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1 Allgemeines

Kardiovaskulare Erkrankungen sind in vielen Industrienationen die haufigste
Todesursache. Neben der erhdhten Morbiditat und Funktionsstérung stehen sie v. a.
wegen den steigenden Kosten im Gesundheitswesen im Mittelpunkt des Interesses.
Wahrend v. a. die koronare Herzerkrankung (KHE) in Westeuropa, Nordamerika
und Australien abnimmt (Dorner et al., 2004), steigt sie in Zentral- und Osteuropa,
in Teilen der ehemaligen UdSSR sowie Asien rasant an. Ursache daflir ist der an
den westlichen ,way of life" angepasste Lebensstil dieser Lander, der die
kardiovaskularen Risikofaktoren Nikotin, Hyperlipidamie sowie Hypertonus und
Diabetes mellitus fordert. V. a. der steigende Nikotinkonsum ist verantwortlich
daflir, dass selbst in Landern, in denen die Menschen an Hunger leiden mussen,
nun Krankheiten wie Herzinfarkt und periphere arterielle Verschlusskrankheit
(pAVK) zunehmend diagnostiziert werden (Buschmann et al., 2000 ).

In den Industrienationen leiden ca. 10 % der mannlichen Bevdlkerung unter
GefaBverschllissen der Extremitaten. Betroffen sind hauptsachlich Manner Gber 50
Jahren. Die Haufigkeit steigt mit dem Alter und die Geschlechtsverteilung betragt
m:w = 5:1.

Athiologisch kommen zu Uliber 95 % alle Risikofaktoren der Arteriosklerose wie z. B.
Nikotinabusus, Diabetes mellitus, arterielle Hypertonie, Fettstoffwechselstérungen,
Adipositas, Insulinresistenz und Hyperinsulinamie als Hauptursache in Frage.
Dagegen spielen Vaskulitiden und Angiitiden wie z. B. die Thrombangiitis obliterans
(M. Winiwarter —-Buerger) oder das Takayasu - Syndrom nur bei knapp 5 % eine
Rolle bei der Entstehung der pAVK.

Die Beschwerden bei der peripheren arteriellen VerschluBkrankheit reichen von
anfanglichen Schmerzen beim Gehen langerer Strecken (Stadium I nach Fontaine-
Ratschow) bis Schmerzen bereits in Ruhe (Stadium 1IV).

Die heutige Therapie beinhaltet neben der Basistherapie auch konservative und
invasive TherapiemaBnahmen. Neben der Vermeidung der potentiellen
Risikofaktoren kommt dem Gehtraining eine bedeutende Rolle zu. Durch das
Gehtraining wird die Kollateralisierung geférdert, Uber die eine ausreichende

Perfusion unter Umgehung des stenosierten GefaBBes im ischamischen Gebiet erzielt
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werden kann. Zusatzlich vermindern Thrombozytenaggregationshemmer (ASS,
Clopidogrel) die vaskulare Gesamtmortalitat um fast 20 % (Antiplatelet Trialist’s
Collaboration-Study). Pharmakologisch kdnnen Prostanoide (Iloprost, Alprostadil)
versucht werden. Diese verbessern Uber eine Vasodilatation den Abfluss im
Ischamiegebiet. Neben verbesserten Stoffwechselbedingungen soll auch die
Kollateralenbildung geférdert werden. Es fehlt aber bis heute ein eindeutiger
Wirkungsnachweis. Vasoaktive Substanzen wie Pentoxifyllin und Naftidrofuryl
verbessern Uber komplexe Mechanismen die Mikrozirkulation. Fir sie ist ebenso ein
Wirknachweis in randomisierten doppelblinden Studien ausstehend.
Bei einem gewissen Prozentteil der Patienten kommt es trotz Kollateralisierung zu
einer Progression der Symptome. Hier wird dann meist die Indikation zu operativen
(Thrombendarteriektomie, Bypasse) oder interventionellen Revaskularisation (z.B.
PTA) gestellt (Herold, 2010). Versagen auch diese Methoden, bleibt nur noch die
Amputation der betroffenen Extremitat. Da aber v. a. bei den interventionellen
Ansatzen mit Restenosen zu rechnen ist, wachst die Patientenpopulation, fir die die
etablierten therapeutischen Optionen erschépft sind (,no option patients"). Fir
diese Patienten gilt es, alternative Madglichkeiten der Re- bzw. Neovaskularisation
zu finden (Buschmann et al., 2000).

Seit 20 Jahren versuchen Forscher weltweit diese Alternativen im Verstehen und
damit Verandern von molekularen Ablaufen der Neovaskularisation zu finden. In
vielen tierexperimentellen Studien zeigen vaskulare Wachstumsfaktoren wie VEGF
und rFGF-2 positive Effekte auf die GefaBneubildung. Studien am Menschen
verliefen bisher allerdings eher enttduschend. So konnte der Erfolg mit dem
Wachstumsfaktor VEGF in der RAVE-Studie am Menschen nicht wiederholt werden
(Rajagopalan et al., 2003). Auch die TRAFFIC-Studie, die mit Hilfe des
rekombinanten FGF-2 die Angiogenese induzierte, zeigte keine U(berzeugenden
Resultate (Lederman et al., 2002). Ebenso musste die Idee, die Arteriogenese
durch subkutan applizierten GM-CSF zu stimulieren, aufgegeben werden. Der
START-Trial konnte bei pAVK-Patienten (III-IV) keine Verbesserung der Gehstrecke
nachweisen (Van Royen et al., 2005). Offensichtlich konnte bei allen drei Studien
keine ausreichende Mobilisierung und Ansiedelung von endothelialen

Progenitorzellen bzw. Endothelzellen im ischamischen Gewebe erzielt werden. Ein
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anderer Ansatz stellt die direkte Applikation von Knochenmarkstammzellen bzw.
EPC dar. In zahlreichen tierexperimentellen Studien konnte eine Revaskularisation
erzielt werden (Herold, 2008). Die TACT-Studie induzierte 2002 erstmals erfolgreich
therapeutische Angiogenese beim Menschen durch intramuskuldre Injektion CD34+
Knochenmarkstammzellen (Tateishi-Yuyama et al., 2002).

Zu der Gruppe der CD34+ Zellen zahlen wu.a. auch die endothelialen
Progenitorzellen. Diesen Zellen wird eine bedeutende Rolle bei der
Neovaskularisation zugeschrieben, da sie neben der direkten auch eine indirekte
Beteiligung - Uber parakrine Ausschlttung proangiogenetischer Faktoren- an der

GefaBbildung aufzuweisen scheinen.
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2 Ziel der Arbeit

In dieser Arbeit wurde die Hypothese getestet, dass embryonale endotheliale
Progenitorzellen (eEPCs) Uber parakrine Faktoren eine dauerhafte therapeutische
Neovaskularisierung (Angiogenese und Arteriogenese) induzieren kdénnen. Zu
diesem Zweck wurde ein Tiermodell der stabilen chronischen Ischamie gewahlt, in
dem sich Kapillar- und Kollateraldichte Uber den Untersuchungszeitraum nicht
andern. Als therapeutische Intervention wurden murine embryonale EPCs gewahlt,
die aufgrund ihrer fehlenden MHC-I-Expression immunprivilegiert sind. Sie werden
nicht von zytotoxischen T-Zellen erkannt und aktivieren auch keine natlrlichen
Killerzellen, da sie keine Interferone sezernieren. Damit wird die Mdglichkeit einer
gesteigerten Neovaskularisation aufgrund einer Entzindungs-/Immunreaktion
nahezu ausgeschlossen. Auch eine AbstoBung im Sinne einer

TransplantatabstoBung wird dadurch verhindert.

2 Ziel der Arbeit Seite 8 von 67



3 Endotheliale Progenitorzellen

3.1 Einfiihrung

Die einschichtige Endothelschicht in unseren GefaBen ist eine dynamische Grenze
zwischen Blut und Interstitium. Die Endothelzellen verhindern die Adhasion von
Thrombozyten und Leukozyten indem sie antiadhdsive Mediatoren wie
Prostaglandine und NO produzieren (Cines et al., 1998). Bei chronischer Noxen-
Exposition wie z.B. Rauchen, Hypertonus, Diabetes mellitus, Virusinfektion und
genetische Veranderungen verlieren Endothelzellen ihre antiinflammatorischen und
antithrombotischen Eigenschaften. Die daraus resultierende Dysfunktion spielt eine
wichtige Rolle bei der Entstehung von Arteriosklerose und anderen chronisch
entzlindlichen Erkrankungen (Dignat-George et al., 2000 / Ross, 1999). Ist ein
GefalBl akut verletzt, nimmt der Anteil zirkulierender ECs stark zu und es kommt zu
einer Migration und Proliferation von ECs aus der Umgebung. Um den Schaden
vollstandig zu reparieren, reicht jedoch das Proliferationspotential der
differenzierten ECs nicht aus. Sie bendtigen die Hilfe von Vorlauferzellen, sog.
endothelialen Progenitorzellen. Bis Ende der 90er ging man davon aus, dass die
Differenzierung eines Angioblasten in eine reife Endothelzelle nur wahrend der
embryonalen Neovaskularisation moglich sei. Die Arbeitsgruppe von T. Asahara
(1997) und Q. Shi (1998) haben wiederholt beschrieben, dass vom Knochenmark
abstammende Progenitorzellen auch nach der Embryogenese im Blut zirkulieren
und sich ahnlich dem embryonalen Angioblasten proliferieren sowie in reife ECs
differenzieren kdénnen (Asahara et al., 1997/ Shi et al., 1998). In neueren Studien
beeinflussen EPCs im ischamischen Gewebe die Neovaskularisation und verbessern
dadurch die Funktion der ischamischen Organe (Hristov et al., 2003). Dabei findet
Neovaskularisation als Vaskulogenese (primare embryonale BlutgefaBbildung),
Angiogenese (Kapillarsprossung) und Arteriogenese (Kollateralenwachstum) statt.
Diese unterschiedlichen Konzepte beschreiben alle eine direkte Beteiligung im Blut
zirkulierender EPCs an der GefaBneubildung durch Integration, Proliferation und
Differenzierung. Wahrend die embryonale Vaskulogenese ohne EPCs nicht zu

funktionieren scheint, zeigen Studien der letzten Jahre, dass lediglich eine
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Beteiligung der endothelialen Vorlauferzellen bei der Angio- und Arteriogenese
angenommen werden kann. Kawamoto et al. postulierten, dass ex vivo expandierte
humane EPCs sich nicht nur in ischamischen Myokardarealen ansiedeln, sondern
durch Differenzierung in ECs auch die LV-Myokardfunktion deutlich verbessern
konnten (Kawamoto et al., 2001). Diese direkte Beteiligung konnte jedoch nicht in
allen experimentellen Modellen bestatigt werden. So wurde in diversen
Ischamiemodellen gezeigt, dass sich die zirkulierenden EPCs nicht in die
wachsenden GefaBe zu integrieren, sondern sich paravaskular anzusiedeln
scheinen. Diese EPCs sezernieren Wachstumsfaktoren (u.a. VEGF, IGF-1, SDF-1),
Chemokine und Zytokine ins Blut und schaffen so eine proangiogene Umgebung.
Dadurch regen sie die bereits angesiedelten ECs und SMCs zur Proliferation an.
(Ziegelhoeffer et al., 2004/ Kinnaird et al., 2004/ Urbich et al., 2004). Bei dieser
parakrinen Hypothese liefern die EPCs die Software und nicht die Hardware flr die
Neovaskularisation (Heil et al., 2004). Allerdings scheinen auch bereits integrierte
EPCs diese parakrinen Eigenschaften aufzuweisen (Urbich et al., 2005). Die
Software-Hypothese wiulrde die effektive Neovaskularisation durch zirkulierende
EPCs besser erklaren als die direkte Integration der EPCs allein, da die Zahl der
integrierten EPCs im ischdmischen Gewebe im allgemeinen eher gering zu sein
scheint (Urbich et al., 2004). Sowohl die integrierten als auch die paravaskular
angesiedelten Progenitorzellen scheinen zum GefaBwachstum beizutragen
(Rehmann et al., 2003 / Carmeliet et al., 2001/ Carmeliet, 2004).

