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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1. Die akute Entziindung

Die akute Entziindungsreaktion ist gekennzeichnet durch die Einwanderung von
Leukozyten aus dem Blut in das betroffene Gewebeareal'. Die klinische
Symptomatik kann mit den damit verbundenen Zeichen der Rétung, der
Uberwarmung, der Schwellung, des Schmerzes und der Fehlfunktion (rubor, calor,
tumor, dolor und funtio laesa) beschrieben werden. Eine akute Entziindung kann
durch Einwirkung physikalischer (z.B. Strahlung), chemischer (z.B. Saureveratzung),
oder biologischer Noxen (z.B. Bakterien und Parasiten) ausgeldst werden. Die im
Rahmen der Entziindungsreaktion einwandernden Leukozyten eliminieren nun in der
Regel die eingedrungenen Mikroorganismen und Fremdkoérper bzw. die zerstérten
kérpereigenen Zellen und Gewebetrimmer. Hierbei handelt es sich im Wesentlichen
um polymorphkernige neutrophile Granulozyten (PMN) und Monozyten bzw.
Makrophagen. An die Abwehrreaktion schlieBen sich in der Regel komplexe
Wundheilungsprozesse an, die die Integritit des Gewebes wiederherstellen
(Restitutio ad integrum). Die effiziente Wundheilung erfordert jedoch die Ausbildung
neuer BlutgefédRe im betroffenen Gewebeareal. Die Frage, ob PMN nicht nur eine
zentrale Bedeutung fir die akute Entziindung haben, sondern méglicherweise auch
eine Rolle bei der Initierung der entzindlichen Angiogenese im Rahmen der

Wundheilung spielen, ist Gegenstand der vorliegenden Arbeit.

1.1.1. Physiologischer Ablauf einer akuten Entziindung: Die Rolle neutrophiler
Granulozyten

Die PMN sind die Trager der unspezifischen zellularen Abwehr des menschlichen

Organismus gegen eingedrungene Mikroorganismen und Fremdkdérper. Nach der

Freisetzung aus dem Knochenmark zirkulieren die PMN etwa 6-10 Stunden im

Blutkreislauf. Sie werden anschlieRend entweder in der Milz sequestriert oder sie

werden zuvor in entzindliches Gewebe rekrutiert und Uberleben dort weitere 1-2

Tage®.

Unmittelbar nach Induktion einer Entzindung wandern die PMN im Bereich der

postkapilldren Venolen aus dem Blut in das betroffene Gewebe ein. Der Prozess der
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Rekrutierung der PMN ist weitgehend gut dokumentiert’. Er ist in mehrere
essenzielle Schritte einzuteilen, an denen sowohl das Endothel als auch die PMN
aktiv beteiligt sind®>. Zunachst erfolgt die sogenannte rheologische Margination der
frei im Blutkreislauf zirkulierenden PMN an die GefalRwand. Im entziindeten Gewebe
kommt es zu einer Aktivierung der mikrovaskuldren Endothelzellen durch z.B.
Tumornekrosefaktor-a. (TNF-a), Interleukin-1 (IL-1) oder Histamin. Diese Faktoren
induzieren nun die Expression verschiedener Adh&sionsmolekile wie E- und P-
Selektin. Die Mediatoren, die das Endothel aktivieren, stammen hierbei von Gewebs-
Makrophagen, Mastzellen oder von verletzen Zellen im infizierten bzw. beschadigten
Gewebe. Die Aktivierung des Endothels, d.h. die Expression von E- und P-Selektin
sowie des L-Selektin-Liganden erlauben nun das sogenannte Capturing sowie das
Leukozytenrollen (Rolling) entlang des Endothels, das insbesondere durch Selektine
und ihre Liganden vermittelt wird®*. Dieser Prozess hat eine Verringerung der
FlieRgeschwindigkeit von mehr als 2000 pym/s auf weniger als 50 um/s zur Folge und
erhéht somit die Expositionsdauer der PMN fiir die von den aktivierten
Endothelzellen freigesetzten I6slichen Entziindungsmediatoren®. Diese Faktoren wie
Platelet Activating Factor (PAF)®, Interleukin-8 (IL-8)" u.a. sorgen fiir eine Aktivierung
der leukozytdren Adhé&sionsmolekile der Bo-Integrinfamilie als erforderliche
Voraussetzung fiir die feste Adhasion der PMN an das Endothel®. Die feste Bo-
Integrin-abhéngige Adhésion erfolgt insbesondere durch Bindung an den
endothelialen Liganden Intercellular Adhesion Molecule-1 (ICAM-1)8, der von
aktivierten Endothelzellen auf der Oberflache exprimiert wird®. Die feste B.-Integrin-
abhangige Adhasion ist die Vorraussetzung fir die Diapedese der PMN®. Die
Diapedese erfolgt zu ca. 95 % durch die Bildung eines sogenannten Transmigratory
Cup im Bereich der Endothelzellkontakte und zu etwa 5 % transzellulér, d.h. durch
die Endothelzellen hindurch™. Nach Uberwindung der vaskuldren Endothelzellen
erfolgt die Migration durch die Basalmembran''. Im Gewebe migrieren die PMN
durch l6sliche Mediatoren chemotaktisch gesteuert innerhalb der extrazellularen
Matrix zum Entzindungsort. Im Falle von PMN kénnen diese Chemotaxine
Entziindungsmediatoren wie PAF und Leukotrien B4 (LTB4), Zytokine wie IL-8, der
Komplementfaktor C5a oder exogene Faktoren wie das bakterielle Tripeptid N-formyl
Met-Leu-Phe (fMLP) sein>.
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Am Entzindungsort angelangt, erfullen die PMN zunachst ihre Rolle in der
unspezifischen  zelluldren  Abwehr insbesondere gegen eingedrungene
Mikroorganismen und Fremdkorper'. PMN haben verschiedenste Faktoren in ihren
Granula und Vesikeln gespeichert. Es existieren in PMN drei Arten von Granula: Die
primaren azurophilen, die sekundéren spezifischen und die tertidren Gelatinase-
haltigen Granula. Die Mobilisierung der Granula ist vom Aktivierungsgrad der PMN
abhéngig. Zuerst werden die Gelatinase-haltigen tertidaren Granula intrazelluldr ins
Phagosom entleert oder extrazellular freigesetzt. AnschlieBend die sekundéren und
zuletzt die primaren Granula'. Die Aktivierung der PMN erfolgt tber bakterielle
Bestandteile oder Entziindungsmediatoren’. Zudem setzen PMN am
Entziindungsort nach Stimulation I8sliche Entziindungsmediatoren wie TNF-a,
PAF™ und IL-8° frei, die nicht nur parakrin auf die Zellen der Umgebung, sondern
ebenso autokrin auf die PMN selbst Einfluss nehmen. IL-8 gilt als dul3erst potenter
Aktivator der PMN'®. Dieses Zytokin induziert u.a. die Adhasion, die chemotaktische
Migration, die Exozytose sowie die Produktion von Superoxidanionen'®. Die
autokrine Aktivierung der PMN stellt einen positiven Feedback-Mechanismus dar.
Parakrin wird durch die IL-8-Freisetzung die Rekrutierung weiterer PMN an den Ort
der Entziindung vermittelt '°.

PMN eliminieren eingedrungene Mikroorganismen durch Phagozytose, die durch
Opsonierung der bakteriellen Oberflache mittels spezifischer Immunglobuline oder
Komplementfaktoren unterstitzt wird'. Bei Kontakt mit dem Fremdkérper bilden
PMN Pseudopodien aus und umschliel3en diesen. Es entsteht ein Phagosom, mit
dem die Granula durch Verschmelzung das sogenannte Phagolysosom bilden. In
den Phagolysosomen erfolgt der enzymatische und oxidative Abbau des
phagozytierten Materials'’. In den Granula der PMN befinden sich neben
verschiedenen hydrolytischen Enzymen auch antimikrobielle Polypeptide“. Die
Synthese von reaktiven Sauerstoffmetaboliten (ROS) erfolgt tber die Aktivierung der
NADPH-Oxidase. Hierbei handelt es sich um einen auf mehren Ebenen
regulierbaren Multienzymkomplex. Er besteht aus einer Cytochrom b-abhangigen
membranstiandigen  Komponente  (gp91°"*,  p22°"°%  Rap1a), die als
Elektronenakzeptor fungiert und aus mehreren zytosolischen Proteinen
(p47P"* p40P"* Rac2, p67°"°*, p29)'. In unstimulierten PMN liegen die einzelnen

Komponenten dissoziiert und damit inaktiv vor. Nach adaquater Stimulation der Zelle
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findet eine Translokation der zytosolischen Proteine an die Membran und eine
Assoziation mit der membranstdndigen Komponente statt. Die Folge ist eine
Aktivierung der NADPH-Oxidase'®, die den Transfer eines Elektrons zum Sauerstoff
katalysiert, wodurch unter Verwendung von NADPH Superoxidanionen (O%)
entstehen. Diese primaren Produkte dienen als Vorstufe wesentlich reaktiveren
Sauerstoffspezies®®. Im weiteren Verlauf erfolgt die spontane Dismutation zum
Hydrogenperoxid (H20-) als molekulare Vorstufe des hochtoxischen Hydroxylradikals
OH*. In Gegenwart von Hydrogenperoxid wird Chlorid mit Hilfe der sogenannten
Myeloperoxidase oxidiert und es kommt zur Bildung von Hypochlorsdure (HOCI).
Dieses starke Oxidationsmittel reagiert mit Ammonium oder Aminen zu
reaktionsfahigen Chloraminen?'. Die (iber diesen Reaktionsweg entstehenden
reaktiven Komponenten ermoglichen den oxidativen Abbau des phagozytierten
Materials®'. Insgesamt wird den reaktiven Sauerstoffspezies sowie den
granulozytaren Proteasen eine SchlUsselrolle bei der Gewebsdestruktion bei
entgleisenden Entzindungsreaktionen zugeschriebenzz, da im Falle nicht zu
phagozytierenden Partikel der Granulainhalt extrazellular entleert wird'’. In der Regel
jedoch klingen entzindliche Prozesse nach Elimination der eingedrungenen
Fremdkérper wieder ab und die im Gewebe befindlichen PMN sterben durch
Apoptose?®. Im Gegensatz zu Nekrose, die zur Freisetzung der proinflammatorischen
Inhaltsstoffe der PMN fuhrt, erlaubt die Apoptose die nicht-phlogistische, d.h.
.entzindungsneutrale” Elimination der PMN. Bei der Apoptose bleibt die
Zellmembran intakt und die apoptotischen PMN werden von Makrophagen und
anderen Gewebezellen phagozytiert’>. Die Makrophagen bilden die zweite groRe
Zellfraktion im entziindeten Gewebe und erreichen ihre Konzentrationsspitze nach 48
bis 72 Stunden (Abbildung 1)**. Die Rekrutierung von Monozyten, die sich im
Wundgebiet zu Makrophagen differenzieren, erfolgt durch Zytokine wie Macrophage
Chemotactic Protein-1 (MCP-1) und Macrophage Inflammatory Protein-1a (MIP-1a)
und verlauft auf zelluldrer Ebene nach dem gleichen Prinzip wie die Rekrutierung der
PMN?%?®, Die genannten Zytokine werden hierbei von PMN?’, Gewebemakrophagen,
bereits rekrutierten Makrophagen® und aktivierten Endothelzellen freigesetzt®®. Die
feste Adhasion an das Endothel erfolgt hier hauptsichlich tber das VLA-4>%3'.
Makrophagen sind in ihrer Funktion als professionelle Phagozyten fur die Elimination
von apoptotischen PMN, Mikroorganismen sowie Matrix- und Zellresten

verantwortlich. Sie verfligen jedoch aufgrund ihrer Fahigkeit zur Freisetzung von z.B.
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Stickstoffmonoxid (NO) und H,O, auch Uber antimikrobielle Funktionen?®.
Makrophagen sind in der Lage, die durch Phagozytose aufgenommene
Fremdproteine nach Abbau zu Peptidfragmenten den nachfolgend einwandernden
Lymphozyten zu préasentieren und so spezifische Abwehrreaktionen einzuleiten®2.
Die Abbildung 1 zeigt den zeitlichen Verlauf der Entziindungsreaktion im Bezug auf
die in das entzindliche Gewebe einwandernden Zellpopulationen. Bei Schadigung
der Gefél3e akkumulieren zunachst Plattchen im Rahmen der Hdmostasereaktion im
Wundgebiet. Anschlie®end erfolgt die Einwanderung der PMN und der Monozyten
bzw. Makrophagen. Im Anschluss an die akute Abwehrreaktion erfolgt u.U. die
Aktivierung der spezifischen Abwehr, die charakterisiert ist durch die Einwanderung
von Lymphozyten. Bereits in der frihen Phase der Entzindung werden
Wundheilungsprozesse eingeleitet, die u.a. durch die Einwanderung bzw.

Proliferation von Fibroblasten gekennzeichnet ist.

:I Gerinnung
Entziindung |

Migrationl Proliferation

Remodelling //

Plittchen PMN

Makrophagen
S\ 22 7 '~ Fibroblasten

‘e
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Abbildung 1: Die Einwanderung verschiedener Zellpopulationen in das
entziindliche Gewebe im Zusammenhang mit den verschiedenen Entziindungs-
bzw. Wundheilungsphasen. Abbildung modifiziert nach 24.



1. Einleitung

Im Folgenden soll ndher auf die physiologischen Bedingungen im entzindeten

Gewebe und den weiteren Ablauf der Wundheilung eingegangen werden.

1.1.2. Das entziindliche Gewebe und die Wundheilung

Das Anfangsstadium einer Entziindung ist, wie bereits beschrieben, durch massive
Einwanderung von PMN und Makrophagen gekennzeichnet. Unter dem Einfluss des
Transkriptionsfaktors Hypoxia Inducible Factor-1 (HIF-1), gewinnen diese
Immunzellen ihre Energie durch anaerobe Glykolyse®. HIF-1a ist eine Untereinheit
des Transkriptionsfaktors HIF-1. Die Expression von HIF-1a wird unter
Sauerstoffmangelbedingungen* aber auch durch bestimmte Faktoren wie Thrombin,
Transforming Growth Factor B1 (TGF-B1), Platelet-Derived-Growth-Factor o/f
(PDGF-a/B), IL-13 und ROS stabilisiert®™. Bei HIF-1a-knock-out-Mausen, bleiben
typische Entzindungssymtome aus, da die von den Entziindungsmediatoren
vermittelte Aktivierung der Immunzellen und damit korrespondierende Funktionen
wie die Adhasion, die Extravasation und die Migration inhibiert wird®. Wahrend
normoxischer Bedingungen wird das HIF-1a Protein durch Ubiquitinierung und
proteosomale Degradierung rasch und kontinuierlich abgebaut®. Dieser Vorgang ist
abhangig von der Bindung des ,von Hippel-Lindau” Faktors und der Hydroxylierung
von Prolin 564 mittels einer enzymatischen sauerstoff- und eisenabhdngigen
Reaktion. Durch Stabilisierung von HIF-1a unter Sauerstoffmangelbedingungen
und/oder durch Induktion der HIF-1a-mRNA-Expression durch die oben genannten
Faktoren akkumuliert das HIF-1a Protein und bildet im Nukleus den aktiven HIF-1-
Komplex mit dem konstant exprimierten HIF—1[334. Dieser Faktor induziert durch die
Bindung an die Konsensussequenz 5’-RCGTG-3’, das Hypoxia Responsible Element
HRE, die Transkription von Zielgenen wie Erythropoietin, Vascular Endothelial
Growth Factor (VEGF), Glukosetransportern, glykolytischen Enzymen sowie Genen

des Eisenmetabolismus und des Zell-Signalings**.

Fur die Wundheilung entscheidend ist hierbei u. a. der proangiogenetische Faktor
VEGF, dessen Expression nicht nur unter Hypoxie induziert wird, sondern auch
durch eine Reihe von Wachstumsfaktoren wie Ephithelial Growth Factor (EGF), TGF-
B1, Tumor Growth Factor o (TGF-a), Keratinocyte Growth Factor (KGF), Insulin-like
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Growth Factor 1 (IGF 1), PDGF, IL-1a, IL-1p und Interleukin 6 (IL-6)*’. Des Weiteren
sind reaktive Sauerstoffmetabolite (Reactive Oxygen Species, ROS)*® und erhéhte
Laktat-Werte®® fir die Induktion von VEGF beschrieben. Insgesamt hat somit eine
Vielzahl verschiedener Faktoren einen Einfluss auf das entzindliche Gewebe und
die Wundheilung. So besteht entgegen urspringlicher Annahmen keine klare
Trennung zwischen entzindlichen Zytokinen und wachstumsmodulierenden
Faktoren. Es handelt sich vielmehr um eine heterogene Gruppe, die je nach
Konzentration und Zielzelle verschiedene Wirkungen hervorruft*®. Die normale
Wundheilung erfordert dartber hinaus ein Gleichgewicht synthetisierender und
abbauender Mechanismen. Matrix abbauende Enzyme wie Matrixmetalloproteinasen
(MMP) sind notwendig beim initialen Wunddébridement und wé&hrend des
kontinuierlichen  Matrixumsatzes wahrend der Wundheilung. Kontrollierte
Fragmentation von Basalmembranen und Extrazelluldarmatrix-komponenten entfernt
Matrixbarrieren wahrend des Gewebeumbaus*'. Die Infiltration der Wunde mit
Entzindungszellen Gberschneidet sich mit der Phase der Wundheilung, die durch die
Bildung des Granulationsgewebes gekennzeichnet ist. Das Granulationsgewebe
bestent aus einem losen Netzwerk von einwandernden bzw. proliferierenden
Fibroblasten, die die extrazelluldrer Matrix (ECM) bilden sowie Entziindungzellen und
Endothelzellen®*. Das  Granulationsgewebe ist gekennzeichnet  durch
Gefalleinsprossungen entlang des chemotaktischen Gradienten der
proangiogenetischen Stimuli bzw. in Richtung auf das hypoxische und mit hohen
Laktatwerten belastete Wundgebiet®. Die GefaReinsprossungen erméglichen die
Versorgung des Wundbetts mit den fur die Wundheilung erforderlichen Nahrstoffen.
Somit stellt die Gefalneubildung im Rahmen des Entziindungsprozesses eine

wesentliche Voraussetzung fur die effiziente und erfolgreiche Wundheilung dar.

