvauf teilweise
reversible Ischamie partiell noch verstarkt (getsil). 12 Wochen nach Plazebo-Behandlung sindditer der Ruhe- und
Belastungsphase (rechte Seite) praktisch unverarment AusgangsbefundB) NOGA-Karten des gleichen Patienten

bestatigen die unverénderte anterolaterale Isch@mie Pfeil markierte Zonen) vor (oben) und nachtém) Plazebo-
Behandlung®®

Abb. 8.3 SPECT-myokardszintigraphische Ergebnisse und N@E&Atromechanisches Mapping eines mit phVEGF-
2/VEGF-C transfizierten Patiente(d) Vor Gentransfer (linke Halfte, pre-GT) zeigt siith der **Tc-Sestamibi SPECT-
Untersuchung ein anterolateraler Perfusionsdefel®ihe (roter Pfeil), welcher sich nach medikameat@elastung mit
Dipyridamol als Hinweis auf teilweise reversiblehémie partiell noch verstéarkt (gelber Pfeil). 12dNen nach Gentransfer
mit phVEGF-C/VEGF-2 (post-GT) stellt sich der Perfusdefekt in Ruhe (,rest, unten) nicht mehr daghrend der
Belastungs-induzierte Defekt (,stress”, oben) weniggark ausgepragt istB) NOGA-Karten des gleichen Patienten
bestatigen, dass sich die anterolaterale Ischaori€sentherapie (oben rechts, rote Zone) nach deth@epie fast nicht
mehr nachweisen [aBt (unten rects).
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In einem alternativen Therapieansatz wurde beeR&n mit chronischer Angina pektoris der
CCS-Klasse 3 und 4 aufgrund fortgeschrittener kawrenHerzerkrankung und fehlenden Therapie-
optionen (,no-option patients”) VEGF-C/VEGF-2 PladAiDNA nach chirurgischer Thorakotomie
unter Sicht in ischamische Myokardareale injizietin dieser prospektiven, unverblindeten Phase 1
Studie mit eskalierender Dosierung des Plasmidgtereisich einerseits keine mit der Prozedur
zusammenhéngenden Komplikationen, andererseitsollowfup nach einem Jahr eine deutliche
Verbesserung hinsichtlich der subjektiven Beschesrer@®a diese klinische Verbesserung jedoch nicht
durch eine angiographisch nachweisbare Perfusionssserung begleitet war, ist moglicherweise von
einem nicht unerheblichen Plazebo-Effekt in dieBatienten auszugehen. Aus diesem Grund wird
derzeit eine Phase 3-Studie durchgefihrt, um isedidPatientengruppe den moglichen positiven

Effekt dieser Therapieform abschlie3end beurteilektnnen.

8.3. Klinische Studien mit Fibroblast Growth Factor-1 (FGF-1/aFGF)

Aus den in Abschnitt 3. erzielten Ergebnissen n@FFLin vitro und im préklinischen Modell
resultierte ebenfalls unmittelbar eine Umsetzungiime klinische Phase 1-Studie mit Patienten mit
schwerer, chirurgisch oder interventionell nicht kaestruierbarer peripherer arterieller
VerschluRkrankheit im Endstadium (pAVK [lI-I\f§® Primarer Endpunkt dieser Studie war, die
Sicherheit und Vertraglichkeit von ansteigendemmeiligen oder wiederholten (n=2) Dosen von
intramuskular verabreichter Plasmid-DNA kodieretid FGF-1 (NV1FGF) in diesen Patienten zu
evaluieren. Sekundare Endpunkte waren, die biatbgig\ktivitdt von NV1FGF auf hamodynamische
und klinische Parameter zu untersuchen, welcheemir verbesserten Perfusion assoziiert sind.
Hierzu wurden 51 Patienten mit nicht-rekonstruieegba pAVK mit Ruhe-Schmerz oder
Gewebsnekrosen mit intramuskular NV1FGF behandeie in die ischamische Waden- und

Oberschenkelmuskulatur verabreichten Dosen an RIgBNA sind in der Tabell&.3 aufgefihrt.