Embryonale EPCs exprimieren u.a. VEGF-A/B, Angiopoietin-like 2, bestimmte
Chemokine, Zytokine, Faktoren der Insulinfamilie, Proteaseninhibitoren und
Thymosin-B4, das ein wichtiger Mediator flr die Wundheilung ist (Bock-Marquette
et al., 2004/ Kupatt et al., 2005). Auch sezernieren sie im Gegensatz zu den
adulten EPCs eine Reihe an Molekilen des embryonal wichtigen wnt- und BMP-
Signalweges. Sie tragen auf diese Weise zur Reparatur ischamischen Gewebes bei

und regen GefaBwachstum an (Kupatt et al., 2005).
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3.2 Isolierung und Kultivierung

EPCs kdénnen aus Blut und Knochenmark isoliert werden. Das gewonnene Material
wird auf Mikrobreads gegeben, die mit CD34+ bzw. CD133+ Antikdrpern bestlickt
sind. Danach werden sie auf mit Fibronektin, Plastik oder Kollagen Typ 1
beschichteten Gewebekulturen aufgetragen. Zu diesem Medium werden noch
spezifische Wachstumsfaktoren, wie z. B. VEGF, hinzu gegeben. In dieser Kultur
verformen sie sich zu spindelférmigen Zellen. Diese kdnnen dann in vivo zur
Neovaskularisation in ischamischen Organen oder beschadigten GefaBen beitragen.
(Asahara et al., 1997/ Quirici et al., 2001).

EPCs kénnen auch aus fetalem Lebergewebe oder Nabelschnurrblut isoliert werden
(Murohara et al., 2001/ Murohara et al., 2000).

Nach kurzer Zeit verlieren die EPCs in vitro ihre Progenitoreigenschaften und
beginnen sich zu differenzieren. Nach 3-4 Wochen entsteht eine endotheldhnliche
Schicht (Quirici et al., 2001/ Murohara et al., 2001).

In vitro koénnen die EPCs retikulare Strukturen ahnlich kapillaren Netzwerken bilden
und in Ko-Kultur mit CD34(-) Zellen binden sie endothelspezifisches Lecithin mit
Hilfe von acetyliertem LDL (Asahara et al., 1997/ Kaushal et al., 2001/ Murohara,
2001). Die Proliferation der EPCs zeigt eine exponentielle Zunahme zwischen dem
30. und dem 60. Tag in Kultur (Lin et al., 2000).

3.3 Charakterisierung und Differenzierung

EPCs stellen eine Sub-Population mononuklearer Zellen im Knochenmark dar. Sie
weisen z.T. dieselben Oberflachenmarker wie die hamatopoetischen Stammzellen
auf (u.a. CD34, AC133, VEGF-R2). Man geht deshalb davon aus, dass der
Hamangioblast ein gemeinsamer Vorlaufer ist. Dieser ist an der postnatalen
Vaskulogenese beteiligt (Peichev et al., 2000).

In der Stammzellforschung werden adulte von embryonalen Stammzellen
unterschieden. Wahrend die embryonalen Stammzellen sich in Zellen des Ekto-,
Meso- und Endoderms differenzieren kénnen, weisen adulte Stammzellen diese

pluripotente Eigenschaft nicht mehr auf. Zu diesen Stammzellen zahlen auch die
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EPCs. Adulte EPCs kdénnen sich zu EC differenzieren (Asahara et al., 1997), ihr
Anteil an Endothelium in vivo fallt nach Ziegelhoeffer und Schaper eher gering aus
(Ziegelhoeffer et al., 2004). In der vorliegenden Arbeit wurden embryonale EPCs
verwendet. Sowohl die adulten als auch die embryonalen EPCs siedeln sich im
ischamischen Gewebe an. Die embryonalen Vorlauferzellen weisen jedoch einige
Unterschiede in ihren Oberflachenmarkern im Vergleich zu den adulten
Progenitorzellen auf. Tabelle 1 zeigt die unterschiedlichen Oberflachenmarker
adulter (humanen) und embryonaler (murinen) EPCs auf. Hervorzuheben sind dabei
die Oct-4- und MHC-I -Negativitat. Ohne Oct-4 weisen die embryonalen EPCs keine
pluripotente Eigenschaft mehr auf, d.h. sie kédnnen sich nur noch in endotheliales
Gewebe differenzieren. Das Fehlen der MHC-Klasse I bietet einen Schutz vor NK-
Zellen und einer immunologisch bedingten TransplantatabstoBung (Wei et al.,
2004/Hatzopoulos et al., 1998).

Humane, adulte EPCs Murine, embryonale EPCs
Homing im ischamischen Gewebe | Homing im ischamischen Gewebe
CD 34+ CD 34 -
AcLDL-uptake Tie-2 +++
VE-Cadherin + Thrombomodulin +++
vWF + vWEF induzierbar
Flk-1 + FIk-1 induzierbar
L-Selektin + PSGL-1, ESL-1
B2-Integrin + B2-Integrin -
CXCR4 + CXCR4 ++

MHC-I -

Oct-4 -

Tabelle 1: Die wesentlichen Unterschiede zwischen adulten und embryonalen EPCs
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3.4 Rekrutierung und Mobilisierung

Bei der pAVK, bei GefaBverletzungen im Rahmen eines akuten Myokardinfarktes,
Verbrennungen oder Bypassoperationen am Herzen kommt es zu einem massiven
Anstieg von zirkulierenden EPCs im Blut (Takahashi et al., 1999/ Shintani et al.,
2001/ Gill et al., 2001). Dieses Phanomen ist auf ein vermehrtes Freisetzen von
EPCs aus dem Knochenmark zurlckzufiihren. Dazu bedarf es einer Mischung aus
Wachstumsfaktoren (z. B. VEGF), Enzymen, Liganden und Rezeptoren. Zuerst
induziert die aktivierte Matrixmetalloproteinase-9 (MMP-9) die Umwandlung des
membrangebundenen Liganden Kit in seine I6sliche Form. Daraufhin wandern cKit+
Stamm- und Progenitorzellen, darunter auch der Hamangioblast, in das gefaBreiche
Knochenmark ein (Heissig et al., 2002). Welche Signale bzw. Botenstoffe fir die
Ausdifferenzierung des Hamangioblasten in hdmatopoetische Vorlauferzellen bzw.
in EPCs verantwortlich sind, ist bis heute noch weitgehend unklar. Mehrfach gezeigt
wurde, dass ein erhdéhter EPC-Spiegel assoziiert ist mit einem gleichzeitig erhdhten
Level an VEGF. VEGF wiederum stimuliert die Aktivierung der MMP-9 und damit die
Freisetzung von EPCs aus dem Knochenmark (Takahashi et al., 1999/ Gill et al.,
2001/ Kalka et al., 2000/ Kalka et al., 2000/Heissig et al., 2002).

3.5 Homing und Regeneration

EPCs sind sowohl an der physiologischen als auch an der pathologischen
Neovaskularisation beteiligt. Trotz dieser Tatsache ist bisher unklar, welche Signale
die EPCs veranlassen im systemischen Kreislauf zu zirkulieren und sich genau an
den Stellen anzusiedeln (Homing), an denen nachfolgend die Angiogenese
stattfinden soll. Bekannt ist, dass Gewebsverletzungen, Ischamie, geringe
Vaskularisation und geringe Perfusion sowie hohe VEGF-Levels sowohl
hamatopoetische als auch pluripotente Stamm- bzw. Vorlauferzellen mobilisieren
und dadurch das Homing férdern (Grzelak et al., 1998 / Kupatt et al., 2005). Die
natirliche Reaktion des Organismus auf Ischamie ist die Mobilisation der EPCs aus
Knochenmark oder Blut hin zu ischamischen Orten, um die Geweberegeneration
durch Neovaskularisation zu férdern (Gill et al., 2001/Takahashi et al., 1999). Fur

die Mobilisation und Rekrutierung von EPCs sind spezifische Zytokine und

3 Endotheliale Progenitorzellen Seite 13 von 67



Chemokine verantwortlich. Als Wachstumsfaktor spielt VEGF eine groBe Rolle fir
das sog. Homing von EPCs, ebenso Wachstumsfaktoren wie G-CSF oder SDF-1. Der
ganze Prozess des Homings wird haufig in Analogie zu der embryonalen
Vaskulogenese beschrieben. Auch hierbei ist VEGF ein entscheidender Faktor.
(Carmeliet et al., 1996/ Ferrara et al., 1996 / Asahara et al., 1999/ Moore et al.,
2001/ Kalka et al., 2000). Ischamie, VEGF u.a. Faktoren sind endogene Stimuli der
Angiogenese. Aber es gibt auch Studien, in denen HMG-CoA-Reduktase Inhibitoren
(Statine) einen stimulierenden Effekt auf ECs und EPCs besitzen (Kureishi et al.,
2000). Statine aktivieren dabei den Akt-Pathway und férdern neben der
Rekrutierung und Mobilisierung auch das Homing und die Regeneration (Dimmeler
et al., 2001/ Vasa et al., 2001/ Urbich et al., 2002).

3.6 Einflussfaktoren auf die EPC-Zahl

Um die EPCs therapeutisch nutzen zu kénnen, missen sie zunachst aus dem Blut,
Knochenmark oder einem anderen Gewebe gewonnen werden. In verschiedenen
Studien werden unterschiedliche Angaben Uber die Anzahl an EPCs pro ml Blut
gemacht. Die Angaben reichen von 70 Zellen/ml Blut bis zu 645 Zellen/ml Blut. Die
Menge an EPCs im gesunden Organismus scheint mit der der zirkulierenden ECs zu
korrelieren (Peichev et al., 2000/ Tiwari et al., 2002/ Dignhat-George et al., 2000).
Ein Anstieg der zirkulierenden EPCs findet sich wahrend der embryonalen
Entwicklung (Murohara et al., 2000). Aber auch GefaBtraumen wie Bypass-
Operationen, Ischamie bei pAVK und AMI, Medikamente wie die Statine und diverse
Wachstumsfaktoren, wie z. B. VEGF und GM-CSF wirken sich positiv auf die Menge
der EPCs aus (Peichev et al., 2000/ Takahashi et al., 1999/ Gill et al., 2001/ Vasa
et al., 2001/ Kalka et al., 2000). Ebenso steigert Bewegung die Zahl der
zirkulierenden EPCs Uber eine Zunahme an NO und VEGF sowie eine Blockierung
der Apoptose (Laufs et al., 2004). Zu einer Abnahme kommt es bei Vorhandensein
der so genannten kardiovaskularen Risikofaktoren, zu denen die
Hypercholesterinamie, der Diabetes mellitus, die Hypertriglyceridamie, das Rauchen
und die stabile Angina pectoris zahlen (Vasa et al., 2001/ Hill et al., 2003).
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3.7 Applikation und therapeutische Nutzung der EPCs

Seit Beschreibung der pro-angiogenen und pro-arteriogenen Eigenschaften der
EPCs bzw. mononukledren Vorlauferzellen in diversen Studien, versuchte man diese
Zellen nun auch gezielt therapeutisch einzusetzen. Dabei konnte in Versuchen mit
Ratten und Mausen gezeigt werden, dass in Kultur vermehrte und exogen
verabreichte humane EPCs zusammen mit oder ohne Wachstumsfaktoren zu einer
Neovaskularisation in ischamischen Gebieten fUhrten. So verbesserten applizierte
Vorlauferzellen in Mausen nicht nur die GefaB3situation und die lokalen
Durchblutungsverhaltnisse sondern reduzierten auch die Nekrose- und
Amputationsrate um ca. 50 % gegeniber den Kontrollgruppen (Kalka et al., 2000).
Auch am Myokard konnten ahnlich positive Effekte festgestellt werden. So konnte
durch die Transplantation von humanen EPCs die LV-Funktion stabilisiert und die
Fibroserate in Rattenherzen gleichzeitig vermindert werden (Kawamoto et al.,
2001). Andere Studien konnten ahnliche Resultate erzielen, nachdem sie Mausen
frisch isolierte humane CD34(+) EPCs lokal in ischamische Hinterlaufe bzw.
hypoxische Myokardareale injizierten (Schatteman et al., 2000/ Kocher et al.,
2001). Durch die exogene Applikation von bFGF, TFG B1 oder VEGF in ischamische
Areale konnte die Angiogenese gefdrdert sowie die Gewebeschadigung vermindert
werden (Hockel et al., 1993). In den Experimenten konnte nach Applikation in den
chronisch ischamischen Hinterlauf beim Kaninchen ein vermehrtes Kollateralen- und
Kapillarwachstum nachgewiesen werden. Diese morphologische Verbesserung
konnte auch funktionell nachgewiesen werden. So wurden Gewebenekrosen
verhindert, der poststenotische Blutdruck und Blutfluss erh6éht, sowie die maximal
erreichbare Flussreserve verbessert (Folkman, 1998/ Takeshita et al., 1994/ Pu et
al., 1993/ Bauters et al., 1995).