Das Granulationsgewebe, das als provisorisches Ersatzgewebe angelegt wird, wird
wahrend des Heilungsprozesses zum endgultigen Ersatzgewebe umgebaut. Um den
14. Tag hat die Menge an neu gebildeten Kollagen Typ lll, eine Vorstufe des festeren
Kollagens Typ | des Bindegewebes, ihren Hbhepunkt erreicht. Die letzte Phase
beginnt etwa 21 Tage nach der Verletzung und kann bis zu einem Jahr oder langer
anhalten. Sie wird in eine Konsolidierungsphase (ca. 21. bis 60. Tag) und eine

Organisationsphase (ca. 60. bis 360. Tag) eingeteilt. Innerhalb der sogenannten
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Konsolidierungsphase erfolgt die abschlieliende Heilung (Restitutio ad integrum)
bzw. die Bildung einer Narbe. Hierzu wird ein Teil der neu entstanden Gefalie
dezimiert und die neu gebildeten Bindegewebszellen und die Bindegewebssubstanz
reifen aus. Wahrend der Organisationsphase wird das urspriinglich angelegte

Kollagen Typ Ill durch das stabilere Kollagen Typ | ersetzt *'4%,

1.2. Die Angiogenese

Bei der Gefalibildung unterscheidet man die zwei grundsatzlich verschiedenen
Mechanismen der Vaskulogenese und Angiogenese. Die Bildung des
BlutgefalRsystems des Embryos wird als Vaskulogenese bezeichnet. Wahrend der
Embryonalentwicklung  differenzieren  aus  Vorlauferzellen  (Angioblasten)
Endothelzellen, die sich anschlieRend zu einem GefiaRnetz anordnen®. Als
Angiogenese wurde zunachst der Prozess kapilldrer Aussprossung von
Endothelzellen der postkapillaren Venolen definiert. Inzwischen umfasst der Begriff
Angiogenese jedoch sowohl das GefdBwachstum als auch das Remodelling
praexistierender GefaRe innerhalb eines GefaBnetzes*. In  bestimmten
physiologischen und pathophysiologischen Situationen wie beim Wachstum, beim
hormonellen Zyklus, bei Funktionsdnderungen durch Muskeltraining, bei der
Wundheilung, bei chronischen Entzindungen oder auch beim Anschluss von
Tumoren an die Blutversorgung kommt es zur Angiogenese. Die Angiogenese
gewahrleistet somit eine Anpassung der Sauerstoff- und Nahrstoffversorgung an die
Bedurfnisse des Zielgewebes. Von der Angiogenese unterscheidet man den Vorgang
der Arteriogenese. Hierbei kommt es z.B. nach Verschluss einer Arterie zur Bildung

von funktionellen KollateralgefaRen durch Wachstum bereits existierender GefaRe**.

1.2.1. Zellulare Mechanismen der Angiogenese
Die Angiogenese ist ein komplexer Prozess, der ein intensives Zusammenspiel
zwischen den Dbeteiligten Zellen, |8slichen Faktoren und extrazellularen
Matrixkomponenten erfordert. Man unterscheidet vier verschiedene Angiogenese-
Mechanismen®®, die sich gegenseitig nicht ausschlieRen (Abbildung 2):

(1) Die Aussprossung von bereits existierenden GeféRen wird auch als klassische

Angiogenese bezeichnet. Diese Form der Angiogenese kommt insbesondere
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beim Anschluss von avaskuldarem Gewebe an das Gefal3netzwerk sowie im
Rahmen der Wundheilung zum Einsatz und verlduft in Richtung des
proangiogenetischen Stimulus.

(2) Die sogenannte Intussusception findet insbesondere bei der Bildung eines
Gefallnetzes in der sich entwickelten Lunge statt. Dabei wird durch die
Entstehung einer S&ule von periendothelialen Zellen oder Uber
transendotheliale Zellbricken das Lumen von bereits existierenden
Blutgefallen der Lange nach zweigeteilt.

(3) Die Gefalverlangerung und/oder —erweiterung (Remodelling und Pruning)
ereignet sich in wachsendem Gewebe, da sich Blutgefédl3e durch andauernde
Reorganisation an die metabolischen Erfordernisse der umgebenden Zellen
anpassen.

(4) Die Rekrutierung, Integration und Proliferation endothelialer Vorlauferzellen
(Endothelial Progenitor Cells, EPC) in bestehende GefaRstrukturen®. Hierfur
werden insbesondere die Faktoren Stromal Cell-Derived Faktor 1 (SDF-1)*,
und VEGF*" sowie deren Expressionssteigerung durch Hypoxie verantwortlich

gemacht*®.

1. Aussprossung

3. Elongation

' -l
4. Rekrutierung
P d 2. Intussusception
EPC :

Lumen
Endothelzelle

- - - - - - - e - -

\ Basalmembran “
Gewebe

Abbildung 2: Mechanismen der Angiogenese: Aussprossung (1), Intussusception
(2), Elongation (3) und die Rekrutierung von EPC (4). Abbildung modifiziert nach 45.
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Die klassische Angiogenese, d.h. die Aussprossung von Kapillaren aus bereits
existierenden Gefadllen umfasst auf zelluldrer Ebene eine Reihe verschiedener
Schritte. Zunachst kommt es zur Aktivierung von Endothelzellen durch
proangiogenetische Faktoren und zur Freisetzung von Proteasen, die die lokale
Auflésung der Basalmembran einleiten. Die Endothelzellen migrieren und
proliferieren in Richtung des proangiogenetischen Stimulus und schlielRen sich zur
Bildung einer kapillaren Struktur zusammen. Die Initiierung der Angiogenese kann
zwar zunachst allein von aktivierten Endothelzellen bewerkstelligt werden, zur
Ausreifung des Blutgefalles und dessen Erhalt werden allerdings periendotheliale
Zellen (z.B. Perizyten, glatte Muskelzellen) benétigt. Hierdurch wird das neu
entstandene Gefal} stabilisiet und weitere Migration und Proliferation der
Endothelzellen inhibiert*. Es kommt zur Ausbildung der Basalmembran. Das neu
gebildete Blutgefal wird rasch wieder riickgebildet, sofern es nicht von Perizyten und

in groReren Gefalen zusatzlich von glatten Muskelzellen ummantelt wird*®.

1.2.2. Molekulare Mechanismen der Angiogenese

Der komplexe Vorgang der Angiogenese wird von zahlreichen Aktivatoren und etwa
ebenso viele Inhibitoren koordiniert (Tabelle 1)49. Im gesunden Korper herrscht ein
koordiniertes Zusammenspiel zwischen pro- und antiangiogenetischen Faktoren.
Uberwiegen die Angiogenese-stimulierenden Faktoren wird die Angiogenese
induziert. Im Normalfall ist das Gleichgewicht jedoch auf der Seite der inhibitorischen
Faktoren, es findet also keine Angiogenese statt. Die Koordinierung der Angiogenese
im Organismus ist sehr komplex. So nehmen zur Entstehung eines funktionellen
Gefalinetzes zu unterschiedlichen Zeitenpunkten und in verschiedenen Dosierungen
eine Vielzahl von Faktoren Einfluss. Dennoch lassen sich diverse Schritte der
Angiogenese einzelnen Faktoren zuordnen®®: Der Initiation der Angiogenese geht
stets eine von NO-induzierte Vasodilatation voraus*. AnschlieBend erfolgt eine
Permeabiltatssteigerung des Blugefélles, die u.a. durch VEGF vermittelt wird. Somit
wird eine Extravasation von Plasmaproteinen verursacht und die extravaskulare
Gerinnung ermdéglicht. So wird ein vorlaufiges Gerist erzeugt, das die Migration von
Endothelzellen erlaubt. Dieser Src-Kinase abhangige Prozess geht mit einer
Umverteilung von Platelet Adhesion Molecule-1 (PECAM-1) und Vascular Endothelial
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(VE)-Cadherin einher und bewirkt eine Auflockerung der Interendothelialen Kontakte

zwischen den benachbarten Endothelzellen®.

Tabelle 1: Ubersicht ausgewihlter pro- und anti-angiogenetischer Faktoren®.

Proangiogenetisch Antiangiogenetisch
Angiopoietin-1 Angiopoietin-2
Tyrosinkinase-Rezeptor 2 (TIE-2) Angiostatin

CXC-Chemokine u.a. IL-8, MCP-1 Antithrombin 11l Fragment
Cyclooxgenase-2 (COX-2) Endostatin

Ephrin, ets-1 Interferon (IFN)a, IFNB, IFNy
Fibroblast Growth Factors (FGF) Interferon-Inducible-Protein (IP-10)
Granulocyte Colony-Stimulating Factor IL-4, IL-12, IL-18

(G-CSF) Meth-1, Meth-2

Heparanase (HPSE), HIF-1a Plasminogen Kringles

Hepatocyte Growth Factor (HGF) Platelet factor-4 (PF4)

Insulin-Like Growth Factor (IGF) Prolactin 16kD fragment

Integrin asP., Integrin o, B3 Prothrombin Kringle-2,
Metalloproteinasen (MMPs), Restin

NO, NO Synthase (NOS) Fragment of SPARC

Platelet Adhesion Molecule-1 (PECAM-1) Thrombospondin-1 (THBS-1), THBS-2
Plasminogen Activator (PA) Tissue-inhibitors of MMP (TIMPs)
Placental Growth Factor (PGF), PDGF-BB Vasostatin

TGF-a, TGF- B1, TNF-a Vascular Endothelial Growth Inhibitor (VEGI)
Vascular Endothelial (VE)-Cadherin

VEGF, VEGFB, VEGFC,VEGFD

VEGF-Receptors (VEGF-R-1, VEGF-R-2,

VEGF-R-3)

VEGF kommt jedoch auch bei den nachfolgenden Schritten der Gefaldausprossung
eine wichtige Rolle zu. Die Expression von VEGF wird u.a. Uber den Hypoxie-
induzierbaren Transkriptionsfaktor HIF-1 reguliert. Hierbei liegt ferner ein
Mechanismus vor, der die Angiogenese am Stoffwechselbedarf des Gewebes
ausrichten kann®. VEGF wirkt chemotaktisch auf Endothelzellen und fiihrt
demgemaR zu einer Induktion von Endothelzellmigration und deren Proliferation®".
Dieser Effekt wird Gber die Bindung von VEGF an Kinase Insert Domain Receptor
(KDR)/VEGF-Receptor-2 (VEGF-R-2) auf Endothelzellen vermittelt®. Fir die Bildung
von neuen Blutgefdllen mit einer intakten Mikrozirkulation ist VEGF allein jedoch
nicht ausreichend. So ist das Ergebnis einer primar Uber VEGF induzierten
Angiogenese ein fir die Sauerstoffversorgung unzureichendes, unstrukturiertes
Gefalnetz aus Kurzschlussverbindungen und langen Kapillarschleifen®®. Derartige

GefaRnetzwerke sind insbesondere fiir die Tumorangiogenese charakteristisch®®.
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Fur die Bildung funktioneller GefalRnetzwerke mit intakter Mikrozirkulation ist unter
physiologischen Bedingungen das komplexe Zusammenspiel verschiedener
Faktoren unerlasslich. Ein weitaus funktionelleres Netzwerk wird unter Kombination
mit dem Angiopoietin (Ang)/ Tyrosinkinase Rezeptor 2 (Tie-2) System gebildet. Bei
Aktivierung von Tie-2 auf Endothelzellen durch seinen Liganden Ang-1 wird die
Wand des reifen, ruhenden BlutgefiRes stabilisiert>. Wird dieser allerdings durch
den endogenen Tie-2-Antagonisten Ang-2 blockiert, fihrt dies zur Inaktivierung der
Rezeptortyrosinkinase und zur GefiaRdestabilisierung®. Die Expression von Ang-2
wird ebenfalls unter hypoxischen Bedingungen induziert®. Dies fiihrt zur Ablésung
glatter Muskelzellen aus der GefaRwand und damit zu deren Auflockerung und zur
Foérderung des proangiogenetischen Effekts des gleichzeitig induzierten VEGF*"°.
Diese Lockerung bzw. Auflésung von interendothelialen Kontakten ist unter
physiologischen Bedingungen erforderlich um die Migration und Proliferation von

Endothelzellen zu gewahrleisten.

Eine weitere Voraussetzung fur die Angiogenese ist die Degradierung der
Basalmembran und extrazellularen Matrix (ECM), die von verschiedenen

Matrixmetalloproteinasen (MMP)°%%%

und anderen Proteinasen wie Heparanase
(HPSE)®" bewerkstelligt wird. Dadurch wird einerseits Raum fiir die auswandernden
Endothelzellen geschaffen, gleichzeitig werden die an Matrixproteinen verankerten
proangiogenetischen Wachstumsfaktoren wie Basic Fibroblast Growth Factor
(bFGF), VEGF, IGF-1 freigesetzt und deren Verfligbarkeit durch proteolytische
Aktivierung erhoht®®®°. So wurde bereits gezeigt, dass infolge proteolytischer
Aktivierung von VEGF durch MMP-9, der sogenannte Angiogenic Switch stattfindet,
d.h. die Induktion der Tumorangiogenese®®. Dartiber hinaus wurde fiir MMP-3, MMP-
7 und MMP-9 demonstriert, dass sie in der Lage sind, die Angiogenese zu
induzieren®®. Insbesondere die Metalloproteinasen MMP-2, MMP-3 und MMP-9 sind
fiir die proangiogenetische Wirkung von Ang-1 verantwortlich®. AuRerdem ist die
Protease Urokinase-type Plasminogen Activator (u-PA) an der Degradierung der

166

ECM und sowie an der Aktivierung von TGF-B1™ beteiligt. So wurde gezeigt, dass

uPA firr die Revaskularisierung nach einem myokardialen Infarkt unentbehrlich ist®”.

Nachdem die physikalischen Hurden beseitigt sind, migrieren Endothelzellen zu dem

neu zu vaskularisierenden Gewebe. Dieser Schritt wird hauptsachlich durch ein
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Zusammenspiel von Ang-1 und bFGF sowie von verschiedenen Isoformen von
VEGF und deren Rezeptoren vermittelt*®. Insgesamt wurden bisher 6 Isoformen von
VEGF beschrieben, VEGF A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E und Placental
Growth Factor (PGF) ®®. VEGF-A wird auch als VEGF bezeichnet und hat im Verlauf
der Angiogenese eine essenzielle Rolle®. Die Isoform VEGF-B unterstiitzt durch
eine Aktivierung von Plasminogen die Degradierung der ECM™™

Funktion eines weiteren Mitglieds der VEGF-Familie, dem Faktor VEGF-C, ist noch

. Die genaue

nicht im Detail aufgeklart. Allerdings wurde bereits gezeigt, dass VEGF-C Uber die
Bindung an den VEGF-R-2 die Angiogenese zu stimulieren vermag’?. Der VEGF-
Receptor-3 (VEGF-R-3) ist besonders wahrend der Embryonalentwicklung
exprimiert. DarlUber hinaus ist er fir die Angiogenese und das vaskulare Remodelling
essenziell®®’?. Dieser Rezeptor vermittelt bei Aktivierung durch seine Liganden
VEGF-C und VEGF-D™>"* zugleich die Lymphangiogenese’. Der Faktor Ang-1 wirkt
Uber die Phosphorylierung von Tie-2 als Chemotaxin fir Endothelzellen, er induziert
die Aussprossung und die Interaktion zwischen Endothelzellen und periendothelialer
Zellen. Ang-2 besitzt in Kooperation mit VEGF proangiogenetische Wirkung, bei
Abwesenheit von VEGF induziert Ang-2 die GefaRriickbildung®. FGFs stimulieren
das Wachstum von Endothelzellen”® und sorgen u.a. fur die Rekrutierung von
mesenchymalen Zellen und Leukozyten, die ein weites Spektrum
proangiogenetischer Faktoren freisetzen’’. Bei der Angiogenese tragen auch
mehrere Chemokine zum Endothelzellwachstum bei. Insbesondere die CXC-
Chemokine mit ERL Motif’® wie IL-8 und Growth Related Oncogene-a. (Gro-a.), aber
auch MCP-1"° sind bedeutende Faktoren in der Angiogenese. Der
proangiogenetische Effekt ist u.a. von der Leukozytenrekrutierung abhangig®’, da die
Leukozyten in der Lage sind, ein breites Spektrum proangiogenetischer Faktoren
freizusetzen. Diese Eigenschaft wurde ebenso fir den proangiogenetischen von
Effekt Granulocyte Colony-Stimulating Factor (G-CSF) gezeigt, der durch den Faktor
VEGF vermittelt wird, der von PMN freigesetzt wird. Darlber hinaus ist dieser Faktor
an der Rekrutierung von EPCs beteiligt®’. Selbst das multifunktionelle Zytokin TNF-a
wurde als ein proangiogenetischer Faktor identifiziert. So trdgt es durch
Unterstiitzung der VEGF-R-2-Phosphorylierung zur VEGF-induzierten

Endothelzellproliferation bei®.
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Wahrend der Endothelzellproliferation werden neue Kontakte zwischen
Endothelzellen geknipft. Daraus resultieren Ligand-Rezeptorbindungen
verschiedenster Adhasionsmolekile und somit die Aktivierung der damit
verbundenen Signalwege. Hierbei haben die Integrine osp1 und onf:®°, PECAM-1%4

oder auch Ephrine und deren Rezeptoren®®®

eine Funktion bei der gerichteten
Migration und Proliferation der Endothelzellen. Die Integrine unterstiitzen auflerdem
durch Induktion der MMP-Expression die Degradierung der ECM®” und sorgen fiir die
Einbettung des neu entstandenen GefaRes in die ECM®®. Die Familie der Ephrine
sind Liganden fir mindestens 14 Tyrosinkinasen, den Eph-Rezeptoren®. Unter den
Ephrinen gibt es arterien- und venenspezifische Formen. So findet man in Venen
ausschlieRlich EphB4. Demgegeniber ist Ephrin B2 ausschlieBlich in Arterien
nachzuweisen®. Deshalb nimmt man hier einen molekularen Mechansimus fiir die
bisher ungeklérte Differenzierung zu Arterie und Vene an. Die Inaktivierung des
Ephrin B2 Gens in Mausen fuhrt zwar zu einer normalen Vaskularisierung, jedoch
liegt eine Stérung des Remodellings von Arterien und Venen in kleinere bzw. gréf3ere
GefalRe vor. Dies wird u.a. durch eine gestbrte Assoziation der Gefdlle an das
Periendothelium verursacht®. Die Adhasionsmolekile PECAM-1 und VE-Cadherin
sind u.a. fur das Uberleben von BlutgefaRen verantwortlich*®°'. Die Mitglieder der
TGF-B1 Familie sind ebenso fir die Rekrutierung und Aktivierung von Leukozyten
bedeutend®®. Dariiber hinaus sind sie fiur die Reifung des GefaRes durch
Stimulierung der Differenzierung der glatten Muskelzellen sowie fir die Umformung
der ECM fir die Ausreifung des GefédlRes entscheidend. Patienten, die einen Defekt
in dem TGF-B-Rezeptor Endoglin besitzen, leiden an vaskuldren Blutungen®. Die
neu entstandenen Endothelzellkontakte werden durch Gap-Junctions und VE-
Cadherin stabilisiert™°.