Patienten-Anzahl

NV1FGF-Gesamtdosis (1g) Einfach-Gabe WiederholteeGa
500 3 -

1000 3 3(2x 500 pg)
2000 3 3 (2 x 1000 pg)
4000 6 6 (2 x 2000 pg)
8000 6 6 (2 x 4000 pg)
16000 6 6 (2 x 8000 pg)

Tab. 8.3 Patienten-Einschlu3 nach NV1FGF-Dosis.
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Abb. 8.4 (A) Abschatzung der Schmerzempfindung mittels einesuellen Analog-Skala (,Pain Score*) nach
intramuskularer NV1FGF-Applikation (Ausgangswertl80%). (B) Mittlerer transkutaner Sauerstoff-Partialdruck Fuf3
(TcPQG, in mmHg) nach intramuskulérer NV1FGF-Applikatiq€) Mittlerer Knéchel-Arm-Index (ABI) undD) Abnahme
der Ulcus-GroRe als Ausdruck der Heilungstendewh irtramuskulérer Applikation von NV1FGF-Plasriid.

In dieser Studie wurden keine mit NV1FGF in Zusamhaag stehenden Nebenwirkungen oder
Ereignisse beobachtet, was zunachst die Sichenneit Vertraglichkeit dieser Therapieform
dokumentiert. Andererseits fand sich nach 6 Monatere signifikante Reduktion im Schmerz-
empfinden (p<0.001; Abbildun@.4A) und in der kumulativen Ulcus-Grof3e (p<0.01; Adbiig
8.4B). Diese Veranderungen gingen einher mit einem idgstles transkutanen Sauerstoffdrucks
(p<0.01) sowie des Knéchel-Arm-Index (p<0.01) (Abbihg 8.4C und D).?*® Die Ergebnisse legten
somit eine verbesserte Gewebsperfusion durch dexapie mit NV1FGF nahe und bildeten den
Ausgangspunkt fur die Durchfiihrung einer Phaseu2li§tmit NV1FGF.

Diese multizentrische doppelblinde, Plazebo-kohéé Studie tragt den Nam&@mRALISMAN
und wird derzeit europaweit in 30 Zentren durchpdfliHierbei sollen insgesamt 112 Patienten
eingeschlossen werden. Unser Zentrum ist hierarn deteiligt und hat bisher zwei Patienten
eingeschlossen. Einschluf3kriterien sind Patientéschwerer pAVK Stadium IV im Alter 45 Jahre
mit ein oder mehreren Ulzera ohne Heilungstendeber imehr als zwei Wochen vor der
Medikamentengabe, dabei objektivierbarer NachwigieseKndchel-Blutdrucks 50 mmHg und/oder
Zehen-Blutdrucks 30 mmHg und/oder flache oder kaum pulsatile Pulkiven-Kurve in der
erkrankten Extremitdt an zwei aufeinanderfolgentlertersuchungen im Abstand von mindestens
einer Woche. Zusatzlich mul3 ein Verschluf3 von eodsr mehreren Arterien (A. iliaca, femoralis

superficialis, poplitea und/oder eine oder mehmefil@popliteale Arterien) mittels Angiographie oder
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Doppler-Ultraschall innerhalb der vergangenen 6 &endokumentiert sein. Die Patienten durfen
hierbei keine geeigneten Kandidaten fur Revasladiansmalinahmen sein, aufgrund fehlendem oder
ungeeigneten autologen Venenmaterial, oder wenn R#igaskularisation nur eine inkomplette
Perfusion des Beines/FuRes bewirken wirde, odernwédie Patienten ein sehr hohes
Amputationsrisiko eingehen wurden oder aufgrund JBegleiterkrankungen ein sehr hohes
Operationsrisiko besteht. Nach einer zwei- biswa0bhigen Screening-Phase werden die Patienten
dann im Verhdltnis 1:1 zur Therapie mit NV1FGF o@azebo (Kochsalz) randomiziert. Primarer
Endpunkt ist die Anderung der UlkusgroRe des betlterd Beines nach 6 Monaten. Sekundare
Endpunkte sind die Anderung des SchmerzausmaReBeim hadmodynamische Parameter wie
Knochel-Arm-Index, Grof3zehen-Arm-Index und transkietr Sauerstoffpartialdruck, die Zeit bis zu
Amputationen, Verschwinden von Ruheschmerz und kettep Ulkusabheilung. Aufgrund des
Sicherheitsaspektes erfolgt zusatzlich zu spehidisc Labortests eine insgesamt dreimalige
ophthalmologische Untersuchung zum Ausschlull eprefiferativen Retinopathie, bei welcher
bekanntlich angiogenetische Prozesse involvied. shusschlu3kriterien sind aus Sicherheitsgrinden
u.a. eben das Vorhandensein einer aktiven prdiifera Retinopathie, eine vorausgegangene oder der
Verdacht auf das Vorliegen einer malignen Erkramgk(una. positiver Hamoccult-Test, erhdhte PSA,
erhohtes a-Fetoprotein, verdachtige Mammographie), positivé/4Serologie, vorausgegangene
erfolgreiche Revaskularisationsmafinahmen (Bypassyioflastie) innerhalb von drei Monaten,
geplante Amputation innerhalb eines Monats, Nierguffizienz (Creatinin >2.0 mg/dl) und