Dass Neovaskularisation mit Hilfe von EPCs auch im Menschen stattfindet, belegen
Studien an Verbrennungs- und Herzinfarktpatienten. So zeigen Gill et al. an
Verbrennungspatienten und Shintani et al. an Patienten nach ACVB und Herzinfarkt,
dass EPCs mobilisiert werden und in das ischamische Gebiet einwandern (Gill et al.,
2001/ Shintani et al., 2001). Ein weiteres Einsatzgebiet flur EPCs stellt die
GefaBprothetik dar. Kinstliche GefaBe, die vor der Transplantation mit EPCs

beschichtet wurden, zeigten eine bessere Endothelialisierung und Vaskularisierung
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verglichen mit Kontrollgruppen. Durch die EPC-Beschichtung konnte auch eine
physiologische Dehnbarkeit erreicht und der Zeitraum bis zum Verschluss von 15
auf 130 Tage deutlich verlangert werden (Bhattacharya et al., 2000/ Kaushal et al.,
2001). Durch die Gentherapie mit VEGF165 konnte eine erhdhte Menge an
zirkulierenden EPCs und deren Mobilisierung bei Patienten mit inoperabler KHK
nachgewiesen werden. Dies wiederum resultierte in einer verbesserten
Perfusionssituation (Kalka et al., 2000/ Kalka et al., 2000).

In einer Pilotstudie aus dem Jahre 2002 wurde der therapeutische Effekt der
autologen Transplantation von Knochenmarkzellen an pAVK-Patienten untersucht.
Unter den dabei applizierten Monozyten waren auch EPCs zu finden. Neben der
Anhebung der Blutspiegel von VEGF, FGF u. a. Wachstumsfaktoren konnte auch ein
positiver Effekt auf die Angiogenese festgestellt werden. Dies duBerte sich bei den
Patienten in einer erhdhten S0,%, einem verminderten Restschmerz und in einer
deutlich verlangerten schmerzfreien Gehstrecke (Tateishi-Yuyama et al., 2002).
In klinischen Studien an Herzinfarktpatienten (TOPCARE-AMI, the BOOST Trial,
Repair-AMI Trial) konnte durch die Ubertragung von EPCs zunéichst eine deutliche
Verbesserung der LV-EF erzielt werden (Britten et al., 2003/ Wollert et al., 2004/
Schachinger et al., 2009). Jedoch konnte lediglich die Studie von Schachinger et al.

(Repair-AMI  Trial) positive  Effekte auch im  follow-up nachweisen.
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4 Material und Methoden

4.1 Isolierung und Kultivierung der eEPCs

Die embryonalen Progenitorzellen bezogen wir Uber ein externes Labor. Wir
erhielten die Zellen als Klone von Dr. A. Hatzopoulos (GSF, Marchioninistr. 17), die
bis zZu ihrem Einsatz far 3 Monate kultiviert wurden.
Die Methode nach der die Progenitorzellen isoliert und charakterisiert werden,

wurde von Hatzopoulos 1998 beschrieben (Hatzopoulos et al., 1998).

4.2 Tierexperimentelles Modell

Das Tierversuchsprotokoll wurde entsprechend den Richtlinien der ,Guide for the
Care and Use of Laboratory animals® (US National Institutes of Health: NIH
Publication No. 85-23, revised 1985) erstellt und vom bayerischen Tierschutz- und -
gebrauchskomitee genehmigt (Projektnummer: 8202; AZ: 209-1/211-2531-8202).
Die Versuche wurden an weiblichen Kaninchen der Rasse ,New Zealand White"
durchgefuhrt (3,5 £ 0,5 kgKG). Sie wurden zu gleichen Teilen auf eine
Kontrollgruppe (NaCl-Lésung; n=5) und eine EPC-Gruppe (EPC-Menge = 5x10°
Hg/kgKG; n=5) verteilt. Das Model des chronisch ischamischen Hinterlaufs beim
Kaninchen ist ein etabliertes Modell zur Erforschung der Angiogenese und der
Arteriogenese. Als Vorlage fur unser tierexperimentelles Modell dienten uns in
modifizierter Form die von verschiedenen Forschern entwickelten Ischamiemodelle
am Kaninchen (Takeshita et al., 1994 / Pu et al., 1994). Im Folgenden sei das

Modell kurz vorgestellt:

An Tag 0 erfolgte die Exzision der distalen A. iliaca externa und der proximalen A.
femoralis superficialis. Eine Baseline-Angiographie sowie die retrograde Infusion der
EPCs bzw. des NaCl 0,9 % in die V. tibialis wurde 1 Woche spater durchgeflhrt
(Tag 7). Die zweite Angiographie wurde 4 Wochen spater zur Bestimmung des

Kollateralenzuwachses angefertigt (Tag 35). An diesem Versuchstag wurden auch
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die Muskeln fur die Auswertung des Muskelfaser-Kapillar-Verhaltnisses entnommen
(Abbildung 1).

Tagl Tag 7 Tag 35
Angiographis
Tournigust Muskelbiopsien
Histologien
Exzision der Angiographis
A, femoralig Retroinfusion
superficialis

Abbildung 1: Schematische Darstellung des Ischamiemodells. Die Exzision der A.
femoralis superficialis findet am Tag 0 statt. An Tag 7 wird eine Baseline-
Angiographie der unteren Extremitat durchgeflihrt. Im Anschluss daran wurde die
V. tibialis anterior punktiert und die eEPCs bzw. die Kontrollsubstanz (NaCl 0,9%)
mittel Katheter retrograd infundiert. Um einen zu schnellen Abstrom zu verhindern,
wurde vor der Infusion ein Tourniquet am Oberschenkel der entsprechenden
Extremitdt angelegt. Am Tag 35 erfolgten die Kontrollangiographie, die
Muskelbiopsien und die Histologien.

4.3 Anadsthesie

Die Einleitung der Tiere erfolgte stets intramuskuldr mit einer Mischung aus 5 - 7
mg/kg KG Rompun® (Xylazinhydrochlorid, Bayer, Deutschland), 25 - 33 mg/kgKG
Ketamin-Inresa® (Ketaminhydrochlorid, Solupharm GmbH, Deutschland) und
0,0015 mg Atropinsulfat (Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Deutschland).
Wahrend des Versuchablaufs wurde die Anasthesie Uber eine Ohrvene mit 5 ml
Rompun®, 10 ml Ketamin-Inresa® und 35 ml NaCl 0,9 % aufrechterhalten. Die
Laufgeschwindigkeit war auf 15+5 ml/h (~ 30 mg/h Rompun® + 150 mg/h
Ketamin-Inresa®) eingestellt. Herz- und Atemfrequenz wurden wéahrend des

gesamten Eingriffs in regelmaBigen Abstanden kontrolliert.
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4.4 Infektionsprophylaxe

Als Infektionsprophylaxe wurden 16 mg Gencin® (Gentamicinsulftat, Curasan AG,

Deutschland) in den linken, lateralen Oberschenkel intramuskular injiziert.

4.5 Postoperative Analgesie

Die postoperative Analgesie wurde peroral Uber das Trinkwasser appliziert. Initial
wurden 63 mg Tramal® (Tramalhydrochlorid, Griinenthal GmbH, Deutschland)
verabreicht. Uber die erste Woche erfolgte die kontinuierliche Gabe von 38 mg und

fiir weitere 7 Tage 25 mg Tramal® pro Tag.

4.6 Induktion der Ischamie

Unmittelbar nach der intramuskuldaren Einleitung, wurden die Tiere gelagert, der
Hinterlauf rasiert und desinfiziert. AnschlieBend wurde im Bereich der
Adduktorenloge ein von distal des Ligamentum inguinale bis oberhalb des
Kniegelenks reichender Hautschnitt gesetzt. AnschlieBend wurde die A. femoralis
superficialis in ihrer gesamten Lange einschlieBlich ihrer Abgange (A. epigastrica
interna, A. femoralis profunda, A. circumflexa lateralis und A. epigastrica
superficialis) freigelegt. Unter sorgfaltiger Blutstillung und Schonung des parallel
verlaufenden und zum Teil kreuzenden N. femoralis sowie der duBerst vulnerablen
V. femoralis wurde die A. femoralis superficialis proximal ihres Abganges sowie alle
Seitenaste bis zur Bifurkation der A. poplitea und der A. saphena ligiert. Um eine
vollstandige Ischdmie zu gewahrleisten wurde die A. femoralis superficialis
vollstandig exzidiert (Abbildung 2). Nach ausgiebiger Spulung mit NaCl 0,9 %

wurde die Wunde wieder schichtweise verschlossen und ein Wundverband angelegt.
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A aorta abdominalis :i
A iliaca communis \/
A iliaca externs /

A iliaca interna

A femoralis com. A eEigasﬁica inter
A circumflexa lat.
A femoralis sup. A. epigastica sup.

A femoralis prof.
A poplitea
A saphena

Abbildung 2: Darstellung der GefaBe der unteren Extremitat sowie
der Abgange der A. femoralis superficialis. Links im Bild sind die
exzidierte Femoralarterie sowie ihre legierten Abgange.

4.7 Selektive, retrograde Infusion der EPCs

An Tag 7 wurde, nach Narkoseeinleitung und den Ublichen
Operationsvorbereitungen, die V. tibialis anterior medial des Kniegelenks freigelegt
und inzidiert. Danach wurde der Polyethylenkatheter ca. 1 cm weit mit Hilfe einer
aufgesetzten 24 G Braunule (Becton Dickinson GmbH, Deutschand) in Flussrichtung
der Vene vorgeschoben und fixiert. Nach Anlegen eines Tourniquet auf H6he des
Leistenbandes, wurden die EPCs (~5x10°) bzw. die NaCl-Lésung 0,9 % (10 ml,
heparinisiert) Uber 30 Minuten kontinuierlich manuell retroinfundiert. Die Blutsperre
verhindert einen schnellen Abtransport der applizierten Substanzen aus dem
ischamischen Areal. Der dadurch erzielte Depoteffekt fuhrt zu einer hohen und
effektiven Konzentration im Gewebe (Acevedo, 1993). AnschlieBend wurde die
Blutsperre gelost, der Katheter entfernt und die Vene ligiert. Die Wunde wurde

unter Blutstillung schichtweise verschlossen und verbunden.
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4.8 Angiographie

Eine Woche nach Exzision der A. femoralis superficialis wurde die erste
Angiographie der Becken- und Beinarterien durchgefliihrt. Diese dokumentierte den
Baseline-Status. Die 4 Wochen spater durchgefiihrte Angiographie wurde mit der
von Tag 7 verglichen.

Nach Einleitung der Narkose, Rasur und Desinfektion wurde die A. carotis
communis durch einen Hautschnitt lateral des Larynx freigelegt. Nach Inzision der
A. carotis communis wurde die Schleuse flir den Angiographiekatheter in die Arterie
gelegt und sicher fixiert. Nach vorschieben des Katheters um ca. 1 cm wurden 500
I.E. Heparin-Natrium (Braun, Deutschland) verabreicht, um thromb-embolische
Ereignisse bei der anschlieBenden Angiographie zu verhindern. Unter
Durchleuchtungskontrolle wurde nun der Fuhrungsdraht Uber die A. carotis
communis bis unmittelbar an die Bifurkation der A. iliaca communis vorgeschoben.
Uber den Fiihrungsdraht konnte nun der Katheter eingefiihrt und an der Bifurkation
platziert werden. Unmittelbar vor der Kontrastmittelgabe wurden 3 mg Adenosin
(Sigma GmbH, Deutschland) appliziert, um die Angiographie im Zustand der
maximalen Vasodilatation durchzufihren. Es wurden pro Sequenz insgesamt 4 ml
Kontrastmittel (Solutrast®, Byk Gulden, Deutschland) mittels Injektor (2 ml/s)
appliziert und 25 Frames/s erstellt. AnschlieBend wurde der Katheter wieder
entfernt, die A. carotis communis ligiert, die Wunde schichtweise zugenaht und
verbunden. Die Angiographie am Tag 35 lief identisch ab. Lediglich der Zugang fand

Uber die kontralaterale A. carotis communis statt.
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Ae lliacae

Abbildung 3: Angiographie der beiden unteren Extremitaten. Links im Bild ist die rechte untere
Extremitat, rechts die Linke abgebildet. Man erkennt deutlich den Kontrastmittelabruch am
Abgang der A. femoralis superficialis rechts. Dies ist der radiologische Nachweis der korrekten
Exzision der Femoralarterie.