Die Ausreifung der neugebildeten Blutgefalle umfasst im Wesentlichen die
Ausbildung eines Lumens, also einer kapilldren Struktur sowie die Fusion mit
praexisitierenden Gefdllen. PDGF wirkt proangiogenetisch auf mikrovaskulare
Endothelzellen und induziert die Rekrutierung von Perizyten und glatten
Muskelzellen zum Erhalt und zur Stabilisierung von neu entstandenen GefaRen®.
Die einzelnen Schritte der Angiogenese unterliegen der Kontrolle durch endogene
Inhibitoren. So kann durch Thrombospondin-1 (THBS-1) die Migration und

Proliferation der Endothelzellen gehemmt und die Bildung eines GefalRlumens
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verhindert werden®’. Dartiber hinaus verhindet THBS-1 die proteolytische Aktivierung
von MMP-2 und MMP-9 verhindert werden®. Des Weiteren exisitieren zahlreiche
Inhibitoren der MMPs, die sogenannten Tissue-Inhibitors of MMP (TIMPs). Die
TIMPs inhibieren die Angiogenese u.a. durch Hemmung der Degradierung der ECM
und der Hemmung der proteolytischen Aktivierung proangiogenetischer Faktoren®.
Dartber hinaus greifen zahlreiche Angiogenese-inhibierende Faktoren an der
proangiogenetischen Wirkung von VEGF an. So kann der Effekt von VEGF z.B.
durch das Acidic Cysteine-Rich Secreted Protein (SPARC) Fragment inhibiert

werden'%.

Die genauen Uberlebensmechanismen der BlutgefaRe sind im Detail bislang noch
nicht vollstdndig aufgeklart. Allerdings spielen hierbei insbesondere die
interendothelialen Adhasionsmolekile eine besondere Rolle. Das ,ruhende”
Blutgefald wird Uber das Signalling von den VE-Cadherinen vor proapoptotischen
Stimuli geschutzt. Die VE-Cadherine induzieren die Aktivierung der PI3-Kinase
(PI3K) durch Rekrutierung des Enzyms an die Membran''. Folglich wird in den
vaskuldren Endothelzellen die AKT/Protein Kinase B (PKB) phosphoryliert und die
Apoptose inhibiert'®. In diesen Zellen wird die Aktivierung der PI3K durch
Stimulierung des VEGFR-2 erhéht. Demnach besitzen proangiogenetische, an
VEGFR-2 bindende Faktoren einen stabilisierenden Einflu auf die Endothelzellen im
bestehenden GefaRbett™. Aber auch PECAM kann den AKT/PKB Weg aktivieren'®?
und unterdriickt so die Mitochondrien-vermittelte Apoptose'®. Weiterhin wurde
bisher gezeigt, dass zum Erhalt der BlutgefaRe darlber hinaus hdmodynamische
Krafte bendtigt werden'®. Viele Angiogeneseinhibitoren tragen zum Uberleben des
Endothels bei. Dies wurde z.B. fur THBS-2, IL-4, IL-12 und COX-2-Inhibitoren

gezeigt®®.

1.3. Die entziindliche Angiogenese

1.3.1. Physiologische Relevanz der entziindlichen Angiogenese
Die Wiederherstellung bzw. Neubildung der Blutgefalle im Wundgebiet geht vor
allem von bereits existierenden Gefallen des Wundrandes aus. Voraussetzung

hierfir ist die Aussprossung von neuen BlutgefalRen durch Induktion der
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Angiogenese. Diesem Prozess wird eine zentrale Rolle bei der Wundheilung
zugeschrieben, da die hierbei entstehenden Blutgefdl3e u.a. eine hohe Permeabilitat
aufweisen und somit Austritt von Plasmabestandteilen wie Fibrinogen ermdéglichen.
Hierdurch kommt es zur extravasalen Gerinnung und das hierbei entstehende Fibrin
bildet die Matrix fur die Einwanderung und Proliferation von Gewebezellen im
Rahmen der Wundheilung'®. Die einsprossenden BlutgefiRe stellen dariiber hinaus
den erhdhten Nahrstoff- und Sauerstoffbedarf im Wundgewebe sicher. Somit ist die

entziindliche Angiogenese eine essenzielle Voraussetzung fir die Wundheilung.

Die Frage, welche molekulare Mechanismen im Rahmen der Entzindung bzw. der
Wundheilung fir die Auslésung der Angiogenese verantwortlich sind, ist bisher im
Detail nicht aufgeklart. Der schematische Ablauf dieses Vorgangs auf zellularer
Ebene ist in Abbildung 3 dargestellt. Vom betroffenen Gewebe aus werden
insbesondere von Leukozyten proangiogenetische Faktoren wie VEGF'Y, TGF-o'%,
IL-8"°, und TGF-p'%*'® freigesetzt. Diese diffundieren durch das Gewebe und bilden
einen Gradienten, der zur chemotaktischen Proliferation und Migration von
Endothelzellen fihrt. Zusatzlich kommt es zur chemotaktischen Einwanderung von
EPCs in Richtung von SDF-1'"" und VEGF*°. Beide Faktoren werden im hypoxischen
Wundgebiet durch den Transkriptionsfaktor HIF-1 induziert**. Es gibt Hinweise, dass
die Einwanderung von EPCs fir die Wundheilung essenziell ist''®""!. Zuvor mussen
allerdings sowohl Basalmembran als auch ECM degradiert werden, um das
Migrieren und Proliferieren der Endothelzellen gewahrleisten zu kénnen. Hierbei
spielen PMN mdéglicherweise eine besondere Rolle, da sie Proteasen wie MMP-9'"2,
uPA'" und HPSE®® freisetzen. Dariiber hinaus induzieren sie bei Adh&sion am
GefalRendothel durch Bindung von ICAM-1 einen Signalweg, welcher den
Transkriptionsfaktor ets-1 induziert. Dieser ist u.a. fir die Transkription von MMPs
verantwortlich. Folglich werden die Proteasen MMP-2 und MMP-9 vermehrt
freigesetzt'"*, die fur die Induktion der entziindlichen Angiogeneses essenziell sind.
Inzwischen gibt es vermehrt Hinweise auf eine Beteiligung der PMN bei der Induktion
der entziindlichen Angiogenese bzw. der Wundheilung® Bisher wurde lediglich fr
Makrophagen eine Rolle bei der entziindlichen Angiogenese nachgewiesen'”®. So
sind diese Zellen in der Lage, nach Differenzierung und Stimulation verschiedene

Proteasen und proangiogenetische Faktoren wie bFGF, IL-6, IL-8, TNF-a, TGF-a,
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PDGF, VEGF und TGF-p1'"® freizusetzen. Es wurde bereits gezeigt, dass nach

Injektion von Makrophagen in Hautwunden bei Ma&usen die Wundheilung

beschleunigt werden kann'"’.

Humane
PMN

Wundareal

Gewebe

e (o o e X e e |

Abbildung 3: Schema liber die Induktion der entziindlichen Angiogenese: Nach
Degradierung der Basalmembran und Extrazellulare Matrix (ECM) (1), migrieren und
proliferieren die Endothelzellen in Richtung des angiogenetischen Stimulus (2).
Zuletzt erfolgt die Lumenbildung und Ausreifung des neuen Blutgefasses (3).

1.3.2. Defekte der entziindlichen Angiogenese

Ein Defekt der entzindlichen Angiogenese kann wie beim Diabetes Mellitus zu
Wundheilungsstoérung fiilhren®®. Im Verlauf der Krankheitsgeschichte des Typ-2-
Diabetes tritt zundchst eine Insulinresistenz der Koérperzellen auf. Die
Glukoseaufnahme der Kdrperzellen kann durch eine Ubermafige Insulinproduktion
der B-Zellen im Pankreas in einem begrenzten Rahmen gewadhrleistet werden.
Sobald der Insulinbedarf jedoch nicht mehr gedeckt werden kann, manifestiert sich
der Typ-2-Diabetes. Charakteristisch sind postprandiale hyperglykdmische Schiibe
im Blut sowie Hypoglykamien in den Kérperzellen''®. Patienten mit Diabetes haben
gegenlber gesunden Menschen eine gestérte primédre und sekundare Wundheilung
und ein erhohtes Infektionsrisiko, insbesondere wahrend der chronischen
Hyperglykédmie. Histologisch findet man Defekte in  Epithelialisierung,
Neovaskularisation und Granulationsbildung''®. Diese Stérungen werden u.a. von

Durchblutungsstérungen im Bereich der Mikrozirkulation hervorgerufen. Als Folge
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wird das Gewebe nur unzureichend mit Sauerstoff und Néahrstoffen versorgt und es
kommt zur Verlangsamung des Wundheilungsprozesses''®. Die erhohte
Infektanfalligkeit diabetischer Wunden wird im Zusammenhang mit verminderter
Phagozytosefahigkeit von Makrophagen und PMN diskutiert. Der Energiemangel in
den hypoglykdmischen Zellen verursacht Defekte in Chemotaxis, Adh&sion und

120-122

Phagozytosefahigkeit der Leukozyten Die eingeschrankte Funktion und

verminderte Rekrutierung der Leukozyten tragen moglicherweise zur mangelhaften

Induktion der entztindlichen Angiogenese bei'®.

1.3.3. Die Rolle von neutrophilen Granulozyten bei der entziindlichen
Angiogenese

PMN sind die ersten Zellen, die im Rahmen einer akuten Entziindungsreaktion in das
betroffene Gewebe einwandern. Lange Zeit wurde angenommen, dass ihre Funktion
hierbei auf die Phagozytose sowie die Freisetzung der in den Granula gespeicherten
lytischen Enzyme und reaktiven Sauerstoffradikalen zur Beseitigung der
eingedrungenen Mikroorganismen beschrankt sei. Aullerdem war die gangige
Ansicht, dass PMN terminal ausdifferenzierte Zellen sind, die nicht zur de novo
Proteinsynthese fahig sind. Mit der Entwicklung von sensitiveren Nachweismethoden
wurden diese Ansichten revidiert. So geht man heute davon aus, dass PMN in der
Lage sind eine gréRere Anzahl von Faktoren neu zu synthetisieren. Eine Auswahl

Angiogenese-relevanter Gene in humanen PMN ist in Tabelle 6 im Anhang zu finden.

Im Anschluss an die Abwehrreaktion finden komplexe Regenerations- und
Umbauprozesse statt, die die Wundheilung ermdéglichen. Die Wundheilung ist mit
einem erhdhten Sauerstoff- und Nahrstoffbedarf fur das Gewebe verbunden. Um die
entsprechende Versorgung zu gewahrleisten ist eine Induktion der Angiogenese
erforderlich. Die Frage, ob PMN direkt einen Beitrag zur Induktion der Angiogenese
leisten ist bisher nicht im Detail gelést. PMN exprimieren ein verschiedene
Angiogenese-relevante Faktoren'?*'%_ Darliber hinaus tragen PMN zur Rekrutierung
von Makrophagen bei'?®'?”  die ebenfalls proangiogenetisches Potenzial besitzen'?.
Bereits die Adhdsion von PMN am aktivierten Endothel vermittelt in den
entsprechenden Endothelzellen die Synthese von Angiogenese-relevanten
Faktoren''. Aktivierte PMN sezernieren u.a. CXC-Zytokine, die ein ELR-Motiv
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aufweisen. Diese Mediatoren (z.B. IL-8) wirken nicht nur proinflammatorisch, sondern
induzieren auch die Chemotaxis und Proliferation von Endothelzellen in vitro und die
Angiogenese in vivo’®. Das Zytokin IL-8 in der Lage die Apoptose von Endothelzellen
zu inhibieren und es induziert die Synthese von MMP-2 und MMP-9'%°, die mit der
Degradierung der ECM eine besondere Funktion bei der Induktion der Angiogenese
haben®. Der proangiogenetische Effekt von IL-8 und weiteren Mitgliedern der CXC-
Zytokin-Familie wird durch den endothelialen CXC-Rezeptor-2 (CXCR-2)
vermittelt'®®. So wurde bereits gezeigt, dass in CXCR-2-defizienten Mausen die
PMN-Infiltration in das betroffene Gewebe der Thioglykolat-induzierten Peritonitis
ausblieb und die Wundheilung bzw. die entziindliche Angiogenese gehemmt war'®'.
Weitere Hinweise fir eine essenzielle Rolle der PMN bei der Induktion der
entzindlichen Angiogenese wurde in neutropenischen M&usen in vivo gewonnen.
Hier war der proangiogenetische Effekt von IL-8 im Vergleich zur Kontrolle komplett
gehemmt™®2. Uberdies sind bereits eine Reihe von proangiogenetischen Faktoren in
PMN beschrieben worden. So ist bereits bekannt, dass PMN VEGF in den Granula
speichern und freisetzen'""*3. VEGF gilt als einer der wichtigsten Faktoren bei der
Induktion der Angiogenese®. AuRerdem sezernieren PMN das proangiogenetische
Zytokin Hepatocyte Growth Factor (HGF)™*. Des Weiteren stellt TNF-o. einen
weiteren wesentlichen Faktor bei der PMN-vermittelten Angiogenese dar’. So
induziert TNF-o. nachweislich die Expression von IL-8, VEGF und bFGF in
mikrovaskuldren Endothelzellen'®. Hierzu wurde gezeigt, dass neutralisierende
Antikérper gegen IL-8 und VEGF die TNF-a-induzierte Neovaskularisierung in vivo
hemmen'®®. Ferner wurde nachgewiesen, dass die von PMN exprimierten Proteasen
wie MMP-9°° und HPSE®® durch die Aktivierung von Zytokinen (z.B. VEGF und TGF-
B1) fur deren Verfiigbarkeit sorgen®'*®. Dariiber hinaus sind diese Proteasen in der
Lage gebundene proangiogenetische Faktoren aus der ECM freizusetzen wie bFGF
und VEGF®*®21%_ Zyletzt sei noch auf einen Gendefekt im Menschen hingewiesen,
der die essenzielle Bedeutung fir PMN bei der Wundheilung bzw. der entztindlichen
Angiogenese darlegt. Patienten mit Leukozytenadhéasionsdefizienz vom Typ-I1 (LAD-I)
besitzen einen genetischen Defekt in der B-Untereinheit der B,-Integrine. Folglich
kénnen Bo-Integrine nicht exprimiert werden und die Infiltration von PMN in das
entziindliche Gewebe ist gehemmt. Diese Patienten sterben unbehandelt bereits im

Kindesalter an im Grunde harmlosen bakteriellen Infektionen. Die Patienten zeigen
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dartiber hinaus eine deutliche Wundheilungsstérung™’. Somit existiert eine Vielzahl
von In vivo-Befunden, die darauf hindeuten, dass PMN mdglicherweise an der
Auslésung der Angiogenese beteiligt sind. Hierbei ist allerdings unklar, ob die PMN
direkt einen Einfluss auf die Induktion der Angiogenese haben oder aber weitere

Zellen ins Entziindungsgebiet rekrutieren, die ihrerseits die Angiogenese ausldsen.

1.4. Zielsetzung

Die entzundliche Angiogenese ist eine wichtige Voraussetzung fur die Wundheilung,
da sie die Einsprossung von Blutgefal3en in das Wundbett sicherstellt. Verschiedene
In vivo-Untersuchungen deuten darauf hin, dass PMN an der entzindlichen
Angiogenese beteiligt sind"*?. In der vorliegenden Arbeit soll die Frage untersucht
werden, ob humane PMN direkt einen Beitrag zur Induktion der entzindlichen
Angiogenese leisten. Um die molekulare Basis fur das proangiogenetische Potenzial
humaner PMN zu untersuchen, wird zunachst ein Microarray angewendet um
Angiogenese-relevante Gene in diesen Zellen zu identifizieren. Die Befunde werden
mit Hilfe der RT-PCR bestéatigt. Hierbei sind Zytokine von besonderem Interesse, da
diese Faktoren bei der Induktion der Angiogenese von entscheidender Bedeutung
sind. Aufgrund dessen wird die Expression von proangiogenetischen Zytokinen in
PMN ebenso auf Proteinebene untersucht. Auferdem soll der Einfluss von Hypoxie
auf die Zytokinsynthese analysiert werden, da im entzindlichen Gewebe in der Regel
hypoxische Bedingungen vorliegen. Dartber hinaus soll die Frage geklart werden,
wie die Endothelzellen die PMN-vermittelten Signale umsetzen. Diese Fragestellung
wird auf Genexpressionsebene mit Hilfe der Microarray-Technik und anhand der
semiquantitativen RT-PCR-Technik analysiert. Die biologische Relevanz der Befunde
soll in einem In vitro-Angiogenese-Assay untersucht werden. Abschlie3end soll die
proangiogenetische Wirkung von PMN in einem In vivo-Angiogenese-Assay
analysiert werden. Insgesamt werden von den geplanten Untersuchungen neue
Erkenntnisse Uber Mechanismen erwartet, die im Rahmen entzindlicher Prozesse

die Angiogenese vermitteln.
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2.1. Material

2.1.1. Reagenzien

Acrylamid, pB-Mercaptoethanol, Coomassieblau, Formaldehyd, Natriumdodecylsulfat
(SDS), Ponceau S, Tetramethylethylendiamin (TEMED), Tris, Trypanblau und Tween
20 stammten von der Firma Applichem, Darmstadt. Gelatine, L-Glutamin,
Natriumpyruvat, wurden von der Firma Biochrom, Berlin bezogen. Das rekombinante
humane VEGF stammte von der Firma Biomol, Hamburg und das rekombinante
humane IL-8 von der Firma Biosource, Camarillo, USA. Von der Firma Genaxxon,
Biberach stammte Borsaure, Diethylpyrokarbonat (DEPC), Ethidiumbromid,
Genagarose und Xylenzyanol. Das Trockenmilchpulver wurde von der Firma
Naturaflor, Zeven erworben. 6-Aminohexansaure, Ammoniumpersulfat,
Ammoniumbikarbonat, Bromphenolblau, Cortisonazetat, fMLP, Glutaraldehyd,
Glycin, Hepes, Imidazole, N-Azetylglukosamin, Natriumazid, Natriumorthovanadat,
Percoll, Rinderserumalbumin (BSA), Toluidinblau und Triton X-100 wurden von der
Firma Sigma, Deisenhofen bezogen. Sonstige Feinchemikalien und Losungsmittel
wurden in gréfdtmdglicher Reinheit von den Firmen Merck, Darmstadt und Roth,
Karlsruhe bezogen. Zur Zubereitung aller Puffer wurde destilliertes Wasser aus einer

Millipore Milli Q-Wasserreinigungsanlage verwendet.