Hamodialyse.

Abb. 8.5 Studienablauf (,Flow Chart*) deFALISMAN -Studie. Patienten mit pAVK im Stadium IV werdenpgel-blind
mit viermaligen Injektionen von jeweils 4.000 pg&hid NV1FGF (insgesamt 16.000 ug) oder Plazebel{Ealz) in die
ischamische Beinmuskulatur in Abstanden von 2 Wodbetmandelt. Die Nachbeobachtungsphase (,Follow-€poB“)
erstreckt sich tber ein Jahr.
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Der Studienablauf ist in Abbildun8.6 dargestellt. Die Patienten mit pAVK im Stadium IV
werden doppelblind mit viermaligen Injektionen vi@weils 4.000 pg Plasmid NV1FGF (insgesamt
16.000 pg) oder Plazebo (Kochsalz) in die ischdmeid8einmuskulatur in Abstdanden von 2 Wochen
behandelt. Die Nachbeobachtungsphase erstrecktisahein Jahr und beinhaltet insgesamt 9 Visits,

bei denen die o.a. Parameter systematisch erfalene

Die ischamisch bedingten Ulzerationen vor und na&blerapie mit NV1FGF-Plasmid bzw.
Plazebo (Kochsalz) zweier in unserem Studienzentimgeschlosser Patienten im Verlauf von sechs
Monaten sind in Abbildun@®.7 abgebildet. Die Studie ist noch nicht abgeschioseme endglltige
Beurteilung der gentherapeutischen Behandlung atiei®en mit pAVK IV mittels FGF1-Plasmid ist
somit derzeit nicht moglich. Die TALISMAN-Studie gl sicherlich wichtige Erkenntnisse liefern, ob

diese Therapieform fur dieses schwerkranke Pati&otiektiv eine sinnvolle Alternative darstellt.

Pat. H.P. Pat. H.R.

(A) (B)

Vor
Therapie

(©) (D)

6 Monate
nach
Therapie

Abb. 8.7: Beispiele zweier in unserem Zentrum in dIALISMAN -Studie eingeschlossenen pAVK IV-Patienten mit
chronischen ischamisch bedingten UlzefA) und (B) Uber mindestens 2 Wochen konstanter Ausgangsbefond
angiogenetischer Therapi¢C) und (D) 6 Monate nach Gentransfer mit Plasmid NV1FGFu®Rlazebo. Wahrend es bei
Pat. H.P. (linke Photos) zu einer fast vollstandigdheilung der Gangran gekommen ist, besteht bei IR.R. nach 6
Monaten ein praktisch unveranderter Befund.
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8.4. Potentielle klinische Anwendung von Angiopoietin-1