4.9 Auswertung der Angiogenese

An Tag 35 wurden die Tiere getdtet und Muskelproben aus der Oberschenkel- (M.
adductor magnus, M. vastus medialis) und Unterschenkelmuskulatur (M.
gastrocnemius, M. tibialis anterior, M. fibularis) entnommen, in frierendem
Methylbutan schockgefroren und bei -80 C° zwischengelagert. AnschlieBend
wurden die Muskeln in 10 um dinne Schichten transversal zum Faserverlauf mit
Hilfe eines Kryotoms geschnitten. Es wurden pro Muskel 6 Schnitte angefertigt, auf
einen Objekttrager aufgebracht und bis zur Farbung wieder im Gefrierschrank bei -
80 C° gelagert. Die Anfarbung der Alkalischen Phosphatase in den Muskelproben
erfolgte nach Ziada et al. (Ziada et al., 1984). Die alkalische Phosphatase
beschleunigt die hydrolytische Spaltung von Estern der Orthophosphorsaure mit
Hilfe von Alkoholen oder Phenolen bei einem pH-Optimum von pH 9,2 bis 9,8.
Dieses Enzym kommt hauptsachlich in Endothelzellen, Arteriolen und Kapillaren
vor. Nach der Farbung stellen sich die Kapillaren blau, die Muskelfasern hellrot dar
(Brown et al., 1988). Die gefarbten Schnitte wurden maanderférmig in 40facher

VergréBerung durch mikroskopiert und an den 5 Stellen abfotografiert, die
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eindeutig Kapillaren erkennen lieBen. Nach der manuellen Auszahlung der
Muskelfasern und Kapillaren berechnete sich die Kapillardichte wie folgt:

Zahl der Kapillaren/ Zahl der Muskelfasern pro Bild.

4.10 Auswertung der Arteriogenese

Die Angiographie stellt nur GefaBe mit einem Mindestdurchmesser von 100 uym dar.
GroBere GefaBe haben nach dem Hagen-Poiseuille-Gesetz einen stark reduzierten
Widerstand. Durch die Arteriogenese werden bereits bestehende Arteriolen
aufgrund einer Stenose der Hauptarterie und dem sich daraus ergebenden erhéhten
Shear-stress in ihrem GefaBdurchmesser vergréBert. In der Angiographie kann nun
durch einen Vergleich zwischen Tag 7 und Tag 35 die Zahl der durch
Kaliberzuwachs angiographisch neu darzustellenden Kollateralen quantifiziert
werden. Fur die Auswertung wurde Uber ein Standbild der Cine-Angiographie ein
standardisiertes Gitterraster (Abbildung 4) gelegt (Witzenbichler et al., 1998). Es
wurden alle Schnittpunkte zwischen Kollateralen und dem Gitter ausgezahlt, die im
Bereich der A.iliaca interna unterhalb des Leistenbandes und der Patella lagen. Die
Summe an Tag 35 wurde auf die an Tag 7 bezogen und als Kollateralenwachstum in
% gewertet (Asahara et al., 1995). Die Auszahlung erfolgte durch zwei

unabhangige Untersucher doppelverblindet.
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Abbildung 4: Standardisiertes Gitternetz
nach Witzenbichler et al. Dieses wird Uber das
Gebiet der exzidierten A. femoralis gelegt.

4.11 Beurteilung des Blutflusses

Mit Hilfe der TIMI frame Methode lasst sich der Blutfluss angiographisch ermitteln.
Dabei werden zwei Punkte (A und B) definiert, zwischen denen die Zahlung des
Kontrastmittelflusses vorgenommen wird (Abbildung 5). A entspricht der
Bifurkation der A. iliaca communis, B dem Ursprung der A. poplitea. Flr die

Zahlung gelten drei Bedingungen:

1. Ein Kollateralast, der nahezu vollstdandig bzw. komplett mit KM geflllt ist,
muss sich Uber die gesamte Weite des Ursprungs der Arterie ausbreiten.
2. Das KM muss beide Wande am Ursprung der Arterie ausfillen und

3. Das KM muss einen antegraden Fluss aufweisen (Gibson et al., 1996).

Da in diesem Bereich die Ischamie durch Exzision der A. femoralis superficialis
induziert wurde, kann man davon ausgehen, dass die neu gebildeten

Kollateralarterien aus der A. iliaca interna hervorgehen (Morishita et al., 1999).Die
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Zahl der Bilder, die das KM bendtigte, um beide Punkte zu passieren, wurde flr
sowohl den ischamischen (i.H.) als auch flr den nicht-ischamischen (n.H.)
Hinterlauf an Tag 7 und 35 ausgewertet. Die Flussgeschwindigkeit ist indirekt
proportional zu der Zahl der gezahlten Bilder (Frame count) (Rutishauser et al.,
1967). Der Blutfluss wird mit nachfolgender Formel berechnet, wobei der Frame

count der ischamischen auf den der nicht-ischamischen Extremitat bezogen wurde.

Frame count score = 1/frame count (i. H.): 1/frame count (n. H.)

-> Frame count score = frame count (n. H.)/ frame count (i. H.)

Die Differenz zwischen Tag 7 und Tag 35 wurde dann in Prozent bezogen auf Tag 7
angegeben. Daraus folgte, je hdher die Differenz, desto gesteigerter das
Kollateralenwachstum und desto schneller der Blutfluss. Die Ergebnisse dieser
Flussanalyse korrelieren signifikant mit denen, die man mit der Messung des

Blutflusses via fluoreszierender Mikrospharen erhalt (Lebherz et al., 2003).

A. femoralis
/’—-,\ /4— Punkt A
Kollateralen N
i~ ?
. Vot
) s
i
it “‘“—_/ Punkt B
A saphena
A poplitea

Kontrastmittelfluss

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Beurteilung des Blutflusses. Punkt A
entspricht dabei der Bifurkation der A. iliaca communis, Punkt B dem Ursprung der A.
poplitea. Zwischen diesen beiden Punkten wird die Zahl der Bilder ermittelt, die das
Kontrastmittel benétigt, um dieses Strecke zu passieren. Dabei ist die
Flussgeschwindigkeit indirekt proportional zu der Zahl der Bilder.
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4.12 Zellnachweis mit Dil

Um die eEPCs im Empfangerorganismus nachzuweisen, wurden sie mit der
fluoreszierenden Substanz Dil (1,1'-dioctadecyl-3,3,3,3'-
tetramethylindocarbocyanineperchlorat) markiert. Das Empfangerendothel wurde
mit HPA-FITC markiertem Lectin eingefarbt. Damit konnten die eEPCs nach der
Retroinfusion unter dem Fluoreszenzmikroskop in der unmittelbaren Nahe zu den
BlutgefaBen nachgewiesen werden (Vajkoczy et al., 2003/ Wei et al., 2004). Durch
die Entnahme der Muskeln zu verschiedenen Endpunkten (Tag 2, 5, 7, 10 und 12
nach Markierung) nach Retroinfusion konnte die Uberlebensdauer der

xenotransplantierten Progenitorzellen festgelegt werden.

4.13 Aortenringproben

Die Aorta descendens wurde unverziglich nach Terminierung des Kaninchens
entnommen. Nach Abspllen mit Krebs-L6ésung wurde sie in 2 mm dinne Ringe
geschnitten und in 400 pl Matrigel (Becton-Dickenson, Heidelberg, Deutschland)
eingebettet. 24 Stunden spater wurden entweder 1 pg bFGF-2 oder 5 x 10* eEPCs
Uber das polymerisierte Matrigel gegeben, um einen direkten Kontakt mit den
Aortenringen und eine mogliche Integration der Progenitorzellen zu verhindern
(Koczulla et al., 2003).

4.14 Genanalyse

Die gesamte RNS der eEPCs wurde mit dem Reagenz Trizol (Sigma) isoliert und
nach Herstellerangaben weiterverarbeitet. Um die Qualitdt der RNS zu Uberprifen,
wurden optische Dichtemessungen, Gelelektrophorese und Genexpressionsanalysen
mittels RT-PCR eingesetzt (Vajkoczy et al., 2003). Mit Hilfe der Genechips der Firma
Affymetrix (Santa Clara, Kalifornien, USA) wurde die RNS in Zusammenarbeit mit
der Arbeitsgruppe von Prof. Hoffmann (Institut fir Medizinische Mikrobiologie,
Immunologie und Hygiene, TU Minchen) aus verschiedenen Proben auf ihre

exprimierten Gene analysiert.
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4.15 RNS und Proteinanalyse

Die Isolation der RNS, die Reverse Transkription (RT) und die PCR wurde wie bei
Vajkoczy beschrieben durchgefihrt (Vajkoczy et al., 2003). Fir die einzelnen Gene
wurden die entsprechenden Primer verwendet (s. Anhang 12A). Um die Proteine zu
detektieren, wurden 2 x 10° Zellen in 600 pl 2 x Laemmli Puffer lysiert und 15 pl
pro Spur mittels Gelelektrophorese und Western-Blot nach Standardprotokollen
analysiert. Die Anti- Mif, Timpl, Timp2 und PdgfA Antikérper wurden lber R&D

Systems (Wiesbaden, Deutschland) bezogen.

4.16 Statistik

Die Ergebnisse setzen sich aus Mittelwert £ SEM zusammen. Fur die statistische
Evaluation wurde der einseitige ANOVA Test verwendet. Unterschiede in den beiden
Gruppen hinsichtlich des Kollateralenwachstums, des Blutflusses und der
Kapillardichte wurden als signifikant angenommen bei einem p<0,05. Signifikante
Ergebnisse wurden mit dem Student-Newman-Keul's-Test (SPPS statistical

program) Uberpruft.
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5 Ergebnisse

Dass eEPCs die Neovaskularisation anregen und damit die Zirkulation deutlich
verbessern, konnten wir mit verschiedenen Methoden nachweisen.
Die unmittelbare Nahe der Progenitorzellen zu den GefaBen konnte mit Dil-

markierten EPCs und der Fluoreszenzmikroskopie dargestellt werden.

5.1 Zellnachweis mit DiI-markierten eEPCs

7 Tage nach Exzision der Femoralarterie wurden die mit Dil-markierten eEPCs Uber
die Tibialvene infundiert. 5 Tage spater konnten die speziell markierten eEPCs in
den ischamischen Muskeln mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie nachgewiesen
werden (Abbildung 6A). Dabei prasentierten sich die eEPCs leuchtend rot. Um die
Endothelschicht der BlutgefaBe des Kaninchenmuskels darzustellen, wurde 5
Minuten vor Muskelenthnahme HPA-FITC markiertes Lectin infundiert. Danach
stellten sich gut perfundierte BlutgefaBe des Empfangergewebes grin dar
(Abbildung 6B). Damit lieB sich eine eindeutige Existenz der eEPCs in unmittelbarer
Nahe zu den BlutgefaBen nachweisen.

Durch die Entnahme der Muskeln zu unterschiedlichen Zeitpunkten, konnte gezeigt
werden, dass die xenotransplantierten eEPCs flr ca. 10 Tage nach der Infusion im
Kaninchen nachzuweisen sind. 14 Tage nach der Ubertragung konnten keine
signifikanten Mengen Dil-markierter eEPCs unter dem Fluoreszenzmikroskop mehr

registriert werden (Abbildung 7).
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Abbildung 6: A) Links: Die mit Dil-markierten eEPCs wurden via Retroinfusion eine Woche nach
Induktion der Ischamie appliziert. 5 Tage spdter wurde der M. gastrocnemius entnommen. Unter
dem Fluoreszenzmikroskop konnten die transplantierten eEPCs in und um die GefaBstrukturen
detektiert werden. Rechts: Phasenkontrastaufnahme desselben Ausschnitts.
B) Links: die Dil-markierten eEPCs stellen sich rot dar; Rechts: das Endothel stellt sich griin dar,

nachdem es 5 Minuten vor Muskelenthahme mit FITC konjugierter Helix pomatia Lectin gefarbt
wurde.
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Abbildung 7: Quantitative Darstellung der vorhandenen eEPCs zu verschiedenen Zeitpunkten der
Muskelentnahme (2, 5, 7, 10 und 14 Tage nach Retroinfusion der eEPCs). n=3 pro Tag; # P< 0,05
vs. Tag 2; § P< 0,05 vs. alle anderen Tage der Entnahme.