2.1.2. Puffer, Medien und Reagenzien fiir die Zellkultur

Von der Firma Biochrom, Berlin stammte Bikarbonat, fétales Kalberserum (FCS),
Hank’s Lésung, Instamedium, Kollagenase, Dulbecco's Phosphat-gepufferte Saline
(PBS), Medium 199 mit HEPES, Medium 199 EARLE NaHCO3™ (mit Glutamin),
Penicillin, RPMI 1640™" (mit Glutamin), Streptomycin und Trypsin. Fibronektin sowie
das Supplement Pack als Medienzusatz flir humane Endothelzellen wurde von der
Firma Promocell, Heidelberg bezogen. DMSO, Fibrinogen und Thrombin wurde von

der Firma Sigma, Deisenhofen erworben.

2.1.3. Antikorper
Der gegen das humane IL-8 gerichtete neutralisierende, monoklonale AntikGrper von

der Maus (Klon B-K8, IgG4) wurde von der Firma Biosource, Camarillo, USA
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bezogen. Als Isotypkontrolle wurde der gegen das humane CD18 gerichtete
monoklonale Antikdrper 6.5 E von der Maus (IgG+) von Dr. M.K. Robinson verwendet
(Department of Medical Oncology, Fox Chase Cancer Center, Philadephia, USA).
Der monoklonale anti-HIF-1a. Antikérper von der Maus (Klon 54, 1gG4) stammte von
BD Transduction Laboratories, San Jose, USA. Der polyklonale anti-Aktin Antikérper
(I-19) vom Kaninchen sowie der anti-Midkine (MDK) Antikérper vom Kaninchen (H-
65) wurden von der Firma Santa Cruz, Santa Cruz, USA bezogen. Als sekundare
Antikérper wurden der Peroxidase-gekoppelte anti-Maus IgG Antikdrper von der
Ziege sowie der Peroxidase-gekoppelte anti-Kaninchen IgG Antikdrper von der Ziege

der Firma Sigma, Deisenhofen verwendet.
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2.2, Methoden

2.2.1. Isolierung humaner neutrophiler Granulozyten

Humane PMN wurden aus heparinisiertem Blut (10 [.U./ml) von gesunden
erwachsenen Probanden entsprechend der Richtlinien der Ethikkommission der
Ludwig-Maximilians-Universitdt Munchen gewonnen. Nach Sedimentierung der
Erythrozyten in Anwesenheit von 40% (v/v) autologem Plasma fir 1 h, wurde das
Leukozyten-reiche Plasma auf einen diskontinuierlichen Percoll-Gradienten
(55%/74%) geschichtet und bei 600 x g flr 20 min zentrifugiert. Die PMN-enthaltende
Schicht wurde gesammelt und in Dulbecco's PBS gewaschen. AnschlieRend wurden
die PMN in PBS** in einer Zelldichte von 5 x 10 PMN/ml suspendiert.

Isotones Percoll: Percoll mit 0,9 % NaCl

55%/74% Percoll: 55%/74% isotones Percoll in PBS

PBS™: PBS mit 0,1% Glukose und 0,25% BSA

2.2.2. Stimulierung humaner neutrophiler Granulozyten

Humane PMN (5 x 10%ml) wurden fiir die jeweils angegebene Zeitdauer bei 37°C in
PBS** in Gegenwart von 1,2 mM Ca?* und 1 mM Mg* mit 100 nM fMLP stimuliert.
Zur Stimulierung der PMN durch Hypoxie wurden die Zellen fur die jeweils
angegebene Zeitdauer bei 37°C in PBS™ in einer Hypoxiekammer mit 99% N, und
1% O, begast. Die Kontrolle wurde bei 37°C unter Normoxie inkubiert. Die PMN-

Ubersténde wurden durch Abzentrifugieren gesammelt und bei -80°C gelagert.

2.2.3. Isolierung und Kultivierung humaner Endothelzellen

Die Vene einer frischen humanen Nabelschnur wurde zweimal mit Hank’s Lésung
gespult und anschlieBend mit 0,2% Kollagenase in Hank’s Ldsung gefullt. Nach
Inkubation fuir 15 min bei 37°C wurden die Endothelzellen (Human Vascular Endothelial

Cells, HUVEC) durch zweimaliges Spulen mit Hank’s Ldsung eluiert. Nach
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zweimaligem Waschen mit Hank's Lésung wurde das HUVEC-Pellet in Isoliermedium
suspendiert und anschliel3end in Fibronektin-beschichteten Flaschen ausgesat. Nach 2
Tagen wurde das Isoliermedium durch Kulturmedium ersetzt. HUVEC wurden im
Zellkulturschrank bei 37°C und 5% CO; kultiviert. Fur alle Experimente wurden
ausschlieBBlich konfluente Zellen nach der ersten Passage verwendet. Hierzu wurden

die HUVEC durch Trypsinierung geerntet und zweimal mit Hank's Lésung gewaschen.

Isoliermedium: 1,3% Instamedium, 0,22% Bikarbonat, 1 x Supplement Pack in
H.O
Kulturmedium: Isoliermedium, ohne Amphotericin

Supplement Pack: rekombinanter humaner Epidermaler Wachstumsfaktor (5 pg/
500 ul), FCS (25 ml), Endothelzellen-Wachstumszusatz aus dem
bovinem Hypothalamus (6 mg/2 ml), Gentamycin (25 mg/500 pl),
Hydrocortison (500 pg/ 500 pl), Amphotericin (0,025 mg/500ul)

fur insgesamt 0,5 | Medium

Fibronektin: 10 pg/ml in H,O

2.2.4. Stimulierung humaner Endothelzellen

Zur Stimulierung wurden die HUVEC 24 h zuvor auf Mangelmedium gesetzt. Der
entsprechende Stimulus wurde zum entsprechenden Zeitpunkt fir die jeweils
angegebene Dauer dem Medium beigefligt. Zur Stimulation wurde rekombinantes
humanes IL-8 in einer finalen Konzentration von 5 ng/ml bzw. humanes
rekombinantes VEGF in einer finalen Konzentration von 10 ng/ml oder der PMN-
Uberstand in einer Verdiinnung von 1:5 verwendet. Unmittelbar nach der Stimulation

wurden die HUVEC flr die weitere Analyse durch Trypsinierung geerntet.

Mangelmedium: 1,3% Instamedium , 0,22% Bikarbonat , Gentamycin aus

SupplementPack in H,O
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2.2.5. Kultivierung und Differenzierung von HL-60-Zellen

Die humane promyeloische Zelllinie HL-60 (Human Acute Myeloid Leukemia, ACC 3,
DSMZ, Braunschweig) wurde bei 37°C und 5% CO in RPMI Medium 1640™ in
Gegenwart von 10% FCS, 50 E/ml Penicillin und 50 ug/ml Streptomycin kultiviert. Die
Differenzierung erfolgte nach Einstellung der Zelldichte auf 1 x 10%/ml durch Zusatz
von 1,3% DMSO fiir 6 Tage.

2.2.6. mRNA-Isolation

Die mRNA-Isolierung wurde mit Hilfe eines RNA-Isolierungs-kits nach Angaben des
Herstellers (Promega, Mannheim) unter RNase-freien Bedingungen durchgefuhrt (fur
alle Puffer und Lésungen wurde DEPC Wasser 0,1% verwendet). Hierzu wurden 10°
HUVEC bzw. 10" PMN in 600 pl Denaturierungsldsung aus dem RNA-Isolierungs-Kit
gel6st. Die Probe wurde mit 60 yl 2 M Natriumazetat (pH 4) versetzt und mit 600 pl
der unteren organischen Phase des Phenol:Chloroform:lsoamylalkohol-Gemisches
(99:24:1, pH 4,7) und fur 15 min auf Eis inkubiert. Anschlieend wurde bei 4°C fur 20
min bei 10000 x g zentrifugiert. Die RNA-enthaltende wassrige Phase wurde
gesammelt und der Rest verworfen. Zur Prazipitation der RNA wurde das gleiche
Volumen an Isopropanol zugeben, fir mindestens 5 min bei 20°C inkubiert und bei
4°C bei 10000 x g fur 10 min zentrifugiert. Das Pellet wurde in jeweils 1 ml 70%
Ethanol gewaschen und nochmals zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und
das Pellet fir 5-20 min bei Raumtemperatur getrocknet, um samtliches Ethanol aus
dem Pellet zu entfernen. AnschlieRend wurde das Pellet in 10—40 pl DEPC-H,O
resuspendiert und mit 1 pl Rnase Inhibitor, Promega, Mannheim versetzt. Zur
Auflésung der tertidren Struktur wurde 10 min bei 55-60 °C inkubiert. Die
Bestimmung der RNA-Konzentration wurde am Photometer der Firma Pharmacia
Biotech, Rochester, USA in einer Quarzkivette bei einer OD von 260 nm

vorgenommen. Die RNA wurde bei -80°C gelagert.

DEPC-H,0O: 0,1% DEPC (Genaxxon, Biberach) in H,O
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2.2.7. cDNA-Synthese

Die cDNA-Synthese wurde mit Hilfe des M-MLV-RT-Kits von Promega, Mannheim
durchgefihrt. Hierzu wurden 2-4 ug der jeweiligen mRNA 0,5 ug Oligo(dT)ss-Primer
beigefigt und 5 min bei 70°C inkubiert. Die Reaktion wurde auf Eis gestoppt.
AnschlieRend wurde die mRNA nach der Zugabe von 1x Reaktionspuffer, 10 mM
dNTP-Mix, 20 U rRNasin, 200 U Reverse Transkriptase, Promega, Mannheim in
DEPC-H,0 fir 1 h bei 37°C in cDNA transkribiert.

dNTP-Mix: 10 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP in H,O (Promega, Mannheim)

1x Reaktionspuffer: 50 mM Tris-HCI pH 8,3, 75 mM KCI, 3 mM MgCl,, 10 mM DTT

2.2.8. Polymerase Kettenreaktion

Die Polymerase Kettenreaktion (PCR) Amplifikation wurde mit spezifischen Primer
Sets von der Firma Metabion, Minchen und 1x Reaktionspuffer, 0,25 U Taq DNA
Polymerase, Promega, Mannheim in einem Thermocycler von Biometra, Goéttingen
bzw. Eppendorf, Hamburg durchgefiihrt (siehe Tabelle 2). Das Primerdesign erfolgte
nach Vorlagen aus entsprechenden Publikationen oder mit Hilfe folgender Software
(bioweb.pasteur.fr/seqanal/interfaces/eprimer3 bzw. www.premierbiosoft.com/
netprimer/netprlaunch). Die spezifischen Primer wurden in einer Konzentration von
0,2 yM angewendet. Im Anschlul an die jeweilige PCR-Reaktion erfolgte eine
Elongation der PCR-Produkte fir 5 min bei 72 °C.

1x Reaktionspuffer: 10mM Tris-HCI pH 9, 50mM KCI, 2,5 mM MgCl,, 0,1% Triton X-
100

Tabelle 2: Primersequenzen und PCR-Bedingungen. Inkrement: Annealing
erfolgte ansteigend in 0,5°C Schritten pro Zyklus; Us: Upstream Primer; Ds:
Downstream Primer.

Gen Primer Produkt | Bedingungen (Zyklen)
At Us: TGTCCACCTTCCAGCAGATGTG 300 pp | J€ 1 Min 94°C, 59°C, 72°C,
B-Aktin Ds: AGTCCTCGGCCACATTGTGAAC P 121 zyklen
bEGE Us: AAGAGCGACCCTCACATCAAGC 975 pp | J€ 1 min 94°C, 57°C, 72°C,
Ds: ATAGCTTTCTGCCCAGGTCCTG P |30 Zyklen
Eonrin A2 Us: GCGTGAAGAGCTGGAAC 04 bp | J€ T min 94°C, 55°C, 72°C,
P Ds:TACGCCGTCTACTGGAAC P |40 zyklen
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11 Zyklen: 1 min 94°C, 2 min

Ephrin B2 Us: GAAGGGACTCCGTGTGGAAG 303 bp ;”;fg?"em' 59-64°C, 1 min
Ds: CTGGTTTGGCACAGTTGAGG 51 Zyklon: Je 1 min 94°C,
60°C, 72°C
- Us: GGAAGTACACGATGCGGAGA 277bp |J€ 1 min 84°C,59°C, 72°C,
Ds: GCCATCACGTATGCTTCGTC 35 Zyklen
ot Us: GAATGACTACCCCTCGCTCA 308bp |J¢ 1 min 84°C,59°C, 72°C,
Ds: TTGGTCCACTGCCTGTGTAG 25 Zyklen
PSE Us: GTGGGCACCAAGGTGTTAAT 300bp |J8 1 min 84°C,57°C, 72°C,
Ds: TTCCATTAAAGGTGGCAAGG 28 Zyklen
HFtg Us: TCCTTCTCTTCTCCGCGTGT 231pp |J€ 1 min 84°C,59°C, 72°C,
Ds: GTGGCAACTGATGAGCAAGC 26 Zyklen
L8 Us: GGACAAGAGCCAGGAAGAAACC | oo\ ™| Je 1 min 94°C, 59°C, 72°C,
Ds: CTTCAAAAACTTCTCCACAACCC 27 Zyklen
VDK Us: AATGCTCAGTGCCAGGAGAC 200bp |J¢ 1 min 94°C,61°C, 72°C,
Ds: AGCTTCCCAGAATCCCTTGT 40 Zyklen
MMP-O Us: CTCGAACTTTGACAGCAGCCACAG | (g7 ¢ | Je T min 94°C, 59°C, 72°C,
Ds: GCCATTCACGTCGTCCTTATG 26 Zyklen
Restin Us: TCTTGGGGAGACCGACTTTG s00bp |J¢ 1 min84°C, 60°C, 72°C,
Ds: TGCTGCTGCTTCTCCTTCAG 32 Zyklen
—— Us: CCTAACCTGCTGCCTGTGTG 302bp |Je 1 min 94°C, 60°C, 72°C,
Ds: CGTTGTCCTTCATGCTTTCG 32 Zyklen
—— Us: AGTGTGTGCCTCCTGACGAA 268 bp |J¢ 1 min 84°C,59°C, 72°C,
Ds: ACTTGCTGCCTTCCTGCTGT 28 Zyklen
- Us: GTACCTGAACCCGTGTTGCT 201bp |J¢ 1 min84°C,57°C, 72°C,
Ds: GAACCCGTTGATGTCCACTT 27 Zyklen
11 Zyklen: 1 min 94°C, 2 min
THBS-3 Us: GGCTGTGACCCAAACTCCAT 401bp |Inkrement: 55-60°C, 1 min
Ds: TTCTTGATCCCATCCCCATC 72°C; 28 Zyklen: Je 1 min
94°C. 58°C, 72°C
TIMP.2'® Us: CTCGGCAGTGTGTGGGGT 364bp |J¢ 1 min 847 C,59°C, 72°C,
Ds:CGAGAAACTCCTGCTTGGGG 25 Zyklen
VE-Cagherin | Ut ATGCTCCTCGCCACATC 450bp | J8 1 min 94°C, 59°C, 72°C,
Ds: ACAACCGATGCGTGAAC 35 Zyklen
VE-Cadhorin | Us: ACGAAAAGCTTGGACCGAGA 203bp | e 1 min 94°C, 56°C, 72°C,
Ds: TCAATGGTGAAAGCGTCCTG 35 Zyklen
VE-Cadherim’®® | USACCGGATGACCAAGTACAGC 506 bp |J¢ 1 min 94°C, 56°C, 72°C, 35
Ds: ACACACTTTGGGCTGGTAGG Zyklen
VEGFA Us: AGAAGGAGGAGGGCAGAATC 250bp |J¢ 1 min84°C,57°C, 72°C,

Ds: TTGGTGAGGTTTGATCCGC

31 Zyklen

2.2.9. DNA-Agarosegelelektrophorese

Die PCR-Produkte wurden Uber eine Agarosegelelektrophorese aufgetrennt und mit

Hilfe von Ethidiumbromid unter UV Licht analysiert. Als DNA-Grélkenmarker wurde

eine 100 bp-Leiter von Fermentas, St. Leon-Rot verwendet.

Aqgarosegel:

1% Agarose in 1x TBE-Puffer, 0,002% Ethidiumbromid
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10x TBE-Puffer: 10,8% Tris pH 8, 5,5% Borséaure, 0,93% EDTA in H,O

5x DNA-Ladepuffer: 50% Glyzerin, 5x TBE-Puffer, Bromphenolblau und Xylenzyanol

2.2.10. SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Die PMN-Suspension wurde unmittelbar nach der Stimulation bei 300 x g fir 5 min
zentrifugiert. Das Zellpellet (2 x 10%Probe) wurde in 40 pl 1x Lammli-Puffer
aufgenommen und flir 5 min bei 100°C inkubiert. Nicht geldstes Material wurde durch
zentrifugieren abgetrennt. AnschlieRend wurden die Proben in die Taschen des Gels
eingebracht. In einer Tasche wurde ein entsprechender Proteinstandard aufgetragen.
Die Gelelektrophorese von Proteinen wurde in SDS-Polyacrylamid-Gelen unter
denaturierenden Bedingungen in einer Elektrophorese-apparatur der Firma BioRad,
Minchen durchgefuihrt. Die Konzentration der Trenngele betrug 10% Acrylamid (far
den Nachweis von HIF-1a), bzw. 14% Acrylamid (fir den Nachweis von MDK). Die
Elektrophorese erfolgte bei konstanter Spannung bei 100 V fir 4 h in 1x
Elektrophoresepuffer. Nach der Elektrophorese wurden die aufgetrennten Proteine

mittels Westernblot analysiert.