Wahrend der embryonalen GefalRentwicklung modifizéngiopoietin-1 die durch VEGF
induzierte Angiogenese, indem es die GefaRreifumd) +stabilisierung beeinfluR¥ Ein therapeu-
tischer Einsatz von Angiopoietin-1 im erwachsenega@ismus zeichnet sich in dieser Hinsicht bisher
nicht ab. Eine Uberexpression von Angiopoietindeiaé im gesunden Organismus fiihrt zu keiner
GefaRneubildung’ Méglicherweise kann die kombinierte Gabe von Apgietin-1 mit VEGF (,Gen-
Cocktail*), eventuell in sequentieller, zeitlichtgennter Abfolge die GeféalRneubildung in ischami-
schen Gewebebezirken verbessér? wenngleich die Rolle von Angiopoietin-1 ebenso waein
der therapeutischen Anwendung bei ischamischeraBkikingen bisher unklar ist. Obwohl VEGF und
Angiopoietin-1 wahrend der Embryogenese zweiféhosvesentlichen angiogenetisch wirksame Sub-
stanzen sind, erfordert eine entsprechende Maaifestim adulten GefaRsystem mdglicherweise
langere Behandlungszeitraume oder eine Art , Triggeelcher die ansonsten sich in Ruhe befind-
liche GefaRwand destabilisiert oder anderweitigvadt. Im Unterschied hierzu trat der Permeabili-
tats-abdichtende Effekt von Angiopoietin-1 im awsgehsenen Tierorganismus in der Abwesenheit
von jeglichen merkbaren Effekten auf das MikrogeRdinodeling oder Angiogenese auf. Die
Regulation der vaskularen Permeabilitdt konnte sal@i unmittelbarste und potenteste biologische
Effekt von Angiopoietin-1 (ebenso wie moglicherveeigon VEGF) beim Erwachsenen sein. Die
Fahigkeit von Angiopoietin-1, die Plasmadurchléesig zu blockieren, ohne dabei seine angio-
genetischen Effekt zu manifestieren, kénnte sohetapeutisch vorteilhaft sein in Situationen, bei
welchen verstarktes extravasales Austreten vomflasit der Folge der Odembildung problematisch
und gleichzeitig Angiogenese nicht winschensweéra der Endotoxin-induzierte septische Schock
ein Zustand erhdhter mikrovaskularer Undichtigkstt welcher aus einem entzindlichen Prozess
resultiert, war naheliegend, den méglichen therapehen Vorteil von Angl in einem Tiermodell mit
Mausen, in welchen mittels LPS ein septischer Scliwduziert wurde, zu untersuchen. Die prasen-
tierten Ergebnisse in diesem Modell mit einer veseeten Mortalitat in septischen Mausen, welche
mit einem adenoviralen Konstrukt kodierend fir Anmietin-1 behandelt wurden, legen nahe, dass
Angiopoietin-1 als zusatzliche Therapiemodalitadar Behandlung des septischen Schocks nitzlich
sein kdnnte. Selbstverstandlich missen diese Eiggbim einem anderen Sepsis-Tiermodell mit noch
starkerer klinischer Relevanz reproduziert werdda.néachster Schritt ist hierzu ein Tiermodell mit
Schweinen geplant, in welchen durch Infusion voridEoxin ein septischer Schock induziert wird.
Dieses Tiermodell ist relativ gut etabliert im Hiick darauf, eine septische Situation beim Menschen
zu simulieren. Zielparameter hierbei sind eine pi¢d glinstige Beeinflussung der durch Endotoxin-
ausgelosten hamodynamischen Veranderungen und detalNéitsrate durch eine gleichzeitige
Verabreichung von Angiopoietin-1. Im positiven ealwdre dann aufgrund fehlender anderweitiger
etablierter Therapieformen eine experimentelle Amivaxg von Angiopoietin-1 als rekombinantes

Protein beim Patienten im schweren septischen &gbraazipiell denkbar.
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9. Zusammenfassung und Perspektive

Eine Verbesserung pharmakologischer MalRBhahmen fiankkeiten, welche durch eine
unzureichende Gewebeperfusion charakterisiert gsha@ls Alternative zu chirurgischen MafRhahmen
winschenswert und immer dann unbedingt erforderliednn chirurgische Rekonstruktionen nicht
mehr mdoglich sind. Wie in dieser Arbeit gezeigthdsiverschiedene angiogenetische Faktoren in
verschiedenen Tiermodellen wie der Extremitatehdsae wirksam. Aufgrund dieser praklinischen
Daten wurden einige Faktoren (VEGF-A, VEGF-C, FQFii1 Patienten mit myokardialer oder
peripher Ischamie getestet. Obwohl sich zunécldtwarsprechende Ergebnisse in kleineren Open-
Label-Studien ergaben, haben bisher keine der Bbalzentrollierten Studien, die bisher durchgefiihrt
wurden und deren Ergebnisse bekannt sind, Uberadaggositive Resultate liefern kdnnen. Dabei
ergaben sich in diesen Studien erhebliche PlazéfedtE, welche viel ausgepragter waren als initial
vermutet. Es ist vorstellbar, dass junge und arieongesunde Tiere in der Lage sind, mit einer
effektiven angio- bzw. arteriogenetischen Antwart @inen Geféal3schaden zu reagieren, welche durch
exogene MalRRnahmen noch weiter verbessert werdem. kbm Unterschied hierzu kénnten
Endothelzellen von Patienten mit extensiven athdeostischen GefaRveranderungen teilweise
refraktér fir angiogenetische Faktoren sein. Méglreveise kénnten daher Therapieformen, die einen
genetischen ,Hauptschalter” wie beispielsweise Byganducible Factor (HIF) beeinflussen, Vorteile
gegenuber einer Therapie mit einem einzelnen amgeigschen Faktor aufweisen. Eine langer
anhaltende Exposition gegentiber angiogenetischidorea im Vergleich zu der, welche in den ersten