Neben dem Nachweis der direkten Anwesenheit der eEPCs in unmittelbarer Nahe zu
Muskelzellen und GefaBen, wurde mit Hilfe der Aortenringversuche die

proangiogene Eigenschaft der eEPCs nachgewiesen.

5.2 Nachweis der endogen induzierten Angiogenese

Mit Hilfe der Aortenringversuche konnten wir nachweisen, dass die embryonalen
EPCs nicht nur mit neuen GefaBen raumlich assoziiert, sondern auch eine
reichhaltige Quelle an Angiogenese induzierende Faktoren sind. Die auf die
explantierten Aortenringe aufgetragenen eEPCs verstarkten die Aussprossung neuer
Kapillaren mittels Sekretion proangiogenetischer Faktoren. Die ausgepragten
GefaBnetzwerke glichen den durch FGF-2 induzierten GefaBnetzwerken
auBerordentlich stark (Abbildung 8). Verglichen mit der Kontrollgruppe war die

Zunahme der Kapillarsprossen deutlich zu erkennen.
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Control FGF-2 eEPCs

Abbildung 8: Im Vergleich zur Kontrollgruppe erkennt man eine ausgeprdgte Induktion der
Angiogenese ex vivo. Nach der Platzierung der Aortenringe auf Matrigel und der Polymerisation
wurden 5 x 10* eEPCs bzw. 10upl/ml FGF-2 hinzu gegeben. Verglichen mit der Kontrollgruppe
induzieren die eEPCs eine ausgepragte Aussprossung neuer Kapillaren. Diese ahnelt stark der durch
FGF-2 induzierten Angiogenese. Dies zeigt, dass die eEPCs proangiogene Faktoren sezernieren.

Da die aufgetragenen eEPCs einen ahnlich starken Effekt auf die
Kapillaraussprossung in den Aortenringversuchen zeigten wie bereits bekannte
proangiogene Faktoren wie FGF-2, versuchten wir mit Hilfe der PCR und Western-

Blot-Methode die entsprechenden angiogenen Faktoren der eEPCs zu analysieren.

5.3 Nachweis der proangiogenen Faktoren

Mit Hilfe der Affymetrix Genchips untersuchten wir die aus Zellkulturen isolierte
RNA. Das exprimierte Genmuster wies ein breites Spektrum an Wachstumsfaktoren
und Proteinen mit enzymatischer Wirkung auf das Gewebe auf. Die Sequenzierung
zeigte die molekularen Optionen der eEPCs ihre unmittelbare Umgebung mit Hilfe
sezernierter Faktoren zu beeinflussen auf (siehe Anhang 12 B). Nach der
Transplantation in ischamische Gebiete produzieren die embryonalen
Vorlauferzellen groBe Mengen proangiogener Faktoren. Darunter finden sich nicht
nur die bekannten Wachstumsfaktoren VEGF-A und -B, sondern auch Molekile

deren Funktionsweisen weniger gut bekannt sind. All diese Faktoren stimulieren die
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Neovaskularisation auf verschiedene Art und Weise. Auch Faktoren der
Wundheilung, z.B. Thymosin -84, werden in groBen Mengen sezerniert. Thymosin-
B4 hat einen bedeutenden Anteil bei der Regeneration kardialer Zellen nach einem
Myokardinfarkt (Bock-Marquette et al.,, 2004). Die hohen Spiegel an
Metalloproteaseinhibitoren lassen auf eine Modulation der Proteasenaktivitat durch
die embryonalen Vorlauferzellen schlieBen. Die auBerst geringen Mengen der
proinflammatorischen Zytokine (IL-1,2 und 6) zeigen, dass die eEPCs kein Trigger

flr eine akute Entziindungsreaktion sind.

Um die Affymetrixdaten zu validieren und die Gene bzw. Proteine herauszufiltern,
die tatsachlich relevant flr die angiogene Eigenschaft der eEPCs waren, setzten wir
die RT-PCR und den Western-Blot ein.

5.4 Validierung der Affymetrixdaten

Die Analyse der angiogenen Faktoren erfolgte mit genspezifischen Primern. Sie
zeigt, dass mit Hilfe der RT-PCR verschiedene Wachstumsfaktoren und
Proteaseregulatoren in unterschiedlichen Mengen nachzuweisen waren. Dabei
zeigte die Dichte der Bandbreite eine gute Ubereinstimmung mit dem
Expressionslevel in den Affymetrixdaten. In dem anschlieBend durchgefiihrten
Western-Blot wurden nur noch die Proteine detektiert (z.B. PDGFA, MiF), die bereits
in den Affymetrixdaten und in der PCR in ausreichend hoher Menge exprimierte
wurden. Je hdher der Expressionswert des Gens, desto intensiver wurde die
Bandbreite in der RT-PCR, was einer erhéhten Menge an mRNA entspricht. Anhand
der Western-Blot- Analysen zeigte sich, dass ein Rickschluss auf die Proteinmenge
anhand der Héhe der mRNA-Spiegel mdglich war. LieBen sich die Proteine mittels
RT-PCR gut darstellen, war dies gleichzusetzen mit erhéhten mRNA Spiegeln. Dies
wiederum lieB auf eine ausgezeichnete Detektion im Western-Blot schlieBen. MiF
z.B. zeigte einen hohen Expressionswert in den Affymetrixdaten. Er lieB sich
ebenfalls sehr gut in der RT-PCR abbilden. Auch im Western-Blot konnte das Protein

detektiert werden. VEGF dagegen hatte einen niedrigen Expressionswert, wurde nur
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maBig mittels der RT-PCR abgebildet und konnte im Western-Blot nicht dargestellt
werden (Abbildung 9).

In den bisher aufgefihrten Ergebnissen konnten wir zeigen, dass sich die eEPCs in
unmittelbarer GefaBnahe zu finden sind und Uber proangiogene Faktoren zu einer
Kapillaraussprossung in-vitro fihren. Aber auch in-vivo fihren die transplantierten
eEPCs zu einer deutlichen Zunahme der Kapillaren und Kollateralen sowie - daraus

resultierend- auch zu einer Perfusionssteigerung in ischamischen Geweben.
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Abbildung 9: eEPCs exprimieren ein breites Spektrum an Wachstumsfaktoren und
Proteaseaktivatoren. Die Abbildung A) zeigt die von eEPCs exprimierten Gene, die wir mittels RT-
PCR und spezifischen Primern darstellen konnten. In B) erkennt man die mittels Western-Blot
validierten Affymetrixdaten.
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Eine Zunahme der Angiogenese wurde anhand der Kapillardichte analysiert.

5.5 Angiogenese — Kapillardichte

Nach der histochemischen Farbung der Alkalischen Phosphatase stellten sich die
Kapillaren blau, die Muskelfasern hellrot dar. Dadurch konnten wir unter dem
Lichtmikroskop die Kapillardichte als Verhaltnis Zahl der Kapillaren zu der Zahl der
Muskelfasern bestimmen. Im rechten Bild der Abbildung 10 erkennt man eine
deutliche Zunahme der Kapillaren um die einzelnen Muskelfasern nach

Retroinfusion der eEPCs. Zum Vergleich ist die Kapillarendichte der Kontrollgruppe

(linkes Bild) nur gering ausgepragt.

Abbildung 10: Rechts ist ein mit AP eingefarbter Muskel der EPC-Gruppe abgebildet. Im Vergleich
mit der Kontrollgruppe links lasst sich ein deutliche Zunahme der Kapillarendichte (schwarz) um die
einzelnen Muskelfasern erkennen.

Vier Wochen nach der retrograden Infusion der eEPCs in die V. tibia konnten wir in
allen untersuchten Muskeln des Hinterlaufs eine signifikant verbesserte
Kapillardichte feststellen (p< 0,05). Die EPC-Gruppe wies eine Kapillardichte von
1,60+0,3 auf, wahrend sie in der Kontrollgruppe 0,99+0,2 betrug (Abbildung 11).
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Abbildung 11: 28 Tage nach der Transplantation der eEPCs (Tag 35) hat das Verhdltnis Kapillare
zu Muskelfaser signifikant zugenommen. Die Quantifizierung erfolgte in 3 verschiedenen Muskeln
(Mm. Gastrognemius, tibialis anterior und adductor). n=5; # P< 0,05 vs. der Kontrollgruppe.

Mit Hilfe eines Uber die Angiographiebilder gelegten Gitternetzes konnten wir die

Arteriogenese als Kollateralenzuwachs analysieren.

5.6 Arteriogenese - Kollateralwerte

Vier Wochen nach der Retroinfusion zeigte sich ein deutlicher Unterschied in den
Kollateralwerten zwischen den beiden Versuchsgruppen. Vergleicht man die Werte
der Kontrollgruppe an Tag 35 mit denen an Tag 7, konnte kein signifikanter
Zuwachs an Kollateralen erkannt werden (101£9 %). Im Gegensatz dazu konnte
man bei den Tieren der EPC-Gruppe einen deutlichen Anstieg der Kollateralenzahl
feststellen (201+51 %, p< 0,05) (Abbildung 13). Die Kollateralwerte an Tag 7
entsprechen 100 %. Die Werte an Tag 35 werden dazu in Relation gesetzt und
geben das prozentuale Kollateralenwachstum zwischen Tag 7 und Tag 35 an. In der
EPC-Gruppe zeigt sich eine signifikante Zunahme der Kollateralen verglichen mit

der Kontrollgruppe (p<0,05).
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Die Abbildung 12 zeigt einen Ausschnitt der Angiographie an Tag 35. Dargestellt ist der
ischédmische Hinterlauf der beiden Gruppen. Der Zuwachs an Kollateralen ist in der eEPC-Gruppe
(rechts) eindeutig groBer als in der Kotrollgruppe (links).
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Abbildung 13: Die Kollateralenzahl wurde an Tag 35 ermittelt und in % zu Tag 7 angegeben. Auch
hier zeigte sich, dass die mit eEPCs behandelten Tiere eindeutig mehr neue Kollateralen ausgebildet
hatten als die Tiere in der Kontrollgruppe. n=5; # P< 0,05 vs. Kontrollgruppe.
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Mit Hilfe der Cinedensitometrie wurde der Blutfluss im ischamischen Hinterlauf

gemessen.

5.7 Perfusion - Blutfluss

Die Zunahme der Kapillaren und der Kollateralen korrelierte mit einer Verbesserung
der Perfusion. Es zeigte sich ein signifikanter Unterschied in den beiden Gruppen.
Wahrend die Kontrollgruppe einen um 111,7+17,9 % verbesserten Blutfluss
aufwies, steigerten die retroinfundierten EPCs diesen um 140+14,4 % in der eEPC-
Gruppe (Abbildung 14; p<0,05).

Beide Werte bezogen sich auf die Baseline-Angiographie an Tag 7. Je hdher die
Differenz zwischen Tag 7 und Tag 35, desto gesteigerte ist der Kollateralenzuwachs

und daraus folgend die Perfusion.
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Abbildung 14: Bei der Angiographie mit Kontrastmittel an Tag 35 zeigte sich eine signifikant
verbesserte Perfusionssituation bei der EPC-Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe. n=5; # P< 0.
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6 Diskussion

Die therapeutische Induktion der Neovaskularisation stellt einen verlockenden
Ansatz in der Therapie des ischamischen Gewebeuntergangs nach einem akuten
Herzinfarkt, einem Schlaganfall oder bei der chronischen peripheren arteriellen
VerschluBkrankheit dar. Dabei gilt es zu beachten, dass die Neovaskularisation in
unterschiedliche Prozesse unterteilt werden kann. Die Vaskulogenese bezeichnet
heutzutage nur noch die primare Ausbildung embryonaler GefaBnetzwerke. Die
Angiogenese Dbeschreibt die Kapillaraussprossung durch Integration und
Differenzierung endothelialer Progenitorzellen in Endothelzellen. Bei der
Arteriogenese entstehen neue KollateralgefaBe aus bereits bestehenden Arteriolen
aufgrund eines erhdhten Shear-stress nach Verschluss eines groBen arteriellen
GefaBes. Uber die Hdhe des Anteils der Angio- und Arteriogenese bei der
Neovaskularisation im adulten Organismus und damit auf die Verbesserung der
Perfusionssituation im verletzten Gebiet gibt es unterschiedliche Meinungen. Auch
Uber die beteiligten Substanzen oder Vorlauferzellen gibt es zahlreiche Studien und
unterschiedliche Ergebnisse. Wir haben in der vorliegenden tierexperimentellen
Studie den potentiellen Einfluss embryonaler endothelialer Progenitorzellen auf die
Angiogenese und Arteriogenese untersucht. Dabei wurden die eEPCs in den
ischamischen Hinterlauf des Kaninchens vends retroinfundiert.