Proteinstandard: 120 kDa Proteinmarker (B-Galaktosidase) von Sigma,
Deisenhofen sowie der HMW (220 kDa Myosin,
170 kDa a-2-Makroglobulin, 116 kDa p-Galaktosidase,
76 kDa Transferrin, 53 kDa Glutamatdehydrogenase) bzw.
LMW-Marker (97 kDa Phosphorylase b, 66 kDa Albumin,
45 kDa Ovalbumin, 30 kDa Carboanhydrase,
20,1 kDa Trypsininhibitor, 14,4 kDa a-Laktalbumin) von

Amersham, New Jersey, USA verwendet

3x Lammli-Puffer: 200 mM Tris/HCI (pH 7,5), 6% SDS, 30% Glyzerol,
18% p-Mercaptoethanol, 0,02% Bromphenolblau in H,O

10x Elektrophoresepuffer: 1,92 M Glycin, 0,1 % SDS, 250 mM Tris in H,O
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SDS-Trenngel: 10% bzw. 14% Acrylamid, 0,375 M Tris/HCI (pH 8,9),
0,1% SDS, 0,05% Ammoniumpersulfat, 0,05% TEMED in
H.O

SDS-Sammelgel: 3% Acrylamid, 125 mM Tris/HCI (pH 6,8), 0,1% SDS,

0,05% Ammoniumpersulfat, 0,05% TEMED in H,O

2.2.11. Elektrotransfer von Proteinen auf Nitrozellulose

Nach der Auftrennung der Proteine in der SDS-PAGE wurden die Proteine mit Hilfe
der Westernblot-Technik auf eine Nitrocellulose-Filtermembran Ubertragen um einen
immunologischen Nachweis von Proteinen durchfihren zu kénnen. Der Transfer
erfolgte mit Hilfe einer ,Semidry* Westernblot-Apparatur von Biotec-Fisher, West
Perth, Australien bei 200 mA fir 1 h, oder in der ,Mini Trans-Blot"
Elektrophoresekammer von Biorad, Minchen fir 1 h bei 400 mA bzw. tGber Nacht bei

90 mA. AnschlielRend wurde die Membran mit Ponceau-S-Lésung gefarbt.

2.2.12. Immunologischer Nachweis von Proteinen auf Nitrocellulose

Nach dem Transfer der Proteine wurde die Membran zur Blockierung unspezifischer
Bindungsstellen fir mindestens 1 h mit 5% Trockenmilchpulver fur den HIF-1a
Nachweis bzw. mit 1% BSA fir den MDK-Nachweis in TBS inkubiert. Anschlielend
wurde flr mindestens 1 h mit dem ersten Antikérper in 5% Trockenmilchpulver bzw.
0,1% BSA in TBS inkubiert. Hierbei wurde der HIF-1a—Antikérper in einer
Konzentration von 1:250 und der MDK-Antikorper in einer Konzentration von 1:500
eingesetzt. Es folgten 4 Waschschritte in TBS-T fur jeweils 15 min um unspezifisch
an die Membran gebundene Antikdrper zu entfernen. Anschlielend wurde fir 1 h mit
dem Zweitantikdrper inkubiert. Zur HIF-1a—Detektion wurde hierbei der Peroxidase-
gekoppelte anti-Maus Antikdrper in einer Konzentration von 1:1000 in 5%
Trockenmilch in TBS verwendet und zur MDK-Detektion der Peroxidase-gekoppelte
anti-Kaninchen Antikérper 1:4000 in 0,1% BSA in TBS eingesetzt. Zuletzt erfolgten

nochmals 4 Waschschritte fur jeweils 15 min in TBS-T. Als Nachweissystem wurde
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ein Chemilumineszenz-Detektions-Reagenz von Applichem, Darmstadt verwendet.
Zur Kontrolle wurde ein anti-Aktin Antikorper verwendet. FUr die nochmalige
Verwendung wurde die Membran mit einer Strippingldsung bei 50°C fir 30 min auf

einem Schuttler inkubiert und anschlieRend mit TBS-T gewaschen.

TBS: 0,8% NaCl, 0,02% KCI, 0,3 %Tris Base in H,O

TBS-T: TBS mit 0,1% Tween 20

Strippinglésung: 62,5 mM Tris (pH 6,7), 2% SDS, 100 mM B-Mercaptoethanol

2.2.13. Bestimmung der Konzentration von Zytokinen

Die Konzentrationen fiir bFGF, IL-8, TGF-B1 und VEGF im Uberstand von humanen
PMN wurden in Doppelbestimmungen mit Hilfe von ELISA-Kits der Firma Biosource,
Nivelles, Belgien nach Anleitungen des Herstellers durchgefihrt. Zum Einsatz kamen
der bFGF, IL-8, TGF-B1 und VEGF-ELISA-Kit (KHG0022, KHC0082, KAC1688 und
KHG0112). Die Absorption wurde bei 450 nm mit einem Spektrometer der Firma
Tecan, Maennedorf, Schweiz gemessen und die Auswertung erfolgte mit Hilfe der

Computerprogramme Microsoft Excel und Sigma Plot (Systat Software, Erkrath).

2.2.14. Genarray fur Angiogenese-relevante Gene

Zur ldentifizierung von Angiogenese-relevanten Faktoren in humanen PMN wurde
der GE-Array Kit (HS-009N-4) fir humane Angiogenese-relevante Gene von
Superarray, Bethesda, USA verwendet. Eine komplette Auflistung aller Gene ist im
Internet unter www.superarray.com zu finden. Die mRNA wurde wie unter 2.2.6.
beschrieben isoliert. Die Arrays wurden nach Angaben des Herstellers durchgefihrt.
Die Probensynthese erfolgte fur 2 h bei 42°C unter Verwendung von mRNA (2-4 ug),
100 U Reverse Transkriptase, 8 U RNase Inhibitor (Promega, Mannheim), Biotin-16-
dUTP (Roche, Mannheim), dNTP Mix (Promega, Mannheim) und einem Primer-Mix
vonSuperarray, Berthesda, USA. Wahrend dessen erfolgte flir 1 h bei 60°C eine
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Prahybridisierung mit GEAhyb-Hybridisierungslésung, die 100 pg/ml denaturierte
Lachs-Sperma-DNA von Stratagen, La Jolla, USA enthielt. Die Membranen wurden
Uber Nacht bei 60°C mit den denaturierten biotinylierten DNA-Proben hybridisiert.
Nach zweimaligem Waschen wurden die Membranen fir 10 Minuten mit Alkaline
Phosphatase-konjugiertem Streptavidin inkubiert und die Genexpression mit Hilfe
von Chemilumineszenz detektiert. Hierzu wurde das Alkaline Phosphatase Substrat
CDP-Star, Superarray, Bethesda, USA verwendet. Die Daten wurden mit Hilfe der
GEArray-Analysierungs-Programme ScanAlyze (Eisen-Software, USA) und GeArray-
Analyzer Software (BioLogic, USA) analysiert. Die p—Aktin Expression wurde zur

Normalisierung verwendet.

2.2.15. In vitro-Angiogenese-Modell

Frisch isoliete HUVEC wurden unmittelbar nach der Isolierung ohne weitere
Kultivierung verwendet. HUVEC (1 x 10° Zellen/ml) wurden mit 25 mg Fibronektin-
beschichteten Biosilon Microbeads von Nunc, Roskilde, Danemark fir 4 h in 1 ml
Medium 199 mit HEPES unter standiger Rotation inkubiert. Anschliellend wurden die
HUVEC bis zum Erreichen der Konfluenz auf den Microbeads unter statischen
Zellkulturbedingungen (37°C, 5% CO,) in Kulturmedium kultiviert. Der Assay wurde in
24-Loch Platten von Nunc, Roskilde, Danemark in Doppelansatzen durchgeflhrt.
Hierzu wurden die HUVEC-beschichteten Microbeads in eine dreidimensionale
Fibrinmatrix eingebettet. Die Angiogenese wurde durch Zugabe von Uberstédnden von
fMLP-aktivierten PMN (100 ul) siehe 2.2.2. oder des proangiogenetischen Faktors
VEGF (finale Konzentration 100 ng/ml) induziert. Der neutralisierende IL-8-Antikorper
und die Isotypkontrolle wurden in einer finalen Konzentration von 400 ng/ml beigefugt.
Nach 3 Tagen Inkubation bei 37°C und 5% CO, wurden die kapillaren Strukturen bei
10-facher Vergroferung unter dem Mikroskop ausgezahlt. Eine Aussprossung wurde
als kapillare Struktur definiert, wenn ihre Lange dem doppelten Durchmesser eines
Microbeads entsprach (300 um). Aussprossungen, die zwei Microbeads verbanden,

wurden zweimal gezahilt.

Medium 199 EARLE (HEPES): mit Supplement Pack der Firma Promocell,
Heidelberg
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Fibronektin: 10 mg/ml in PBS

Fibrinmatrix pro Ansatz: 400 pl Medium 199 EARLE NaHCO3™ mit 2% FCS,
1 mg/ml Fibrinogen und 54 U Thrombin

Abbildung 4: Proangiogenetischer Effekt von PMN. Lichtmikroskopische Aufnahme
von kapillaren Strukturen im in vitro-Angiogenese-Assay 3 Tage nach Induktion der
Angiogenese durch PMN-Uberstéand. Der Lange des GréRenmarkers entspricht 150
pum. Pfeil: Kapillare Struktur.

2.2.16. In vivo-Angiogenese-Modell

Als in vivo-Angiogenese Modell wurde der Chorioallantoic-Membrane (CAM)-Assay
gewahlt. Hierzu wurden befruchtete Hihnereier von der Virologie des Instituts flr
Gefluigelkrankheiten der LMU Minchen, Sonnenstrasse 18, 85764 Oberschleillheim
bezogen und 10 Tage bei 37°C in humider Atmosphare bei leichter Rotation
bebriutet. Am Tag 10 wurden diese zunachst auf Vitalitdt der HUhnerembryos
Uberpruft. AnschlieBend wurde die Eischale mit 70% Ethanol desinfiziert. An einer
blutgefalRfreien Stelle und einer Position Uber dem Luftsack wurde jeweils ein Loch
durch die Eischale gebohrt ohne die CAM dabei zu verletzen. Durch Ansaugen am
Loch Uber dem Luftsack mit Hilfe eines Pasteurpipettenhltchens wurde die CAM an
der Stelle des zweiten Loches von der Schale gelést und nach unten gezogen. Dort
wurde ein Fenster in die Eischale eingefrast und ein steriles Filterplattchen mit einem
Durchmesser von 6 mm (GB 002, Gelblotting Papier von der Firma Whatman,
Dassel) mit 10 uyl des angiogenetischen Agens an einer blutgefalifreien Stelle der

CAM platziert. Zuvor wurde das sterile Filterplattchen mit Cortisonazetat (3 mg in
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100% Ethanol) durchtrdnkt und 30 min bei Raumtemperatur getrocknet.
Anschliellend wurde das Fenster und das Loch verschlossen und das praparierte Ei
bei 37°C in humider Atmosphare bebritet. Nach 3 Tagen wurde der Filter mit der
CAM gro3zugig ausgeschnitten, zweimal mit PBS gewaschen und unter dem
Mikroskop bei 8-facher VergrolRerung fotografiert. Die Auswertung wurde mit
UTHESCA Image Tool, San Antonio, USA durchgeflhrt. Hierzu wurden die

Abzweigungen pro Aufnahme gezahit.

2.2.17. Statistische Analyse

Die Statistische Analyse wurde mit Hilfe des Student’s t-Test (Sigma Plot)
durchgefuhrt. Es wurde vermerkt wenn die Statistische Analyse mit Hilfe des
Student’s Paired t-Test (Sigma Plot) durchgefiihrt wurde. Falls p < 0,05 wurde das

Ergebnis als signifikant bewertet.
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3. Ergebnisse

3.1. Das proangiogenetische Potenzial von humanen neutrophilen

Granulozyten

3.1.1. Microarray fir Angiogenese-relevante Gene in humanen neutrophilen
Granulozyten
Die Untersuchung der molekularen Basis des proangiogenetischen Potenzials von
humanen PMN wurde mit Hilfe eines Microarrays fur Angiogenese-relevante Gene
vorgenommen. Hierzu wurden humane PMN verwendet, die frisch aus dem Blut
gesunder Spender isoliert wurden. Unter 96 Angiogenese-relevanten Genen wurden
insgesamt 28 Gene identifiziert, die in humanen PMN exprimiert werden (Tabelle 3).
Darunter waren die Zytokine IL-8, GRO-a, TGF-B1, TNFa und VEGF, deren
Expression in humanen PMN bereits beschrieben worden ist''"19%140 " Dariiber
hinaus konnte erstmals die Expression des proangiogenetisch wirksamen Zytokins
MDK in humanen PMN nachgewiesen werden. Weiterhin zeigte sich die Expression
der drei Angiogenese-relevanten Transkriptionsfaktoren erb-B2, ets-1 und HIF-1a in
humanen PMN. HIF-1o. wurde in humanen PMN bereits beschrieben’, jedoch ist
dies der erste Nachweis flr die Expression von erb-B2 und ets-1 auf mMRNA-Ebene in
humanen PMN. Unter den Zelloberflachenrezeptoren erfolgte die Detektion des
bereits bekannten Mitglieds der TGF Rezeptor Familie TBRI'*2. Des Weiteren wurden
TBRII und TRRIII in humanen PMN nachgewiesen werden. Auflerdem konnte die
Expression der bereits in PMN bekannten Adhasionsmolekile Integrin a5, Integrin
B3, PECAM-1 und THBS-1 gezeigt werden'**"*®. Auch die Expression des zuvor in
PMN unbekannten Gens THBS-3 wurde mittels Microarray nachgewiesen. Zudem
wurde im Microarray die Expression der vier bereits in humanen PMN bekannten
Enzyme COX-2, HPSE, MMP-9 und uPA detektiert®® 213147 Bereits in der Literatur
beschriebene und hier nachgewiesenen Gene waren dartber hinaus TIMP-1 und
Chromogranin A (CHGA) 1% Zusatzlich konnte die Expression der vier weiteren
neuen Genen TIMP-2, Ephrin A2, Ephrin B2 und Restin unter Verwendung des

Microarrays gezeigt werden.
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Tabelle 3: Angiogenese-relevante Gene in humanen PMN. Detektion
Angiogenese-relevanter Gene im Microarray. Das Ergebnis ist reprasentativ fir 4
unabhangige Experimente mit humanen PMN von 4 verschiedenen Spendern. Es
wurden Microarrays mit 2 verschiedenen Chargennummer verwendet (1906 und
0507). Die Signale wurden als positiv definiert, wenn sie in mindestens 2 der 4
Microarrays nachgewiesen wurden und hierbei in jeder Chargennummer mindestens
einmal detektiert werden konnten. * Bisher in humanen PMN unbekannte Gene.

Gene Abk. Andere Bezeichnung Ref.
Zytokine

Growth Related Oncogene o Gro-a CXCLA1 140
Interleukin 8 IL-8 CXCL8 15
*Midkine MDK Neurite Growth-Promoting Factor-2 (NEGF-2)
Transforming Growth Factor-f51 TGF-p1 109
Tumornekrose Faktor o TNFa 13
Vacular Endothelial Growth Factor VEGF 107
Transkriptionsfaktoren

*erb-B2 Onkogen erb-B2 neu, her-2

*ets-1 Onkogen ets-1

Hypoxia-Inducible Factor 1, o Untereinheit HIF-1a 141

Zytokin-Rezeptoren

Transforming Growth Factor- Receptor 1 TGFBRI 142
*Transforming Growth Factor-$ Receptor 2 TGFBRII

*Transforming Growth Factor- Receptor 3 TGFBRIII  B-Glycan

Adhdsionsmolekiile

Integrin a5 Untereinheit ITGAS CD49%e 143
Integrin B3 Untereinheit ITGB3 CD61 144
Platelet-Endothelial Cell Adhesion Molecule 1 PECAM-1 CD31 145
Thrombospondin 1 THBS-1 146
* Thrombospondin 3 THBS-3

*VE-Cadherin Cadherin 5

Enzyme

Cyclooxygenase 2 COX-2 Prostaglandin-Endoperoxid-Synthase 2 147
Heparanase HPSE 58
Matrix Metalloproteinase 9 MMP-9 Gelatinase Typ V, Kollagenase 112
Plasminogen Aktivator, Urinary uPA Urokinase, PLAU 113
Andere

Chromogranin A CHGA 149
*Ephrin A2 EFNA2

*Ephrin B2 EFNB2

*Restin RSN Cytoplasmic Linker Protein 170 (CLIP 170)

Tissue Inhibitor of Metalloproteinase 1 TIMP-1 148
*Tissue Inhibitor of Metalloproteinase 2 TIMP-2

Somit wurde mit Hilfe der Microarray-Technik die Expression von insgesamt 28
Genen nachgewiesen. Unter diesen Genen konnten 11 Angiogenese-relevante Gene
erstmals in humanen PMN identifiziert werden. Hierbei handelt es sich um MDK,
erb-B2, ets-1, TRRII, TRRIIl, THBS-3, VE-Cadherin, TIMP-2, Ephrin A2, Ephrin B2

und Restin.
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3.1.2. Nachweis der neu identifizierten Gene auf mMRNA-Ebene mit Hilfe
der RT-PCR

In weiterfUhrenden Untersuchungen sollte die Expression der mit Hilfe der
Microarray-Technik neu identifizierten Angiogenese-relevanten Gene (siehe Tabelle
3) mit einer unabhangigen Methode verifiziert werden. Hierzu wurde mit Hilfe der RT-
PCR-Technik die mRNA-Expression der 11 neu identifizierten Gene mit Hilfe
spezifischer Primer analysiert. Fir die Experimente wurden humane PMN von
insgesamt drei verschiedenen gesunden Spendern verwendet. Es zeigte sich, dass
mit Ausnahme von VE-Cadherin die Expression aller Gene in humanen PMN

bestatigt werden konnte (Abbildung 5).

MDK
ERB-B2
ets-1
TBRII
TBRIlI Abbildung 5: RT-PCR von den in humanen PMN
neu entdeckten Genen. M, Marker; PMN, mRNA
THBS-3 aus PMN; +, Positivkontrolle; -, Negativkontrolle.
Als Negativkontrolle (-) wurde die PCR ohne
VE-Cadherin Template durchgeflhrt. Als Positivkontrolle dienten
HL-60 Zellen. Die Ergebnisse sind reprasentativ fur
TIMP-2 drei unabhangige Experimente mit humanen PMN,
die von drei verschiedenen Spendern gewonnen
wurden. Die von VE-Cadherin dargestellte PCR
Ephrin A2 wurde mit Primerpaar 3 (siehe Tabelle 2)
durchgefiuhrt, als Positivkontrolle wurden hierbei
Ephrin B2 humane Endothelzellen verwendet. Die PCR mit
Primerpaar 1 und 2 lieferte fir VE-Cadherin
Restin ebenfalls ein negatives Ergebnis (Daten nicht

gezeigt).