Studien verwendet wurde, kdnnte ebenfalls zu wigkunlleren Resultaten fuhren.

Als eine Alternative zur Gabe einzelner angiogescbier Faktoren hat die Transplantation
angiogenetischer Zellen aus dem Knochenmark odephgger Blutzellen signifikantes Interesse
erzeugt. Hierzu wurden bereits verschiedene Simtezingesetzt, einschliel3lich der Verwendung von
Knochenmarkszellen und entweder gesamten peripher@monukledren Zellen oder gereinigten
CD34-Zellen, nach Knochenmark-Stimulation mit Zytokineie GM-CSF. Aus Tierversuchen mit
Zellmarkierungs-Experimenten ist hierbei klar geslér, dass die aus den Knochenmark stammenden
Zellen zwar tatséchlich zu ischamischen Arealenruteet werden, hier jedoch perivaskular
anzufinden sind und an einer Gewebevaskularisiedurgh Produktion von parakrinen Faktoren,
namlich eben den bekannten angiogenetisch wirksaraktoren teilnehmen. Doppel-blinde Plazebo-

kontrollierte Studien zum Wirksamkeitsnachweis éehjedoch auch hier.

Angiopoietin-1 wurde urspriinglich nur als ein insammenhang mit Angiogenese stehender
Faktor identifiziert, was sich auch in der Nomemktawiederspiegelt. Die Ergebnisse, die in dieser
Arbeit mit diesem Faktor erzielt wurden, lenkt daggenmerk auf ein neues Einsatzgebiet, namlich
dem als anti-inflammatorischen Faktor, welcherredse Therapieform bei Sepsis eingesetzt werden
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Untersuchungen klar geworden, dass die induzierb&@&-Expression ebenfalls in diesem Sepsis-
Tiermodell gehemmt wird. Dabei wurde die Herabreguhg der protektiven endothelialen NOS, die
typischerweise bei der Sepsis auftritt, verhin@®rtDa Angiopoetin-1 somit nicht nur einzelne

proinflammatorische Mediatoren hemmt, sondern migltStoffwechselwege beeinflusst, ist es sehr
nahe liegend, diesen endogenen Faktor mit inh&remginflammatorischen und gegenregulierenden
Eigenschaften einem System mit UberschieRendemninfiation zuzufihren, wie es bei der Sepsis
auftritt. Dies sollte auch nebenwirkungsarmer seils, nur einzelne Signalwege zu beeinflussen.
Hierzu sind weitere praklinische Tiermodelle erfmlith, in welchen Sepsis mit lebenden Bakterien
erzeugt werden muss, und, um eine der klinischealit®e etwas naher stehende Situation zu
simulieren, die Gabe von Angiopoietin-1 auch zueginspateren Zeitpunkt, wenn das Vollbild der
Sepsis bereits eingetreten ist, erfolgen muss, idainflammatorische Antwort in der klinischen

Realitat nicht prophylaktisch unterdriickt werdemrkalnsgesamt eréffnen somit die in dieser Arbeit
erzielten Untersuchungsergebnisse ein neues untksvEiorschungsfeld mit der Frage, ob sich
Angiopoietin-1, ein zweifellos zunachst in die egdmale Angiogenese involvierter Faktor, als

inflammatorisches Agens therapeutisch wirksam bei 8epsis einsetzen lasst, und ob diese

Fragestellung in eine klinische Studie Uberfihrtdea kann.
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