Bei der Angiogenese finden sich erhdhte Spiegel zirkulierender EPCs. Ursache daflr
ist ein signifikanter Anstieg des Wachstumsfaktors VEGF und des HIF-la im
hypoxischen Gewebe sowie eine gesteigerter Aktivierung der MMP-9. Die Folge ist
eine Stimulation der Freisetzung der EPCs aus dem Knochenmark (Takahashi et al.,
1999/ Gill et al., 2001/ Kalka et al., 2000/ Kalka et al., 2000/Heissig et al., 2002).
In friheren experimentellen Arbeiten mit retrograd infundierten
Wachstumsfaktoren wie z. B. FGF oder VEGF konnte meist nur eine Zunahme der
Kapillardichte in der ischamischen Unterschenkelmuskulatur nachgewiesen werden.
Dagegen konnte keine Angiogenese im Oberschenkelbereich festgestellt werden.
Dies flihrte man auf die ischamieabhangige Wirkung der Wachstumsfaktoren und
damit der Angiogenese zurlick. Da verschiedene Untersucher zeigen konnten, dass

die Oberschenkelmuskulatur im Kaninchenmodell fir chronische Ischamie keine
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bzw. nur eine geringe Ischamie aufwies, lieBen sich diese Befunde gut in Einklang
damit bringen (Deindl et al., 2001/ Ito et al.,, 1997/Karl, 2005). Die
Schlussfolgerung, Angiogenese funktioniere hauptsachlich in hypoxischen Arealen,
konnten wir aus unseren Untersuchungen nicht nachvollziehen. Die
retroinfundierten eEPCs flUhrten zu einer signifikant erhéhten Kapillardichte sowohl
in der Oberschenkel- als auch in der Unterschenkelmuskulatur. Anders als die
Angiogenese scheint die Arteriogenese nicht in hypoxischem Gewebe statt zu
finden. Die Arteriogenese stellt damit ein eigenes Phanomen der
Perfusionsverbesserung dar (Schaper et al., 1999/ Carmeliet, 2000). Sie findet
proximal der ischamischen Zone statt und ist auch nicht auf erhéhte VEGF-Spiegel
angewiesen (Helisch et al., 2003/ Schaper et al., 1996/ Ito et al., 1997/ Deindl et
al., 2000). Nach Okklusion der Femoralarterie konnten zum Beispiel keine erhdhten
Spiegel von HIF-1 alpha bzw. VEGF gefunden werden (Deindl et al., 2001). Da aber
die Versuche meist am Model des ischamischen Hinterlaufs vorgenommen wurden,
ist nach wie vor nicht auszuschlieBen, dass Arteriogenese nicht doch auch unter
hypoxischen Bedingungen ablaufen kénnte (Heil et al., 2006). Kollateralarterien
sind bereits bestehende Arteriolen, die sich in funktionierende Arterien umwandeln
kdnnen. Dieses Phanomen wird als Arteriogenese bezeichnet. Kennzeichen der
Arteriogenese sind zunehmender Shear-stress als Folge der Okklusion einer Arterie,
das Vorhandensein von Arteriolen und v.a. das Einwandern von zirkulierenden
EPCs. Erst der vermehrte Blutfluss Uber die Arteriolen Idsst diese in ihrem
Durchmesser groBer werden. Dass sowohl die Angio- als auch die Arteriogenese
ohne EPCs nicht signifikant nachzuweisen war, zeigte der Vergleich mit der
Kontrollgruppe, in der NaCl 0,9% appliziert wurde. In dieser Gruppe konnte keine
eindeutig nachweisbare Zunahme der Kapillardichte, des Kollateralenwachstums
oder des Blutflusses zwischen Tag 7 und Tag 35 festgestellt werden. Hershey und
v.a. Schaper postulieren, dass der Prozess der Arteriogenese einen wesentlich
effektiveren Mechanismus zur Kompensation eines arteriellen Verschlusses darstellt
als die Angiogenese (Hershey et al., 2001/ Buschmann; 1999/ Buschmann, 2000).
Diese Ansicht wird auch von Ito et al. geteilt. Zwar tragt die Angiogenese
wahrscheinlich zur Verbesserung der Durchblutungssituation im ischamischen

Gebiet bei, eine ausreichende Blutversorgung ist jedoch nur {ber die neu
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ausgebildeten Kollateralarterien mdglich (Ito et al., 1997). Matsuo et al.
postulieren, dass v.a. die Fahigkeit Kollateralen auszubilden den Schaden im
ischamischen Gebiet begrenzen kann (Matsuo et al., 2008). Beide Lager
beschreiben eine direkte Beteiligung der EPCs an der Neovaskularisation. Dies wird
auch mit dem Begriff der Hardware Hypothese bezeichnet.

Neuere praklinische Studien kénnen jedoch die Hypothese, dass vom Knochenmark
abstammende Stamm- oder Progenitorzellen sich tatsachlich in das Endothel
wachsender GefaBBe einfligen, nicht immer bestatigen. Die verbesserte GefaB- und
Perfusionssituation koénnte auch als indirekter Effekt der vorhandenen EPCs
innerhalb des verletzten Gewebes verstanden werden (Ziegelhoeffer et al., 2004/
Heil et al., 2004). Hier lasst sich entgegenhalten, dass in unseren Versuchen die
Tiere der Kontrollgruppe keinen signifikanten Anstieg des Kapillar-Muskelfaser-
Verhaltnisses aufwiesen. Auch die Zahl der Kollateralen zeigte an Tag 35 keine
wesentliche Steigerung gegeniber Tag 7. Kadme eine Induktion der Angio-bzw.
Arteriogenese nur durch den Einfluss lokal bereits vorhandener EPCs zustande,
sollten sich die Ergebnisse in der Versuchs- und Kontrollgruppe gleichen. Auch
konnten wir anhand der DI-markierten EPCs nachweisen, dass diese ab dem 14 Tag
nicht mehr vorhanden waren. Ein therapeutischer Effekt war jedoch Uber den 14.
Tag hinaus zu erkennen. Dies bestatigt die parakrine Hypothese, nach der die
Neovaskularisation Uber sezernierte Wachstumsfaktoren und parakrin angelockte
EPCs hauptsachlich von zirkulierenden EPCs angestoBen und aufrecht erhalten wird.
Waren v.a. integrierte Vorlauferzellen daflir verantwortlich, missten wir auch nach
dem 14. Tag noch relevante Mengen dieser am Ort des Geschehens nachweisen
kdnnen. Einen weiteren Hinweis einer indirekten, parakrinen Beteiligung der eEPCs
an der Angiogenese lieferten uns die Aortenringversuche. Durch Aufbringen der
Progenitorzellen auf in Matrigel eingebettete Aortenringe konnten wir eine
ausgepragte Induktion der Kapillaraussprossung induzieren. Aufgrund des Matrigels
wurde ein direkter Kontakt der Zellen mit den Endothelzellen der Aorta verhindert.
Das AusmaB der Angiogenese war vergleichbar mit der durch den potenten
Wachstumsfaktor FGF-2 ausgeldsten Angiogenese. D.h., die Aussprossung konnte
nur durch parakrine Faktoren stimuliert worden sein. Und diese Substanzen wurden

eindeutig von den aufgetragenen eEPCs sezerniert, da das Matrigel keine
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proangiogenetischen Faktoren enthielt. Bei der genaueren Analyse der potentiell in
Frage kommenden Faktoren stellten wir fest, dass der bis dato als Uberaus
wichtiger Motor der Angiogenese beschriebene Wachstumsfaktor VEGF im
Expressionsprofil der eEPCs eine eher untergeordnete Rolle zu spielen scheint. Mit
Hilfe der Affymetrix Genchips war VEGF nur mit einem geringen Expressionswert
vertreten. Auch in der PCR lieBen sich nur geringe Mengen mRNS detektieren. Und
auch im Western-Blot war VEGF Uberhaupt nicht mehr nachzuweisen. Dasselbe
konnten wir flir bFGF feststellen. Im Gegensatz dazu waren v.a. der
Angiogenesefaktor PDGFA und das Zytokin MiF sowie die Proteaseregulatoren Timp
1 und 2 in groBen Mengen vertreten. Die These, dass bei Ischamie VEGF die EPC
verstarkt aus dem Knochenmark ausschwemmt und sie in das Gebiet der Ischamie
leitet, scheint uns daher zunehmend umstritten. Angiogenese ist vielmehr die
Induktion der Neovaskularisation mittels Wachstumsfaktoren, Zytokinen u.a.
Proteinen die von den eEPCs sezerniert werden. Wichtig dabei ist, dass diese auch
noch stattfindet, selbst wenn die urspringlich transplantierten Progenitorzellen
bereits nicht mehr nachzuweisen sind. Die infundierten eEPCs schaffen eine
proangiogene Umgebung, in dem sie angiogeneseférdernde Proteine exprimieren
und sezernieren und gleichzeitig weitere EPCs aus der Blutzirkulation und damit
auch aus dem Knochenmark in das ischamische Gewebe anlocken. Diese geben
dann ebenfalls wieder angiogenetische Proteine an das Blut und ihre Umgebung ab.
Dabei bleibt zu klaren, ob die adulten aus dem Knochenmark stammenden EPCs die
Angiogenese in dhnlich potenter Weise stimulieren kénnen wie die embryonalen.

Die in dieser Studie verwendeten klonalen embryonalen EPCs weisen eine grofB3e
Varietat exprimierter und sezernierter Proteine auf. So nehmen sie mit Hilfe von
Zytokinen, Chemokinen, Angiogenesefaktoren und verschiedenen
Proteaseinhibitoren Einfluss auf den Gewebeumbau. Uberraschend ist dabei, dass
ca. 35% dieser Moleklile und ihre Rezeptoren aus dem embryonalen BMP und wnt
Signalweg stammen. Diese sind nicht nur flir die Organentwicklung sondern auch
fir die embryonale Vaskulogenese enorm wichtig. Diese einzigartige Quelle an
entwicklungsaktiven Proteinen ist vielleicht der Vorteil embryonaler Zellen. Dass
sich die Expressionsprofile embryonaler von denen adulter Stammzellen

unterscheiden und somit auch flr unterschiedliche Aufgaben zusténdig sein

6 Diskussion Seite 41 von 67



kdnnten, zeigte ein Vergleich zwischen exprimierten Zytokinen in embryonalen und
adulten, vom Knochenmark abstammenden, Stammzellen (Kinnaird et al., 2004).
Vergleicht man nun die exprimierten Zytokine der eEPCs mit denen adulter
Stammzellen, findet man nur eine begrenzte Ubereinstimmung. Von den 19
gefundenen Zytokinen finden sich lediglich TGFB, PDGF, VEGF-A und VEGF-B wieder
(Urbich et al., 2005). Aus dieser Erkenntnis Iasst sich mdglicherweise ableiten, dass
EPCs unterschiedlicher Herkunft nicht nur ein jeweils eigenes Expressionsverhalten
zeigen sondern auch flUr verschiedene Aufgaben vorgesehen sind. Um diese
Vermutung zu untermauern gilt es die Expressionsprofile der verschiedenartigen
EPCs genauer herauszuarbeiten (Kupatt et al., 2005).

Flir die therapeutische Zukunft scheinen die auf Stammzellen basierende
Therapieansatze einen entscheidenden Vorteil gegeniber der Applikation einzelner
Faktoren zu haben. Die EPCs induzieren die Angiogenese durch die
Ausdifferenzierung in reife ECs und durch die Sekretion proangiogener Faktoren.
Ein weiterer Vorteil ist die Produktion hoher Spiegel an kardioprotektiven Molekiilen
wie zum Beispiel Thymosin-B84. Zu klaren bleibt die Frage, ob es notwendig ist, das
gesamte Spektrum an potentiell exprimierbaren Proteinen zu applizieren. Von
groBem Interesse ist die Uberlegung, dass eine effektive Induktion der Angiogenese
und damit der Geweberegeneration lediglich durch die Applikation weniger Vertreter
der einzelnen Proteingruppen moglich sein kdnnte. Zu klaren bleibt dabei auch, ob
sich die wunerwinschten Wirkungen der Zelltransplantation (Tumorinduktion,
Verbleib der Stammzellen im Gewebe Uber den gewlinschten Zeitraum hinaus,
unkontrollierbare Langzeitnebenwirkungen) durch Gabe bestimmter Proteine oder
spezieller Zellen vermieden werden kénnen. Optimal ware dabei, wenn die Zellen
exakt auf die jeweilige Krankheit zugeschnitten werden oder der Proteinmix viele
verschieden Aufgaben gleichzeitig erledigen kdnnte (Kupatt et al., 2005).