Im Falle von VE-Cadherin konnte die entsprechende mRNA in humanen PMN mit
drei verschiedenen spezifischen Primerpaaren nicht nachgewiesen werden. Hierbei

zeigte die Positivkontrolle, die an HUVEC durchgefuhrt wurde, dass die Primerpaare
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funktionell waren. Dies deutet darauf hin, dass der Microarray fur VE-Cadherin ein
falsch positives Ergebnis lieferte. Zusammengefasst wurden 28 Angiogenese-
relevante Gene in humanen PMN mit Hilfe der Microarray-Technik detektiert. Unter
den neu identifizierten Gene waren insgesamt zehn Gene, deren Expression mit Hilfe
der RT-PCR-Technik bestatigt werden konnte. Hierzu zahlen MDK, erb-B2, ets-1,
TRRII, TBRII, THBS-3, Ephrin A2, Ephrin B2, Restin, und TIMP-2. Die Expression
von VE-Cadherin konnte mit Hilfe der RT-PCR nicht bestatigt werden.

3.1.3. Expression von Midkine in humanen neutrophilen Granulozyten

Zytokine sind bei der Induktion der entzindlichen Angiogenese von besonderem
Interesse. Daher sollte die Expression des in humanen PMN neu entdeckten
Zytokins MDK in weiterfuhrenden Untersuchungen auf Proteinebene mit Hilfe der
Westernblot-Technik analysiert werden. Hierzu wurden humane PMN verwendet, die
frisch aus dem Blut gesunder Spender isoliert wurden. Die Expression von MDK
wurde in frisch isolierten PMN ohne weitere Inkubation sowie nach Inkubation fur 6 h
bei 37°C mit bzw. ohne Stimulation durch das bakterielle Tripeptid fMLP analysiert.
Die Untersuchung ergab, dass MDK in frisch isolierten PMN in Form des Monomers
und des Dimers sowie in geringem Umfang auch als Tetramer auf Proteinebene
exprimiert wurde (Abbildung 6A). Es zeigte sich, dass die Proteinexpression von
MDK nach fMLP-vermittelter Aktivierung von humanen PMN fur 6 h im Vergleich zur
unstimulierten Kontrolle  zunahm. Hierbei  konnte insbesondere die
Expressionszunahme des mit Hilfe einer Transglutaminase kovalent verknipften
Dimers nachgewiesen werden, welches als biologisch funktionelle Variante gilt".
Zur Kontrolle wurde die p-Aktin-Expression auf Proteinebene analysiert. Die
Darstellung der relativen optischen Dichte der erhaltenen Proteinbanden zeigt fir die
dimere Form von MDK im Vergleich zum 0 h-Wert eine signifikante Expressions-
zunahme nach fMLP-Stimulation fiur 6 h um den Faktor 6,0. Nach 6 h ohne
Stimulation der PMN kam es zu einer nicht signifikanten Expressionszunahme um
den Faktor 2,6. Somit konnte insgesamt nachgewiesen werden, dass das Zytokin
MDK nicht nur auf mRNA-Ebene, sondern auch auf Proteinebene in humanen PMN
exprimiert wird. Die Ergebnisse legen daruber hinaus den Schluss nahe, dass die
Rezeptor-vermittelte Aktivierung humaner PMN mit dem bakteriellen Tripeptid zu

einer Expressionszunahme von MDK in diesen Zellen flhrt.
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Abbildung 6: Nachweis von Midkine auf Proteinebene. Humane PMN (2 x 10°
PMN/Probe) wurden ohne weitere Inkubation (0 h) sowie nach Inkubation fur 6 h bei
37°C ohne Stimulation (6 h) bzw. nach Stimulation mit 100 nM fMLP verwendet (6
hs). Der Nachweis erfolgte mit Hilfe eines anti-MDK Antikorpers (H-65) und eines
anti-Aktin Antikorpers (I-19) von der Firma Santa Cruz. A: Als Positivkontrolle (+)
dienten HELA-Zellen. Die Expression erfolgte als Monomer (ca. 15 kDa), als Dimer
(ca. 30 kDa) und als Tetramer (ca. 60 kDa); MW, Molekulargewicht. B: Dargestellt ist
die relative Proteinexpression von MDK als OD der dimeren Form von MDK bezogen

auf Expression von B-Aktin (ODmpk/ODgakin). N = 4; * p < 0,05 und n.s., nicht
signifikant versus 0 h-Wert.

3.2. Die Induktion Angiogenese-relevanter Faktoren in humanen neutrophilen
Granulozyten durch Stimulation mit dem bakteriellen Tripeptid fMLP
Nachdem gezeigt werden konnte, dass die Rezeptor-vermittelte Aktivierung humaner
PMN mit bakteriellen Tripeptid fMLP die Proteinexpression des neu identifizierten
Zytokins MDK induzierte, sollte der Frage nachgegangen werden, ob die Expression
weiterer proangiogenetisch wirksamer Zytokine in humanen PMN durch fMLP

reguliert wird.

3.2.1. Regulation von Angiogenese-relevanten Genen in humanen neutrophilen
Granulozyten

Zunachst wurde die mRNA-Expression der hochwirksamen proangiogenetischen

Faktoren IL-8, VEGF, TGF-B1 und bFGF in humanen PMN mit Hilfe der

semiquantitativen RT-PCR untersucht.
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Abbildung 7: Analyse der mRNA-Expression von IL-8, VEGF, TGF-1 und bFGF
nach Stimulation humaner PMN mit dem bakteriellen Tripeptid fMLP.
Semiquantitative RT-PCR fur IL-8, VEGF, TGF-31 und bFGF. Humane PMN (5 x 108
Zellen/ml) wurden ohne weitere Inkubation (0 h), nach Inkubation fir 1 h bzw. 2 h
ohne Stimulation (1 h, 2 h) bzw. nach Stimulation mit 100 nM fMLP verwendet (1 hs,
2 hs). Als Negativkontrolle (-) wurde die PCR mit mRNA durchgefihrt. Als
Positivkontrolle (+) dienten HUVEC bzw. differenzierte HL-60-Zellen. Als Kontrolle
wurde B-Aktin  verwendet. A: Agarosegel der PCR-Produkte; n=3. B:
Semiquantitative Analyse der IL-8 mMRNA Expression mit Hilfe der Berechnung der
relativen OD von IL-8 bezogen auf die OD der mRNA von B-Aktin (OD,_.s/ODgaxin)-
Dargestellt ist das Ergebnis flr frisch isolierte PMN (0 h), fur PMN nach 1 h ohne
Stimulation (1 h) bzw. nach fMLP-Stimulation fir 1 h (1 hs). n=4; * p < 0,05 und n.s.,
nicht signifikant versus 0 h-Wert; # p < 0,05.

Fir diese Untersuchungen wurden PMN (5 x 10° Zellen/ml) verwendet, die frisch aus

dem Blut von gesunden Spendern isoliert wurden und bei 37°C fur 1 h bzw. 2 h

41



3. Ergebnisse

unstimuliert blieben oder mit 100 nM fMLP stimuliert wurden. Mit Hilfe von
spezifischen Primerpaaren wurde anhand der semiquantitativen RT-PCR-Technik die
Regulation der mMRNA-Expression dieser proangiogenetischen Faktoren ermittelt. So
konnte nachgewiesen werden, dass in unstimulierten humanen PMN eine basale
Expression von IL-8 auf mRNA-Ebene vorlag. Die Expression der IL-8 mRNA stieg
nach Aktivierung der PMN fur 1 h mit fMLP an (Abbildung 7A und B). Hier ergab die
semiquantitative Analyse eine sechsfache signifikante Steigerung der relativen IL-8
MRNA-Expression (ODj_s/ODg-akiin) von 0,4 * 0,2 in unstimulierten, frisch isolierten
PMN auf 2,4 £ 0,1 nach fMLP-Stimulierung fir 1 h. Auch bei der unstimulierten
Kontrolle kam es zu einem leichten, jedoch nicht signifikanten Anstieg der relativen
IL-8 mRNA-Expression im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle auf 1,1 + 0,4.
Darlber hinaus zeigte sich, dass frisch isolierte humane PMN auch eine basale
MRNA-Expression von VEGF und TGF-B1 aufwiesen. Die Expression wurde jedoch
nach fMLP-Stimulierung far 1 h bzw. 2 h nicht gesteigert (Abbildung 7A).

Darliber hinaus wurde die Expression des proangiogenetischen Faktors bFGF
untersucht. Zwar hatte die Expressionsanalyse mit Hilfe der Microarray-Technik
keinen Nachweis von bFGF in frisch isolierten PMN ergeben. Es sollte nun jedoch
untersucht werden, ob die Stimulation der humanen PMN mit fMLP mdglicherweise
die Expression von bFGF induzierte. Die RT-PCR-Analyse ergab jedoch, dass auch
nach Stimulation der humanen PMN keine Expression von bFGF auf mRNA-Ebene
nachweisbar war. Dies zeigt, dass die Expression der proangiogenetischen Zytokine
IL-8, VEGF, bFGF und TGF-B1 durchaus unterschiedlich reguliert wird. Wahrend
VEGF und TGF-B1 in unstimulierten PMN auf mRNA-Ebene exprimiert wurden, liel3
sich keine Induktion der mRNA nach Stimulation mit dem bakteriellen Tripeptid fMLP
nachweisen. Demgegenuber konnte die basale Expression der IL-8 mRNA nach
Stimulation gesteigert werden, wahrend eine Expression von bFGF weder in frisch

isolierten, noch in stimulierten PMN nachgewiesen werden konnte.
Da im Mittelpunkt dieser Arbeit die Frage stand, ob humane PMN ein

proangiogenetisches Potenzial haben, das im Kontext einer entziindlichen Reaktion

aktiviert wird, sollte nachfolgend untersucht werden, ob neben IL-8 weitere

42
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Angiogenese-relevante Faktoren nach fMLP-Stimulation auf mMRNA-Ebene induziert
werden. Hierzu wurde die Expression der beiden Faktoren MMP-9 und HPSE
untersucht, die eine wichtige Rolle bei der Angiogenese spielen und in humanen

PMN exprimiert werden.

A
M Oh 1h1hs 2h 2hs + -
MMP-9
HPSE
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ODwmp-o/ODg aktin | 0,5 [ 1,1 | 1,4 | 1,3 | 2,4
ODupse/ODg.aktin | 0,3 0,2 04 (0,7 0,5

Abbildung 8: Analyse der mRNA-Expression von MMP-9 und HPSE nach
Stimulation humaner PMN mit dem bakteriellen Tripeptid fMLP. Semiquantitative
RT-PCR fir MMP-9 und HPSE. Humane PMN (5 x 10° Zellen/ml) wurden frisch
isoliert (O h) bzw. nach Inkubation bei 37°C fur 1 h bzw. 2 h ohne Stimulation (1 h, 2
h) bzw. nach Stimulation mit 100 nM fMLP verwendet (1 hs, 2 hs). Als
Negativkontrolle (-) wurde die PCR mit mRNA durchgefuhrt. Als Positivkontrolle (+)
dienten differenzierte HL-60-Zellen. A: Agarosegel der PCR-Produkte B: Relative
OD-Werte (ODMMP-Q/ODB-Aktin und ODHPSE/ODﬁ-Akﬁn) der dargestellten
semiquantitativen RT-PCR von HPSE und MMP-9. Die Ergebnisse sind reprasentativ
fur 3 unabhangige Experimente.

Die Analyse der Regulation der mRNA-Expression mit Hilfe der semi-quantitativen
RT-PCR ergab, dass sowohl die Expression von MMP-9 als auch von HPSE auf
MRNA-Ebene nach Stimulierung mit 100 nM fMLP induziert wurde (Abbildung 8A

und 8B). Die Quantifizierung der mRNA-Expression erfolgte anhand Berechnung der
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relativen OD von MMP-9 und HPSE im Vergleich zur jeweiligen mRNA Expression
von B-Aktin. Hier zeigte sich im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle ein Anstieg der
relativen OD der MMP-9 mRNA-Expression von 0,5 auf 1,4 nach Stimulation der
Zellen fur 1 h mit fMLP. Auch nach Inkubation der humanen PMN fir 1 h ohne
weitere Stimulation kam es zu einem Anstieg der basalen Expression auf 1,1. Nach 2
h zeigte sich ein Anstieg der Expression von 1,3 in den unstimulierten Zellen auf 2,4
nach fMLP-Stimulation. Ein &hnliches Ergebnis lieferte die Analyse der mRNA-
Expression von HPSE. Hierbei ergab die quantitative Analyse einen Anstieg der
relativen OD von 0,3 in frisch isolieten humanen PMN auf 0,4 bzw. 0,5 nach 1 h
bzw. 2 h fMLP-Stimulation. Die relativen OD der unstimulierten Kontrollen betrugen
dagegen 0,2 nach 1 h und 0,4 nach 2 h. Die jeweiligen Experimente stehen

stellvertretend fur 3 unabhangige Experimente.

Insgesamt konnte somit belegt werden, dass die mRNA-Expression der beiden
Faktoren HPSE und MMP-9 in humanen PMN durch fMLP-Stimulierung induziert
wird. Somit beschrankt sich die Induktion der mRNA-Expression nach fMLP-
Stimulation nicht nur auf IL-8, sondern umfasst auch die beiden proangiogenetisch
wirksamen Faktoren MMP-9 und HPSE.

3.2.2. Freisetzung proangiogenetisch wirksamer Zytokine durch humane
neutrophile Granulozyten
In weiterfUhrenden Experimenten sollte die Frage untersucht werden, ob die
Stimulation humaner PMN mit 100 nM fMLP die Freisetzung der pro-
angiogenetischen Zytokine IL-8, VEGF, TGF-f1 und bFGF induzierte. Die
Freisetzung von IL-8 und VEGF im Uberstand von humanen PMN (5 x 10° Zellen/ml)
wurde bereits von unserer Gruppe untersucht™!. Nach 1 h fMLP-Stimulation wurde
eine signifikant hohere Konzentration von 154 + 16 pg/ml IL-8 im Uberstand humaner
PMN gemessen als im Uberstand unstimulierter humaner PMN nach 0 h (7 + 13
pg/ml, n =3, p < 0,05). Nach Inkubation fir 4 h, 8 h und 24 h bei 37°C nach fMLP-
Stimulation stieg diese Konzentration signifikant auf 360 + 44 pg/ml, 427 + 12 pg/mi
und 723 + 92 pg/ml. Die Analyse von VEGF ergab eine basale Konzentration von 2 +
2 pg/ml im Uberstand unstimulierter PMN (0 h). Die VEGF Konzentration stieg
signifikant auf 15 + 3 pg/ml nach 1 h, 20 £ 5 pg/ml nach 4 h, 23 + 5 pg/ml nach 8 h,
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und 33 £ 9 pg/ml nach 24 h fMLP-Stimulation (n = 3 , p < 0,05). Zusammenfassend
zeigt dieses Ergebnis, dass humane PMN bereits nach 1 h fMLP-Stimulation

substanzielle Mengen von IL-8 und VEGF freisetzen.

In weiteren Untersuchungen sollte die Konzentration von TGF-B1 im Uberstand
humaner PMN ermittelt werden. Die Uberstinde von frisch Isolierten PMN (5 x 10°
Zellen/ml) wurden nach Inkubation bei 37°C ohne Stimulation bzw. mit Stimulation
des bakteriellen Tripeptids fMLP (100 nM) fir 2 h, 6 h oder 24 h mit Hilfe der ELISA-

Technik analysiert.
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Abbildung 9: TGF-B1-Konzentration im Uberstand von humanen PMN. Die
TGF-B1-Konzentration wurde im Uberstand von humanen PMN (5 x 10° Zellen/ml)
mit Hilfe eines spezifischen ELISA-Kits gemessen. Hierzu wurden die Uberstiande
der Zellen ohne weitere Inkubation (0 h) bzw. nach 2 h, 6 h oder 24 h bei 37°C ohne
Stimulation (2 h, 6 h, 24 h) bzw. nach Stimulation mit 100 nM fMLP (2 hs, 6 hs, 24
hs) verwendet. n = 4. * p < 0,05 versus 0 h-Wert; n.s.,nicht signifikant.

So konnte nachgewiesen werden, dass die ermittelte TGF-$1 Konzentration im
Uberstand humaner PMN nach 2 h im Vergleich zu frisch isolieten PMN nicht
signifikant verandert war. Nach 6 h bzw. 24 h Inkubation ohne weitere Stimulation bei

37°C kam es jedoch zu einer signifikanten Zunahme der TGF-f1-Konzentration auf
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283 + 156% bzw. 395 * 245% im Vergleich zum 0 h-Wert. Durch Stimulation mit
fMLP konnte die TGF-B1-Konzentration im Uberstand im Vergleich zu den

unstimulierten Kontrollen zu keinem Zeitpunkt (2 h, 6 h, 24 h) signifikant gesteigert
werden (200 £ 76%, 256 *+ 144%, 465 + 260%).

In weiteren Untersuchungen sollte die Freisetzung von bFGF im Uberstand von
humanen PMN (5 x 10° Zellen/ml) ermittelt werden. In humanen PMN konnte zwar
mit Hilfe der Microarray-Technik und mit Hilfe der RT-PCR-Technik keine mRNA von
bFGF nachgewiesen werden. Es sollte nun jedoch untersucht werden, ob humane

PMN in der Lage sind, eventuell gespeichertes bFGF freizusetzen (Tabelle 4).

Tabelle 4: bFGF-Konzentration im Uberstand von PMN. Die bFGF-Konzentration
wurde im Uberstand von humanen PMN (5 x 10° PMN/ml) mit Hilfe eines
spezifischen ELISA-Kits gemessen. Hierzu wurden die Uberstinde der Zellen ohne
weitere Inkubation (0 h) bzw. nach Stimulation mit 100 nM fMLP fir 5 min, 30 min, 1
h, 4 h, 6 h und 24 h bei 37°C verwendet (0 h, 5 min, 30 min, 1 h, 4 h, 6 h. 24 h); n=5.

t 0h 5 min 30 min 1h 4h 6h 24 h
bFGF
(pg/ml) 0 1,73 1,2+3 0 1,94 4610 0

Hierbei zeigte sich, dass die Konzentration von bFGF im Uberstand humaner PMN
zu allen untersuchten Zeitpunkten im Bereich der vom Hersteller angegebenen
Nachweisgrenze von 7 pg/ml lag. Dies zeigt, dass keine substanziellen Mengen von

bFGF von humanen PMN freigesetzt wurden.