Neben der applizierten Substanz spielt auch die Applikationsart eine entscheidende
Rolle. In diversen Studien wurden die Progenitor-/Stammzellen bzw.
Wachstumsfaktoren meist intramuskuldar oder systemisch intraventds bzw.
intraarteriell verabreicht. Bei der systemischen Applikation bendétigt man grofB3e
Mengen der entsprechenden Substanz, um im Zielgebiet einen ausreichenden Effekt

zu erzielen sowie eine mehrmalige Applikation (Lazarous et al., 2000/ Baffour et
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al., 1992). Das setzt voraus, dass die Substanz in groBen Mengen erhaltlich ist und
dem dbrigen Organismus moglichst keinen Schaden zufligt. Verabreicht man
systemisch Wachstumsfaktoren ware eine unerwlinschte Angiogenese z.B. der
Retina zumindest denkbar. Miller et al. konnten 1994 einen Zusammenhang
zwischen erhéhten VEGF-Spiegeln und einer Retinopathie feststellen (Miller et al.,
1994). Auch Liu et al. kommen in ihrer Studie an Diabetespatienten zu dem
Schluss, dass durch die Retinaischamie die Zahl an aktivierten EPCs zunimmt und in
einer Retinopathie resultiert (Liu et al., 2010). Eine intraarterielle Infusion setzt
voraus, dass die Perfusion proximal des ischamischen Gewebes wieder erotffnet ist.
Intramuskular stellt im Hinblick auf den Patientenkomfort keine Alternative dar.
AuBerdem verteilen sich die applizierten Substanzen nur sehr inhomogen und an
der Injektionsstelle kann es zu Kapillarschwadmmen und Abszessen kommen (Dor et
al., 2002). Lebherz et al. zeigten 2003, dass sich mittels vendser Retroinfusion eine
héhere Konzentration eines radioaktiv markierten Tracers im Zielgebiet erzielen lies
als mit einer intraarteriellen Applikation (Lebherz et al., 2003). Auch Karl kam im
Rahmen seiner Dissertation zu dem Schluss, dass die vendse retrograde Infusion
der intraarteriellen und intramuskuldaren Applikation von Wachstumsfaktoren
Uberlegen sei (Karl, 2005). Der Vorteil dabei sind eindeutig die direkte Applikation
in das ischamische Zielgewebe und durch ein gleichzeitig angelegtes Tourniquet
verhinderter schneller Abfluss der infundierten eEPCs. Die Verweildauer wird erhdht
und gleichzeitig erhéht sich die Chance, dass sich die transplantierten eEPCs
integrieren bzw. durch Sekretion proangiogener Faktoren sowohl weitere EPCs aus
der Zirkulation anzulocken als auch wichtige Schritte in Richtung
Geweberegeneration einzuleiten.

Bei den positiven Ergebnissen in tierexperimentellen Studien gilt es nach Heil et al.,
drei wichtige Voraussetzungen zu berlcksichtigen, bevor eine Anwendung am
Menschen stattfinden konnte:

Erstens, hat man bei Tierversuchen den groBen Vorteil, dass man den Zeitpunkt der
Behandlung optimal wahlen kann. Dies ist bei Menschen nahezu unmaéglich, da der
Zeitpunkt des Verschlusses oft nicht bekannt ist oder schon léanger zurtck liegt.
Zweitens, die meisten Experimente finden an jungen, gesunden Tieren statt. Das

Patientenkollektiv, das spater von den Erkenntnissen profitieren soll, ist meist alter
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und weist zahlreiche kardiovaskuldare Erkrankungen als Folge der Atherosklerose
auf.

Drittens, haben die Tierversuche gezeigt, dass selbst junge Tiere nur ca. 40% des
maximalen Flusses durch Kollateralarterien ersetzen. Eine echte therapeutische
Option ware allerdings nur eine Zunahme des Flusses Uber Kollateralen auf 100%
(Heil et al., 2004).

Diese Anmerkungen von Heil et al. kdnnen durch zahlreiche Studien an Menschen
widerlegt werden. Klinische Studien an pAVK- und Herzinfarktpatienten konnten
durch die Applikation von EPCs eine verbesserte Perfusionssituation erzielen. Die
verbesserte Morphologie zeigte sich auch funktionell. U. a. in einer Reduktion des
Ischamieschmerzes und einer Verlangerung der Gehstrecke sowie in einer
verbesserten LV-EF (Tateishi-Yuyama et al., 2002/ Britten et al., 2003/ Wollert et
al., 2004/Shintani et al., 2001). All diese Patienten wiesen kardiovaskulare
Risikofaktoren auf, zeigten artherosklerotische GefaBveranderungen und waren
eher von hoéherem Alter. Auch der Zeitpunkt des GefaBverschlusses war nicht
immer exakt zu definieren, so dass auch die Therapie mit den EPCs nicht immer
unmittelbar im Anschluss an das Ereignis appliziert werden konnten. Ein Nutzen
durch die applizierten EPCs konnte auch an Verbrennungspatienten nachgewiesen
werden. Auch hier konnten die Progenitorzellen das ischamische Areal reduzieren
sowie die Neovaskularisation induzieren und férdern (Gill et al., 2001).

Ein weiterer Kritikpunkt sind madgliche EinfluBfaktoren auf die Proliferation und
Differenzierung der EPCs in Kultur und in vivo. In vitro kdnnten bestimmte
Wachstumsfaktoren im Medium, die Antikérper der Mikrobreads oder auch der
Kontakt mit extrazelluldremm Material (z.B. Plastik) eine wichtige Rolle spielen.
Hingegen kdnnten reife ECs im Korper die EPCs ebenso beeinflussen. (Quirici et al.,
2001/ Murohara, 2001).

Ein anderes Problem stellt die Gewinnung und Bereitstellung ausreichender Mengen
applizierbarer EPCs dar. Endotheliale Progenitorzellen lassen sich u.a. aus
Knochenmark oder Blut gewinnen. Beide Methoden sind jedoch nicht optimal. Um
an Knochenmark in ausreichender Menge zu gelangen ist meist eine Anasthesie
notwendig, die bei dem Dbetroffenen Patientenkollektiv mit multiplen

Vorerkrankungen nicht ohne Risiko ist (Tateno et al., 2006). AuBerdem scheinen
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die Vorlauferzellen, die man von pAVK-Patienten gewinnt, nicht mehr optimal bzgl.
ihrer proangiogenen Eigenschaften zu sein (Schatteman et al., 2006/ Yamamoto et
al., 2004). Auch Uber die Zahl der zirkulierenden EPCs ist man sich nicht einig
(Peichev, Dignat-Georg). Sicher jedoch ist, dass in gesunden Probanden die Zahl
der EPCs deutlich héher ist als in bereits erkrankten Patienten. Eine Studie von
Pelliccia et al. zeigte einen deutlichen Unterschied in der Anzahl zirkulierender
Vorlauferzellen bei gesunden Frauen in der Menopause verglichen mit Frauen und
Mannern im selben Alter mit bereits bestehender KHK (Pelliccia et al., 2009). Eine
Alternative ware also die Gewinnung der EPCs aus gesunden Freiwilligen oder die
Verwendung EPC- &hnlicher Side-Populations, die man normalerweise aus dem
Knochenmark gewinnt. Eine weitere Option stellt die Zahnpulpa bereits gezogener
Zahne dar (Iohara et al., 2008).
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7 Zusammenfassung

Die periphere arterielle VerschluBkrankheit betrifft in den Industrienationen 10 %
der mannlichen Bevdlkerung. Trotz vieler therapeutischer Optionen (Behandlung
von Risikofaktoren, Perfusionsverbesserung durch PTA, Bypasschirurgie) endet
diese Erkrankungen noch haufig in der Amputation der betroffenen Extremitat. In
den letzten 2 Jahrzehnten wurden grundlegende Erkenntnisse der
Neovaskularisation erforscht und in experimentelle Studien zur therapeutischen
Neovaskularisation umgesetzt.

Ziel dieser Arbeit war es, einen eindeutig positiven Effekt der durch retrograde
intravendse Infusion applizierten eEPCs auf die Neovaskularisation zu beweisen, da
es bislang nur Hinweise auf ihre Beteiligung gab.

Mit der Dil-Methode konnten wir zum einen beweisen, dass die transfundierten
eEPCs tatsachlich im Empfangergewebe vorhanden waren. Zum anderen konnten
wir deren Uberlebensdauer bis auf ca. 10+2 Tage nach Retroinfusion datieren. Die
retrograde intraventdse Applikation der eEPCs flhrte zu einer deutlichen
Verbesserung der Neovaskularisation in der betroffenen Extremitat. Verglichen mit
der Kontrollgruppe wies die EPC-Gruppe ein signifikant hoéheres Kapillar-
Muskelfaser-Verhaltnis in der AP-Farbung auf. Die Angiogeneserate war in dieser
Gruppe deutlich starker ausgepragt. Die Auszahlung der Zahl der Kollateralen mit
Hilfe des standardisierten Gitters ergab eine ausgepragtere Arteriogenese in der
EPC-Gruppe. Die Kontrollgruppe wies nahezu keine Zunahme der Kollateralenzahl
auf. Auch die Perfusion war nach Infusion der eEPCs verbessert. Dies zeigte die
Ermittlung des Blutflusses anhand der TIMI Frame Count Methode. Das
Kontrastmittel benétigte in der Studiengruppe deutlich weniger Zeit, um vom
proximalen zum distalen Exzisionspunkt zu gelangen. Dies wiederum lieB auf einen
verbesserten Blutfluss durch das einst ischamische Gebiet schlieBen. Anhand
unserer Aortenringversuchen konnten wir beweisen, dass eEPCs parakrin wirkende
Faktoren sezernieren und damit die Kapillaraussprossung induzieren. Die Affymetrix
Genchips lieferten uns eine lange Liste mdglicher Wachstumsfaktoren, Chemokine
und Zytokine, die fur diesen parakrinen Effekt in Frage kamen. Die RT-PCR-Analyse

lieferte dann einen Hinweis auf die Menge der mRNS der einzelnen Substanzen. Der
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Western-Blot filterte dann letztendlich die Faktoren heraus, die wirklich relevant fur
die parakrine Eigenschaft der eEPCs waren. Interessant war dabei das Ergebnis,
dass der bekannte Wachstumsfaktor VEGF exprimiert wurde, jedoch bei unseren
eEPCs keine wichtige Rolle bei der parakrinen Induktion der Angiogenese zu spielen
scheint.