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass humane PMN nach fMLP-Stimulation keine
substanziellen Mengen von bFGF freisetzen, wahrend TGF-B1 offensichtlich
konstitutiv freigesetzt wird. Demgegenlber fihrte die fMLP-vermittelte Aktivierung
von PMN zu einer signifikanten Freisetzung der proangiogenetisch wirksamen
Zytokine VEGF und IL-8.
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3.2.3. Der proangiogenetische Effekt von humanen neutrophilen Granulozyten
in vitro

In weiterfihrenden Untersuchungen sollte die Frage geklart werden, ob die

Freisetzung der proangiogenetisch wirksamen Zytokine durch humane PMN eine

funktionelle Relevanz fir die Induktion der Angiogenese hat. Die Untersuchungen

wurden mit Hilfe eines In vitro-Angiogenese-Modells durchgefuhrt. Hierzu wurden

frisch aus humanen Nabelschnurvenen isolierte HUVEC auf Biosilon-Kugeln

ausgesat, die anschlieBend in eine dreidimensionale Fibrinmatrix gebettet wurden.

Die Induktion der Angiogenese wurde hierbei durch Auszahlen kapillarer Strukturen
am Tag 3 quantifiziert (Abbildung 10).
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021 0,07
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Kontrolle VEGF . PMN-
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Abbildung 10: Induktion der Angiogenese von humanen PMN in vitro.
Quantitative Analyse des angiogenetischen Effektes im In vitro-Angiogenese-Assay
am Tag 3 nach Induktion der Angiogenese. Biosilon-Kugeln wurden mit HUVEC
beschichtet und in eine dreidimensionale Fibrinmatrix eingebracht. Als
Positivkontrolle wurde 100 ng/ml VEGF und als Negativkontrolle PBS (Kontrolle)
verwendet. Am Tag 3 nach der Stimulation wurden die Aussprossungen ausgezahlt.
Die Stimulation erfolgte mit dem Uberstand von PMN, die fiir 1 h mit 100 nM fMLP
aktiviert wurden. A: Lichtmikroskopische Aufnahme der kapillaren Strukturen (Pfeil)
im Angiogenese-Assay. Der Lange des GroRenmarkers entspricht 150 um. B:
Quantitative Auswertung der Aussprossungen pro Kugel am Tag 3 nach der
Induktion. n = 5; * p < 0,05 versus Kontrolle; n.s., nicht signifikant.

47



3. Ergebnisse

Die Uberstande von PMN (5 x 10%ml), die fiir 1 h mit fMLP (100 nM) stimuliert
wurden, induzierten eine etwa 13-fache signifikante Zunahme der Angiogenese von
0,07 £ 0,05 Aussprossungen/Kigelchen bei der unstimulierten Kontrolle auf 0,94 +
0,04 Aussprossungen/Kugelchen. Somit konnte gezeigt werden, dass humane PMN
die Fahigkeit besitzen, die Aussprossung von kapillaren Strukturen zu induzieren.
Der hierbei hervorgerufene Effekt war in seiner GréRenordnung vergleichbar mit der
proangiogenetischen Antwort, die durch 100 ng/ml VEGF induziert wurde (0,81 +
0,33 Aussprossungen/Kulgelchen). Demgegenuber hatte die Applikation von fMLP
allein keinen Einfluss auf die Aussprossung kapillarer Strukturen (Daten nicht

gezeigt).

Insgesamt zeigt dieses Experiment, dass humane PMN proangiogenetische
Faktoren freisetzen, die in der Lage sind, die Aussprossung von kapillaren Strukturen
direkt zu induzieren. Hierbei liegt das proangiogenetische Potenzial insgesamt in
derselben Grolenordnung wie die maximale effektive Stimulation mit dem potenten
Angiogenese-Faktor VEGF. Um die funktionelle Bedeutung humaner PMN flr die
Auslésung der Angiogenese in vivo zu verifizieren, sollten die Uberstinde fMLP-
stimulierter PMN zur Induktion der Angiogenese im CAM-Modell untersucht werden.
Die Voruntersuchungen ergaben jedoch, dass bereits die Applikation von fMLP allein
eine substanzielle proangiogenetische Antwort in diesem Modell induzierte (Daten
nicht gezeigt). Somit konnten die geplanten Untersuchungen in diesem Modell nicht

sinnvoll durchgefliihrt werden.

3.2.4. Einfluss humaner neutrophiler Granulozyten auf die endotheliale IL-8
MRNA-Expression

In weiterfihrenden Untersuchungen sollten die zellularen Mechanismen analysiert
werden, die flir den proangiogenetischen Effekt verantwortlich sind. Aufgrund der
Tatsache, dass humane PMN gro3e Mengen von IL-8 und VEGF freisetzen und
HUVEC flr diese beiden proangiogenetischen Faktoren spezifische Rezeptoren auf
ihrer Oberflache exprimieren, wurde die mRNA-Expression von endothelialem IL-8
nach IL-8- und VEGF-Stimulation in HUVEC untersucht. Hierzu wurden frisch aus
der humanen Nabelschnurvene isolierte HUVEC in Kultur genommen und far O h, 2
h, 4 h, 6 h und 24 h mit IL-8 (5 ng/ml) bzw. VEGF (10 ng/ml) stimuliert. Die
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Expression der endothelialen IL-8 mRNA wurde mit Hilfe der semi-quantitativen RT-
PCR-Technik unter Verwendung spezifischer Primerpaare analysiert. Als quantitative

Kontrolle diente die Expression von (3-Aktin (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Induktion endothelialer IL-8 mMRNA Expression nach Stimulation
von HUVEC mit IL-8 und VEGF. Semiquantitative RT-PCR flir endotheliales IL-8.
Hierzu wurden HUVEC ohne Stimulation verwendet (0 h) bzw. mit IL-8 (5 ng/ml)
bzw. VEGF (10 ng/ml) fir 2 h, 4 h, 6 h und 24 h stimuliert (2 hs, 4 hs, 6 hs, 24 hs).
Als Kontrolle diente die mRNA-Expression von B-Aktin. A: Agarosegel der PCR-
Produkte. B: Darstellung der quantitativen Analyse der relativen OD der
endothelialen IL-8 mMRNA bezogen auf B-Aktin (ODj_.s/ODg-akiin). N = 4; * p < 0,05 und
n.s., nicht signifikant versus 0 h-Wert.
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Die quantitative Analyse ergab einen signifikanten Anstieg der endothelialen IL-8
MRNA-Expression nach 2 h (0,4 £ 0,2), 4 h (0,6 £ 0,2) und 6 h (0,8 + 0,2) Stimulation
mit IL-8 im Vergleich zum 0 h-Wert (0,1 £ 0,1). Nach 24 h war keine signifikante
Zunahme der relativen OD mehr zu verzeichnen (0,5 + 0,4). Nach VEGF-Stimulation
ergab die quantitative Analyse der endothelialen IL-8 mRNA einen spezifischen
transienten Anstieg nach 4 h (0,3 £ 0,2) und 6 h (0,6 * 0,3) im Vergleich zum 0 h-
Wert (0,2 = 0,1). Nach 2 h (0,3 £ 0,2) und 24 h (0,7 £ 0,9) war der Anstieg der
relativen OD der endothelialen IL-8 mRNA nicht signifikant. Diese Ergebnisse zeigen,
dass die beiden Faktoren IL-8 und VEGF offensichtlich in der Lage sind, einen

transienten Anstieg der endothelialer IL-8 mMRNA-Expression zu induzieren.

In weiterflihrenden Untersuchungen sollte nun der proangiogenetische Effekt von
humanen PMN auf der mRNA-Ebene in HUVEC untersucht werden. Hierzu wurden
frisch aus der Nabelschnurvene isolierte HUVEC in Kultur genommen und fir 0 h,
6 h, 24 h und 48 h mit Uberstand von humanen PMN behandelt. Die humanen PMN
(5 x 10° Zellen/ml) wurden zuvor fiir 1 h mit 100 nM fMLP stimuliert. Als Kontrolle
wurde PBS verwendet. PBS sowie der PMN-Uberstand wurde in einer Verdiinnung
von 1:5 dem Kulturmedium beigefiigt. Nach Isolierung der endothelialen mRNA
wurde die semiquantitative RT-PCR-Technik angewendet und unter Verwendung
spezifischer Primerpaare die endotheliale mRNA-Expression von IL-8 und VEGF
analysiert. Als Kontrolle diente die Expression der endothelialen B-Aktin mRNA
(Abbildung 12).

Hierbei zeigte sich ein transienter Anstieg der endothelialen IL-8 mMRNA-Expression
nach 6 h Stimulation der HUVEC mit PMN-Uberstand. Die quantitative Analyse ergab
eine signifikanten Zunahme der relativen IL-8 mRNA-Expression von 0,5 = 0,4 (0 h)
auf 1,9 + 0,9 nach Stimulation mit PMN-Uberstand fiir 6 h. Die relative endotheliale
IL-8 mRNA-Expression der PBS-Kontrolle von 0,9 £ 0,5 zum Zeitpunkt 6 h war im
Vergleich zum 0 h-Wert nicht signifikant erhéht. Die Zunahme der relativen mRNA-
Expression nach Stimulation mit PMN-Uberstand fir 24 h auf 1,1 + 0,9 war im
Vergleich zum 0 h-Wert ebenfalls nicht signifikant. Im Gegensatz hierzu zeigte die
Analyse der mRNA-Expression von VEGF, dass die Uberstinde aktivierter PMN

nicht in der Lage waren, die basale Expression von VEGF zu steigern. Somit wurde
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durch den Uberstand aktivierter PMN nur die endotheliale IL-8 mRNA, nicht aber die
VEGF mRNA induziert.
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Abbildung 12: Analyse der mRNA-Expression von endothelialen IL-8 bzw.
VEGF nach PMN-vermittelter Stimulation von HUVEC. Semiquantitative RT-PCR
fur IL-8 und VEGF mRNA in HUVEC, die nicht stimuliert (O h) bzw. mit PMN-
Uberstand fiir 6 h, 24 h und 48 h stimuliert wurden (6 hs, 24 hs, 48 hs). Hierzu
wurden frisch isolierte humane PMN (5 x 10° Zellen/ml) bei 37°C fiir 1 h mit 100 nM
fMLP stimuliert. Die PMN-Uberstdnde wurden in einer Verdiinnung von 1:5 dem
Kulturmedium beigeflgt. Als Kontrolle wurde PBS verwendet (6 h, 24 h, 48 h). Zur
Berechnung der relativen Expression wurde die Expression der p-Aktin mRNA
analysiert. A: Agarosegel der PCR-Produkte. B: Darstellung der quantitativen
Analyse der relativen OD von endothelialer IL-8 mRNA bezogen auf B-Aktin. n = 4;
* p < 0,05 und n.s., nicht signifikant versus 0 h-Wert; # p < 0,05.

Da IL-8 als wichtiger Aktivator der Angiogenese diskutiert wird, sollte in
weiterflihrenden Untersuchungen der Frage nachgegangen werden, ob durch
Induktion des endothelialen IL-8 mdglicherweise ein parakriner Feedforward
Mechanismus aktiviert wird. Hierzu wurden frisch aus der Nabelschnurvene isolierte
HUVEC in Kultur genommen und fir 6 h mit 100 ng/ml VEGF stimuliert. Um die
Frage zu klaren, ob die VEGF-vermittelte Induktion der IL-8 mRNA abhangig ist von
der Freisetzung von IL-8 wurde die VEGF-Stimulation zusatzlich in Gegenwart eines

spezifischen neutralisierenden IL-8-Antikdrper durchgefuhrt. Zur Kontrolle wurde ein
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Antikoérper desselben Isotyps verwendet. Als Negativkontrolle wurde flr 6 h mit PBS
inkubiert. AnschlieRend wurde die mRNA isoliert und mit Hilfe der semiquantitativen
RT-PCR Technik und spezifischen Primerpaaren die Expression der endothelialen

IL-8-Expression analysiert. Als Kontrolle diente B-Aktin (Abbildung 13).
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Abbildung 13: Parakriner Feedforward Mechanismus. Semiquantitative RT-PCR
fur endotheliales IL-8. Hierzu wurden HUVEC frisch aus der Nabelschnurvene isoliert
und in Kultur genommen und fir 6 h als Kontrolle mit PBS behandelt (-), fir 6 h mit
100 ng/ml VEGF (+) bzw. 100 ng/ml VEGF in Gegenwart eines spezifischen
neutralisierenden IL-8 Antikorper (Klon B-K8, 1gG+) von der Firma Biosource (Ak)
bzw. 100 ng/ml VEGF mit einer Antikdrper-Isotop-Kontrolle (Iso) stimuliert. Als
quantitative Kontrolle diente die Expression von p-Aktin mRNA. A: Agarosegel der
PCR-Produkte. B: Quantitative Darstellung der relativen mRNA-Expression von
endothelialen IL-8 bezogen auf B-Aktin (ODj..s/ ODg.ain)- N = 4; * p < 0,05 und n.s.,
nicht signifikant versus Kontrolle (-); # p < 0,05.
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Hierbei zeigte sich, dass der VEGF-induzierte Anstieg der endothelialen IL-8 mRNA-
Expression in Gegenwart des neutralisierenden anti-IL-8-Antikdrpers fast komplett
gehemmt wurde. Die Isotyp-Kontrolle des Antikdrpers hatte keinen Effekt. Somit
konnte nachgewiesen werden, dass der VEGF-vermittelte Anstieg der IL-8 mRNA-

Expression abhangig ist von der endothelialen IL-8 Freisetzung.

3.2.5. Der Mechanismus des proangiogenetischen Effektes von humanen
neutrophilen Granulozyten in HUVEC

In weiterflhrenden Untersuchungen sollte die biologische Relevanz dieses

Ergebnisses analysiert werden. Dies erfolgte mit Hilfe des In vitro-Angiogenese-

Assays.
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Abbildung 14: Quantifizierung der VEGF-vermittelten Angiogenese nach
Neutralisation von IL-8. Quantitative Analyse des angiogenetischen Effektes im In
vitro-Angiogenese-Assay am Tag 3 nach Induktion der Angiogenese. Biosilon-Kugeln
wurden mit HUVEC beschichtet und in eine dreidimensionale Fibrinmatrix
eingebracht. Die Angiogenese wurde mit 100 ng/ml VEGF induziert. Zum Nachweis
der IL-8-Abhangigkeit des Effekts wurde die Stimulation in Gegenwart eines
neutralisierenden anti-IL-8-Antikoérpers (Klon B-K8, IgG1) von der Firma Biosource
durchgefiihrt (Ak). Als Kontrolle wurde die Angiogenese in Gegenwart einer Isotyp-
Kontrolle des Antikorpers (Iso) induziert und als Negativkontrolle wurde PBS (-)
verwendet. Die Anzahl der Aussprossung der kapillaren Strukturen wurden am Tag
3 nach Induktion bestimmt. n = 4; * p < 0,05 und n.s., nicht signifikant versus
Negativkontrolle (-); # p < 0,05.
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Hierzu wurden frisch aus der Nabelschnurvene isolierte HUVEC auf Biosilon-Kugeln
gesat, diese wurden in eine dreidimensionale Fibrinmatrix eingebettet. Anschlielend
wurde die Angiogenese 100 ng/ml VEGF induziert. Zum Nachweis der IL-8-
Abhangigkeit des proangiogenetischen Effektes wurde die Stimulation in Gegenwart
des spezifischen neutralisierenden anti-IL-8-Antikdrpers durchgefihrt. Um einen
unspezifischen Effekt des Antikdrpers auszuschliel3en wurde die Isotyp-Kontrolle des
Antikdrpers eingesetzt. Als Negativkontrolle wurde PBS verwendet. Die Angiogenese
wurde als Aussprossungen pro Kugel am Tag 3 nach Zugabe des Stimulus
quantifiziert (Abbildung 14). Hierbei zeigte sich, dass die Gegenwart des
neutralisierenden  IL-8  Antikérpers die durch VEGF  hervorgerufene
proangiogenetische Antwort fast vollstandig hemmte. Kein hemmender Effekt konnte
mit der Isotyp-Kontrolle verzeichnet werden. Somit konnte nachgewiesen werden,
dass der VEGF-vermittelte, proangiogenetische Effekt von einem parakrinen
Feedforward Mechanismus abhangig ist, der die Freisetzung von endothelialem IL-8

beinhaltet.

3.3. Die Induktion von Angiogenese-relevanten Faktoren in humanen
neutrophilen Granulozyten durch Hypoxie

Im Rahmen entzindlicher Prozesse wandern PMN in der Regel in Gewebe ein, in

denen Sauerstoffmangelbedingungen herrschen. Die Anpassung an diese

Bedingungen erfolgt durch Umschalten des Stoffwechsels auf anaerobe Glykolyse.

Dies erfolgt u.a. durch die Hypoxie-induzierte Regulierung der a-Untereinheit des

Transkriptionsfaktors Hif-13*

, der die Transkription von glykolytischen Enzymen
vermittelt. Da in anderen Zellsystemen bereits gezeigt werden konnte, dass auch die
Expression von VEGF durch HIF-1a gesteigert wird* sollte nun untersucht werden,
ob nicht nur die Stimulation humaner PMN durch fMLP, sondern auch die Hypoxie

die Expression von VEGF, IL-8 und TGF-B1 induziert.

3.3.1. Die HIF-1a- Expression in humanen neutrophilen Granulozyten
Zunachst wurde untersucht, ob hypoxische Bedingungen die Expression von
HIF-1a in humanen PMN beeinflussen. Hierzu wurden frisch aus dem Blut gesunder

Spender gewonnene PMN verwendet, die in einer Zelldichte von 5 x 10° Zellen/ ml

54



3. Ergebnisse

bei 37°C fur 2 h, 6 h bzw. 24 h unter hypoxischen (1% O2) bzw. normoxischen
Bedingungen (21% O3) inkubiert wurden. Als quantitative Ladekontrolle wurde die
Expression von B-Aktin analysiert. Die Expression von HIF-1a wurde mit Hilfe der
Westernblot-Technik und unter Verwendung eines spezifischen HIF-1a-Antikorpers
detektiert (Abbildung 15)

Es zeigte sich, dass HIF-1a in frisch isolierten PMN auf Proteinebene nicht
nachweisbar war (0 h). Nach Inkubation unter hypoxischen Bedingungen fir 2 h bzw.
6h wurde die Expression von HIF-1a im Vergleich zu frisch isolieten PMN deutlich
gesteigert. Nach 24 h unter Hypoxie nahm die HIF-1a—Expression jedoch wieder ab.
Darlber hinaus wurde eine schwache Proteininduktion von HIF-1a in humanen PMN
nachgewiesen, die fir 2 h bzw. 6 h unter normoxischen Bedingungen kultiviert
wurden. Somit konnte gezeigt werden, dass unter hypoxischen Bedingungen die

Proteinexpression von HIF-1a in humanen PMN zunimmt.