Zusammenfassend stellt die Applikation von eEPCs direkt in das ischamische Gebiet
via venoéser, retrograder Infusion eine therapeutische Option dar, eine pAVK
effektiv zu behandeln. Durch diese Technik werden eine zielgenaue Applikation und
ausreichend lange Anreicherung der eEPCs im Bereich der Ischamie erreicht. Die
Neovaskularisation induzieren die eEPCs hauptsachlich indirekt mittels parakrin
wirkender Wachstumsfaktoren, Regulatoren und Inhibitoren der Angiogenese. Uber
diese Substanzen locken sie weitere EPCs aus der Zirkulation in das ischamische
Gebiet an. Die Angiogenese wird fortgeflihrt, obwohl die urspringlich applizierten
Progenitorzellen nicht mehr nachzuweisen sind. Ein positiver Nebeneffekt ist, dass
wir bei unseren Versuchstieren keine Nebenwirkungen in Form starker
Entziindungs- oder AbstoBungsreaktionen beobachten konnten. Dies ist ein weiterer
Vorteil in der therapeutischen Applikation dieser Zellen, da auch keine
immunsuppressive oder antiphlogistische Therapie notwendig ist. Endotheliale
Progenitorzellen stellen aus unserer Sicht auch in Zukunft eine therapeutische
Option in der Behandlung einer peripheren arteriellen VerschluBkrankheit dar,
sofern diese retrograd am Ort der Ischamie vends infundiert werden. Zukinftige
Studien werden benétigt, um das angiogenetische Potential der endothelialen
Progenitorzellen noch exakter zu erforschen und dessen therapeutische

Einsatzmdglichkeiten am Menschen zu verbessern.
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9 Abkiirzungsverzeichnis

Index

A

AbkUlirzung
AcLDL

Akt
AMI

bFGF
BMP

CD
CXCR

Dil

EC/ECs
eEPC/eEPCs
ESL

Flk

GM-CSF
HiF-1a

HMG-CoA
HPA-FITC

IGF-1
i.H.
IL
KHE
LV-EF

MHC-1
MiF

Erklarung

Acetyliertes LDL
Proteinkinase B
Akuter Myokardinfarkt

Basischer Fibroblasten Wachstumsfaktor
Bone morphogenic protein

Cluster of differentiation
Chemotaktischer Rezeptor

1,1’-Dioctadecyl-3,3,3’,3’-
Tetramethylindocarbocyanin Perchlorat

Endothelzellen/ plural
Embryonale Endotheliale Progenitorzellen/ plural
E-selectin Ligand

Fotale Leberkinase

Granulozyten Makrophagen - Kolonie
stimulierender Faktor

Hypoxia inducible factor - 1 alpha
B-Hydroxy-B-methylglutaryl-Coenzym A
Helix Pomatia Agglutinin - Fluorescein
Isothiocyanat

Insulinartiger Wachstumsfaktor
Ischamischer Hinterlauf
Interleukin

Koronare Herzerkrankung

Linksventrikulare Ejektionsfraktion

Haupthistokompatibilitatskomplex-I
Macrophage migration inhibitor factor
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MMP-9
MRNA

n. H.
NK-Zellen
NO

Oct-4

PAVK
PCR
PDGFA
PTA
PSGL

rFGF-2
RNS/RNA
RT
RT-PCR

SDF-1
SMC/SMCs
SO, %

TGF B1
Tie-2

VE-Cadherin
VEGF
vWF

wnt

Matrixmetalloproteinase-9
Boten RNS (Ribonukleinsaure)

Nichtischamischer Hinterlauf
Naturliche Killerzellen
Stickoxid

Octamer-4

Periphere arterielle VerschluBkrankheit
Polymerase Ketten Reaktion
Platelet-derived Growth Factor A
Perkutane transluminale Angioplastie
P-selectin glycoprotein ligand-1

Rekombinanter Fibroblasten Wachstumsfaktor 2
Ribonukleinsaure/ Ribonucleinacid

Reverse Transkription

Reverse Transkription- Polymerase Ketten
Reaktion

Von Stromazellen abstammender Faktor
Glatte Muskelzelle/ plural
Sauerstoffsattigung in %

Transforming Growth Factor 3 1
Thyrosine kinase receptor - 2

Vascular endothelial cadherin
Vaskularer Endothelialer Wachstumsfaktor

Von Willebrandfaktor

Wingless Int-1 (Signaltransduktionsweg)
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12 Anhang

12.1 Anhang A - Gen Primer

Bmp6 5'-ACTACAACGGCAGTGAGTTAAAAAC-3’, 5" -CTCTCACGACCATATTCCTGTACTT-3’
Ctgf 5’-AGCAGCTGGGAGAACTGTGTA-3’, 5'-GCAGAAGGTATTGTCATTGGTAACT-3’
Dkk3 5'-CGGCTCGGGGGTATTTTGCTGTG-3/, 5'-CGTGCTGGTCTCATTGTGATAGTTGGG-3’

Fgf2 5'-TGCCAACCGGTACCTTGCTATGA-3’, 5'-AGGTCCCGTTTTGGATCCGAGTT-3’

Fst 5’-ATAAGACAGAACTGAGCAAGGAAGA-3’, 5'-TCCCTACAAGTCTTTTTACATTTGC-3’
Ihh 5’-CCATCACTCAGAGGAGTCTTTACAC-3’, 5'-CAGGAAAATAAGCACATCACTGAA-3"

Kit-L 5'-GCCTCGAAGCTTGCGGCTTTCCTATTACTGCTACTGC-3’,
5’- CCTCGAGCATGCAGGAGATCTGCGGGAATCCTGTGAC-3’

Mif 5’-CCATGCCTATGTTCATCGTG-3’, 5'-GAACAGCGGTGCAGGTAAGTG- 3’

Mmp2 5'-GAAGGCTGTGTTCTTCGCAGG-3’, 5'- CACGACAGCATCCAGGTTATCAG-3’

PdgfA 5'-CGAGCGGCTGGCTCGAAGTCAG-3’, 5'-GGCCAGATCAGGAAGTTGGCCGAT-3’

tPA 5’-GTGTGACTTACCGTGGCACCC-3’, 5'-CATCGTGGAGGTCTTGGTTGCC-3"

Tfpi 5'-GGATTATGTAAAGCCAGTGAGAGAA-3’, 5'- CACAGTAGAAGCACCGTATAGGAAT-3’
TgfBl 5'-GAGACGGAATACAGGGCTTTCG-3’, 5'-CGGGTTGTGTTGGTTGTAGAGG-3’

Timpl 5’-CCTAGAGACACACCAGAGATACCAT-3’, 5'-CAGCACTATAGGTCTTTGAGAAAGC-3’
Timp2 5'-CTGTTAGGGCAGAGCTGGGAATGTGC-3',5'-ACTGGTTGGAGGGTGATTCTTAGACC-3'
Timp3 5'- CTTTGGCACTCTGGTCTACACTATT-3’, 5'- GCAAGTAGTAGCAGGACTTGATCTT-3"

VegfA 5'-GGGTGCACTGGACCCTGGCT-3’, 5’- GAATTCACCGCCTCGGCTTGTC-3’

Wnt7b 5'-AGTGGATCTTTTACGTGTTTCTCTG-3', 5'-CTGGTTGTAGTAGCCTTGCTTCTC-3'
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12.2 Anhang B - Faktoren

Genname

Angiogenesefaktoren
angio-associated migratory protein
PDGFA associated protein 1
vascular endothelial growth factor B
platelet derived growth factor a
vascular endothelial growth factor A
angiogenin

transforming growth factor a

angiopoietin-like 2

Chemokine

chemokine-like factor super family 7
chemokine-like factor super family 8
chemokine-like factor super family 3
chemokine-like factor super family 6
chemokine (C-X-C motif) ligand 16
chemokine (C-X-C motif) ligand 1
chemokine-like factor super family 5
chemokine (C-X3-C motif) ligand 1
chemokine (C-C motif) ligand 24

chemokine (C-X-C motif) ligand 13

Zytokine

macrophage migration inhibitory factor

interleukin 25
interleukin 14

kit ligand

tumor necrosis factor (ligand) superfamily,

member 13

leukemia inhibitory factor

colony stimulating factor 1 (macrophage)

interferon a family, gene 12

tumor necrosis factor (ligand) superfamily,

member 12

interleukin 18 binding protein

Abklirzung

Aamp
Pdap1
Vegfb
Pdgfa
Vegfa
Ang

Tgfa

Angptl2

Cklfsf7
Cklfsf8
Cklfsf3
Cklfsfé
Cxcl16
Cxcll

Cklfsf5
Cx3cl1
Ccl24

Cxcli3

Mif
1125
1114
Kitl

Tnfsf13

Lif

Csfl

Ifnal2

Tnfsf12

1118bp

Exprim. Wert

3253.2
2702.5
1996.9
826.4
703.1
673.8
522.3

396.1

1556.3
1296.1
978.2
781.5
487.8
431.9
286.2
260.8
251.1

249.6

8745.1
1644.5
648.1
489.2

407.9

407.1

403.7

340.4

272.7

244.8

Zugangsnr.

NM_146110
NM_011697
NM_008808
NM_009505
NM_007447
NM_031199

NM_011923

NM_133978
NM_027294
NM_024217
NM_026036
NM_023158
NM_008176
NM_026066
NM_009142
NM_019577

NM_018866

NM_010798

NM_080837

NM_013598

NM_023517

NM_008501

NM_007778

NM_177361

NM_011614

NM_010531

12 Anhang

Seite 65 von 67



Insulinfamilie

insulin-like growth factor binding protein 4
insulin-like growth factor 2, binding protein 1
insulin-like growth factor 2, binding protein 3
insulin-like growth factor binding protein 5

insulin-like growth factor 1

BMPs/TGF B Signalweg

follistatin
bone morphogenetic protein 6

latent transforming growth factor B binding
protein 3

latent transforming growth factor B binding
protein 4

bone morphogenetic protein 2

BMP and activin membrane-bound inhibitor
growth differentiation factor 9

follistatin-like
inhibin B-A

follistatin-like 3

Whnt Signalweg

connective tissue growth factor
wingless-related MMTV integration site 11
wingless-related MMTV integration site 7B
frizzled-related protein

wingless-related MMTV integration site 7A
dickkopf homologue 3 (Xenopus laevis)
secreted frizzled-related sequence protein 4
wingless-related MMTV integration site 4
secreted frizzled-related sequence protein 1
secreted frizzled-related sequence protein 5

wingless-type MMTV integration site 9A

Sonstige Wachstumsfaktoren
thymosin, B 10
prothymosin a

thymosin, B 4, X chromosome

Igfbp4
Igf2bp1l
Igf2bp3
Igfbp5

Igfl

Fst
Bmp6

Ltbp3

Ltbp4

Bmp2

Bambi
Gdf9

Fstl
Inhba

FstI3

Ctgf
Wntl1l
Wnt7b
Frzb
Wnt7a
Dkk3
Sfrp4
Wnt4
Sfrpl
Sfrp5

Wnt9a

Tmsb10
Ptma

Tmsb4x

3116.9

2367.7

1518.2

649.5

330.4

4494.9

969.3

592.2

438.1

379.7

370.7
329.4

318.1

242.2

237.5

6477.3

1775.5

1593.9

1428.3

537.7

330.4

295.6

252.4

263.1

248.8

236.9

12165.7

10004.1

7172.9

NM_010517
NM_009951
NM_023670
NM_010518

NM_010512
NM_184052

NM_008046
NM_007556

NM_008520

NM_175641

NM_007553

NM_026505
NM_008110

NM_008047
NM_008380

NM_031380

NM_010217
NM_009519
NM_009528
NM_011356
NM_009527
NM_015814
NM_016687
NM_009523
NM_013834
NM_018780

NM_139298

NM_025284
NM_008972

NM_021278
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hepatoma-derived growth factor
Indian hedgehog Ihh 905.6
Indian hedgehog

chorionic gonadotropin

endothelial cell growth factor 1 (platelet-
derived)

hepatoma-derived growth factor, related
protein 2

neurturin

glia maturation factor, gamma
neuropeptide Y

fibroblast growth factor 3
glycoprotein hormone a 2

hepatoma-derived growth factor, related
protein 3

sonic hedgehog

Proteasenaktivitdtsrequlatoren
tissue inhibitor of metalloproteinase 2
serine protease inhibitor, Kazal type 3
plasminogen activator, tissue

a disintegrin and metalloprotease domain 10
serine protease inhibitor, Kunitz type 2
tissue factor pathway inhibitor

tissue inhibitor of metalloproteinase 1
tissue inhibitor of metalloproteinase 3
bone morphogenetic protein 1

serine protease inhibitor, Kunitz type 1

a disintegrin-like and metalloprotease motif
15

matrix metalloproteinase 14 (membrane-
inserted)

a disintegrin-like and metalloprotease motif 9
matrix metalloproteinase 24
matrix metalloproteinase 15

matrix metalloproteinase 2

Hdgf

Ihh
B Cgb

Ecgfl

Hdgfrp2

Nrtn
Gmfg
Npy
Fgf3
Gpha2

Hdgfrp3

Shh

Timp2
Spink3
Plat
Adam10
Spint2
Tfpi
Timp1l
Timp3
Bmpl
Spintl

Adamts15

Mmp1l4

Adamts9
Mmp24
Mmp1l5

Mmp2

5922.8

905.6
503.8

429.6

349.7

348.7

304.5

262.4

258.4

254.9

241.2

237.7

6447.9

4502.2

3494.9

3042.1

2930.7

2368.1

2071.5

1074.2

759.9

715.9

597.9

416.1

385.6

333.5

234.5

172.5

NM_008231

NM_010544
NM_053189

NM_138302

NM_008233

NM_008738
NM_022024
NM_023456
NM_008007
NM_130453

NM_013886

NM_009170

NM_011594
NM_009258
NM_008872
NM_007399
NM_011464
NM_011576
NM_011593
NM_011595
NM_009755

NM_016907

NM_008608

NM_010808
NM_008609

NM_008610
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