Mw Oh 2hN 2hH 6hN 6hH 24hN 24hH +
(kDa)

120— -
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Abbildung 15: Regulation der HIF-1a-Expression in humanen PMN unter
hypoxischen Bedingungen. Die Westernblot-Analyse der Proteinexpression von
HIF-1a erfolgte in PMN (2 x 10° Zellen/Probe) ohne weitere Inkubation (0 h) bzw.
nach Inkubation fir 2 h, 6 h und 24 h unter normoxischen (21% O) Bedingungen (2
hN, 6 hN, 24 hN) bzw. hypoxischen (1% O2) Bedingungen (2 hH, 6 hH, 24 hH). Der
Nachweis erfolgte mit dem anti-HIF-1a. Antikérper (Klon 54, 1gG1) von der Firma BD
Transduction Laboratories. Als Positivkontrolle wurden differenzierte HL-60-Zellen
verwendet (+). Als Molekulargewichtsmarker (MW) diente pB-Galaktosidase von der
Firma Sigma. Die Ladekontrolle erfolgte mit Hilfe der Proteinexpression von p-Aktin.
Diese Abbildung ist reprasentativ flir 3 unabhangige Experimente.
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3.3.2. Expression proangiogenetischer Gene in humanen neutrophilen
Granulozyten unter hypoxischen Bedingungen
Nachdem bewiesen werden konnte, dass die Proteinexpression von HIF-1a unter
Hypoxie zunimmt, sollte in weiterflhrenden Experimenten die funktionelle Relevanz
dieses Befundes geklart werden. Hierzu wurde untersucht, ob die Expression von
HIF-1o unter Hypoxie einen Einfluss auf die mRNA-Expression des pro-
angiogenetisches Faktors VEGF hat. Darlber hinaus sollte geklart werden, ob
moglicherweise weitere Faktoren wie IL-8 und TGF-f1 auf mRNA-Ebene induziert

werden.

Zur Durchfiinrung dieser Untersuchungen wurden PMN (5 x 10° Zellen/ml)
verwendet, die frisch aus dem Blut von gesunden Spendern isoliert wurden und bei
37°C fur 2 h, 6 h bzw. 24 h unter normoxischen bzw. hypoxischen Bedingungen
inkubiert wurden. Unter Verwendung von spezifischen Primerpaaren wurde die
semiquantitative RT-PCR-Technik angewendet. Zur Kontrolle wurde die Expression
der B-Aktin mRNA untersucht (Abbildung 16A). Die Darstellung der semiquantitativen
Analyse erfolgt als Anstieg der relativen mRNA-Expression bezogen auf den 0 h-
Wert (Abbildung 16B).

Die semiquantitative Analyse der IL-8 mRNA Expression nach 2 h Hypoxie (1,9 +
0,8) zeigte einen schwachen, jedoch signifikanten Anstieg im Vergleich zum 2 h-
Wert, der unter Normoxie ermittelt wurde (1,6 + 0,8). Der Unterschied zwischen der
IL-8 mRNA-Expression nach 6 h Inkubation unter normoxischen Bedingungen (2,7 *
1,8) und unter hypoxischen Bedingungen (3,1 £ 1,8) war ebenso signifikant. Nach
24 h Normoxie (2,5 + 1,4) und Hypoxie (2,8 + 1,7) war die IL-8-mRNA-Expression
allerdings nicht mehr signifikant unterschiedlich. Die semiquantitative Analyse der
VEGF mRNA-Expression zeigte lediglich nach 6 h einen signifikanten Unterschied
zwischen normoxischen (2,9 + 2,0) und hypoxischen Bedingungen (3,7 £ 2,4). Die
relative VEGF mRNA-Expression betrug nach Normoxie fir 2 h ein 1,6 £ 0,8-faches
bzw. nach 24 h ein 4,2 + 3,0-faches des 0 h-Werts. Nach Inkubation unter
hypoxischen Bedingungen wurde nach 2 h ein 1,4 + 0,3-facher Anstieg bzw. nach
24 h ein 4,3 + 1,9-facher Anstieg der VEGF mRNA-Expression im Vergleich zum 0 h-
Wert ermittelt.
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Abbildung 16: Analyse der mRNA-
Expression von IL-8, VEGF und TGF-
B1 in humanen PMN nach Inkubation
unter hypoxischen Bedingungen.
Humane PMN (5 x 10° Zellen/ml)
wurde frisch isoliert (O h) bzw. nach
Inkubation flr 2 h, 6 h und 24 h unter
normoxischen (21% O2) bzw.
hypoxischen (1% O;) Bedingungen
verwendet. Als quantitative Kontrolle

wurde B-Aktin verwendet. A:
Agarosegel der RT-PCR-Produkte. B:
Anstieg der relativen MRNA-

Expression von IL-8 (ODL.s/ODg-akiin),
VEGF (ODVEGF/ ODB—Aktin) bzw. TGF-B1
(OD+gr-g1/ ODg-akin) bezogen auf den
0 h-Wert. n 5; gepaarter t-Test;
# p < 0,05; n = 3; n.s., nicht signifikant.
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Die semiquantitative Analyse der TGF-1 mRNA-Expression war nach 2 h Normoxie
(1,1 £ 0,2) und Hypoxie (1,3 + 0,1) signifikant unterschiedlich. Nach Inkubation unter
normoxischen Bedingungen wurde nach 6 h ein Anstieg von 1,4 + 0,3 bzw. nach 24
h 1,6 £ 0,3 im Vergleich zum 0 h-Wert verzeichnet. Die relative OD der TGF-$1
MRNA-Expression war nach Hypoxie fur 6 h (1,6 + 0,2) bzw. 24 h (1,7t 0,3) nicht

signifikant zur Normoxie.

Insgesamt zeigen die Untersuchungen somit, dass es nach 6 h Hypoxie zu einem
substanziellen Anstieg der VEGF mRNA-Expression im Vergleich zur Normoxie
kommt. Demgegenuber induzierte die Hypoxie nur Vergleichsweise schwache
Effekte auf die mRNA-Expression von IL-8 und TGF-B1. Hierbei war der
unspezifische Effekt in Kultur relativ gro®. So wurde unter normoxischen
Bedingungen sowohl die HIF-1a—Expression als auch die mRNA-Expression der drei
untersuchten Faktoren gesteigert. So konnte insbesondere zu spateren Zeitpunkten

kein signifikanter Unterschied der mRNA-Expression mehr verzeichnet werden.

3.3.3. Freisetzung proangiogenetischer Faktoren unter hypoxischen
Bedingungen

In weiterflhrenden Experimenten sollte nun die Frage untersucht werden, ob
Hypoxie in humanen PMN die Freisetzung der proangiogenetischen Zytokine IL-8,
VEGF und TGF-B1 induziert. Hierzu wurden humane PMN (5 x 10° Zellen/ml)
verwendet, die frisch aus dem Blut gesunder Spender isoliert wurden. Anschliel3end
wurden die PMN fur 6 h und 24 h bei 37°C unter normoxischen (21% O3) bzw.
hypoxischen (1% O;) Bedingungen inkubiert. Der Nachweis der Zytokin-
Konzentrationen erfolgte mit Hilfe der ELISA-Technik im Uberstand der Zellen. Die
Darstellung erfolgte abzuglich der basalen Zytokinfreisetzung zum Zeitpunkt O h. Die
IL-8 Konzentration im Uberstand humaner PMN (Abbildung 17) betrug zum Zeitpunkt
6 h nach Inkubation unter normoxischen Bedingungen 71 *+ 34 pg/ml. Die ermittelte
IL-8-Konzentration war nach Inkubation unter hypoxischen Bedingungen fiir 6 h nicht
signifikant unterschiedlich (87 + 25 pg/ml). Die IL-8-Freisetzung nach 24 h Normoxie
stieg auf 181 = 25 pg/ml an. Nach 24 h Inkubation unter hypoxischen Bedingungen

wurde im Vergleich zum 24 h-Wert unter Normoxie keine signifikante Zunahme der
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IL-8 Konzentration gemessen (209 + 121 pg/ml). Dieses Ergebnis deutet darauf hin,
dass humane PMN unter hypoxischen Bedingungen im Vergleich zur Normoxie nicht

signifikant mehr IL-8 freisetzen.
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Abbildung 17: IL-8 Konzentration im Uberstand von PMN die unter
hypoxischen Bedingungen inkubiert wurden. Die IL-8 Konzentrationen wurden im
Uberstand von frisch isolierten humanen PMN (5 x 10° Zellen/ml), nach Inkubation
bei 37°C fur 6 h und 24 h unter normoxischen (21% O,) Bedingungen (Normoxie fur
6 h bzw. 24 h) bzw. hypoxischen (1% O,) Bedingungen (Hypoxie flr 6 h bzw. 24 h)
bestimmt. Die Darstellung erfolgte abzlglich der basalen IL-8-Freisetzung frisch
isolierter humaner PMN. n = 4; n.s., nicht signifikant; # p < 0,05 versus 0 h-Wert.

Die ermittelte VEGF Konzentration (Abbildung 18) lag im Uberstand humaner PMN,
die fur 6 h unter normoxischen Bedingungen inkubiert wurden, bei 10 + 8 pg/ml.
Nach 24 h Normoxie nahm die VEGF-Konzentration im Uberstand auf 25 + 9 pg/ml
zu. Nach 6 h Inkubation unter hypoxischen Bedingungen betrug die Konzentration
20 £ 11 pg/ml. Diese Konzentration war signifikant unterschiedlich zum 6 h-Wert
unter Normoxie. Nach 24 h Hypoxie erfolgte ein weiterer Anstieg auf 25 + 7 pg/ml.
Der Unterschied zum entsprechenden 24 h-Wert unter Normoxie war nicht mehr
signifikant. Diese Ergebnisse bestatigen das Ergebnis der mRNA-Expressions-
Analyse. So setzen humane PMN nach Inkubation unter hypoxischen Bedingungen
signifikant mehr VEGF frei.
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Abbildung 18: VEGF Konzentration im Uberstand von PMN die unter
hypoxischen Bedingungen inkubiert wurden. Die VEGF Konzentrationen wurden
im Uberstand von frisch isolierten humanen PMN (5 x 10° Zellen/ml), nach Inkubation
bei 37°C fur 6 h und 24 h unter normoxischen Bedingungen (Normoxie fur 6 h bzw.
24 h) bzw. hypoxischen Bedingungen (Hypoxie flir 6 h bzw. 24 h) bestimmt. Die
Darstellung erfolgte abzuglich der basalen VEGF-Freisetzung frisch isolierter
humaner PMN. n = 13; * p < 0,05; n.s., nicht signifikant; # p < 0,05 versus 0 h-Wert.

Die gemessene TGF-B1 Konzentration (Abbildung 19) betrug nach 6 h Inkubation
unter normoxischen Bedingungen 19 + 17 pg/ml. Nach Inkubation fir 24 h unter
Normoxie wurde eine Konzentration von 14 + 25 pg/ml verzeichnet. Die ermittelte
Konzentration nach Inkubation unter hypoxischen Bedingungen fur 6 h betrug 31 *
29 pg/ml. Nach 24 h Inkubation unter hypoxischen Bedingungen wurde eine
Konzentration von 20 + 21 pg/ml bestimmt. Die ermittelten TGF-1 Konzentrationen
waren unter Normoxie zum jeweiligen Zeitpunkt unter Hypoxie nie signifikant
unterschiedlich. Dies zeigt, dass TGF-B1 unter hypoxischen Bedingungen nicht

vermehrt freigesetzt wird.
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Abildung 19: TGF-B1 Konzentration im Uberstand von PMN die unter
hypoxischen Bedingungen inkubiert wurden. Die TGF-B1 Konzentrationen
wurden im Uberstand von frisch isolierten humanen PMN (5 x 10° Zellen/ml), nach
Inkubation bei 37°C flir 6 h und 24 h unter normoxischen Bedingungen (Normoxie fur
6 h bzw. 24 h) bzw. hypoxischen Bedingungen (Hypoxie flr 6 h bzw. 24 h) bestimmt.
Die Darstellung erfolgte abzlglich der basalen TGF-B1-Freisetzung frisch isolierter
humaner PMN. n = 3; n.s., nicht signifikant; n.s., nicht signifikant versus 0 h-Wert.

Somit konnte gezeigt werden, dass Hypoxie lediglich die Freisetzung von VEGF
beeinflut. Obwohl alle 3 untersuchten proangiogenetischen Faktoren HIF-1a-
abhangig vermehrt synthetisiert werden. Wurde zum Zeitpunkt 6 h ausschlief3lich
VEGF signifikant vermehrt freigesetzt. Jedoch rihrt die fehlende Signifikanz

eventuell von den unspezifischen Effekten in Kultur her.

3.3.4. Der proangiogenetische Effekt von humanen neutrophilen Granulozyten
nach Hypoxie in vivo

In weiterfihrenden Untersuchungen sollte die Frage geklart werden, ob die

Freisetzung der proangiogenetisch wirksamen Zytokinen durch humane PMN eine

funktionelle Relevanz fir die Induktion der Angiogenese in vivo hat. Hierzu wurde der

CAM-Assay verwendet. Befruchtete Huhnereier wurden am Tag 10 nach der

152

Methode von Peter C. Brooks °“ prapariert. Auf die bereits vaskularisierte CAM
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wurde an einer moglichst gefal¥freien Stelle ein Filter mit 10 pl der zu testenden
Substanz aufgetragen und das Ei in einem Brutapparat unter humiden Bedingungen
bebritet. Am Tag 3 nach dem Start des Experiments wurde die CAM weitrdumig um
das Filterplattchen ausgeschnitten. An der Filterunterseite wurde die
Aussprossungen pro Gesichtsfeld bei 8-facher VergroRerung gezahlt. Zur Analyse
wurde der Uberstand von humanen PMN verwendet, die fiir 6 h unter hypoxischen
Bedingungen inkubiert wurden. Als Negativkontrolle diente das Inkubationsmedium
der PMN. In Abbildung 20A ist ein reprasentatives Ergebnis dieser Untersuchung
dargestellt. Abbildung 20B zeigt die quantitative Auswertung dieser Testreihe.
Hierbei wurde am Tag 3 nach Beginn des Experiments in der Kontrolle 85 + 41
Aussprossungen pro Gesichtsfeld ermittelt. In Gegenwart des Uberstandes von
hypoxischen PMN nahm die Anzahl der Aussprossungen signifikant auf 295 + 55
Aussprossungen pro Gesichtsfeld zu. Dies zeigt, dass humane PMN die Fahigkeit
besitzen, nach Inkubation unter hypoxischen Bedingungen eine proangiogenetische

Entitat freizusetzen, die in vivo die Neovaskularisierung induziert.

Kontrolle T "PMN-Uberstand
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2*5*9 Abbildung 20: Analyse des pro-

angiogenetischen Effekts von
humanen PMN nach Inkubation
unter hypoxischen Bedingungen
im CAM-Assay. Zur Induktion der
Angiogenese wurde der Uberstand
von humanen PMN (5 x 10°
Zellen/ml) verwendet, die fir 6 h
unter  hypoxischen  Bedingungen
inkubiert wurden (PMN-Uberstand).
Als Kontrolle wurde das
Kulturmedium der PMN verwendet.
Angiogenese wurde als Ausspros-
sungen pro Sichtfeld quantifiziert. A:
Lichtmikroskopische Darstellung der
Aussprossungen im CAM-Assay nach
3 Tagen. B: Quantitative Analyse der
Aus-sprossungen pro Gesichtsfeld
nach 3 Tagen bei 8-facher
Kontrolle _PMN- VergroBerung. n = §5; **p < 0.005
Uberstand versus Kontrolle.
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3.3.5. Humane neutrophile Granulozyten induzieren einen angiogenetischen
Switch in HUVEC

Im letzten Abschnitt dieser Arbeit sollten die =zellularen Mechanismen des
proangiogenetischen Effekts von humanen PMN, die fir 6 h unter hypoxischen
Bedingungen inkubiert wurden, in Endothelzellen untersucht werden. Hierzu wurde
der Microarray fir Angiogenese-relevante Gene verwendet. Frisch aus der
Nabelschnurvene isolierten HUVEC wurden auf Zellkulturschalen ausgesat und fir
6 h mit dem Uberstand von humanen PMN in einer Verdiinnung von 1:5 zum
Kulturmedium stimuliert. Zuvor wurden die humanen PMN (5 x 10° Zellen/ml) fiir 6 h
bei 37°C in PBS mit 0,25% BSA und 0,1% Glukose unter hypoxischen Bedingungen
(ca. 1% Oy) inkubiert. Als Kontrolle wurden HUVEC unter identischen Bedingungen
in Gegenwart von PBS mit 0,25% BSA und 0,1% Glukose kultiviert. AnschlielRend
wurde die mRNA isoliert und unter Verwendung des Microarrays analysiert. Die
detektierten Signale wurden mit einer speziell vom Hersteller angebotenen Software

vermessen und ausgewertet.
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Abbildung 21: Analyse der Expression Angiogenese-relevanter Gene in
HUVEC, die fiir 6 h mit dem Uberstand humaner PMN stimuliert wurden. Frisch
isolierte humane PMN (5 x 10° Zellen/ml) wurden fiir 6 h bei 37°C unter hypoxischen
Bedingungen inkubiert. Frisch aus der Nabelschnurvene gewonnene HUVEC wurden
in Kultur genommen und fiir 6 h mit dem Uberstand humaner PMN in einer
Verdiinnung von 1:5 stimuliert (PMN-Uberstand). Als Kontrolle wurden HUVEC fiir 6
h mit PBS (1:5 zum Kulturmedium) inkubiert (Kontrolle). A: Microarray fir
Angiogenese-relevante Gene (Superarray); Kasten: Gro-a (1), IL-8 (2), MCP-1 (3),
MMP-2 (4), MDK (5) und B-Aktin (6). B: Quantitative Analyse der Expression
Angiogenese-relevanter Gene. Die relativen OD der positiven Signale wurden mit
Hilfe von B-Aktin berechnet. Die relative OD der positiven Signale der Kontrolle
wurden von denjenigen der stimulierten HUVEC subtrahiert.
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Nach Berechnung der relativen OD in Bezugnahme auf die B-Aktin-Expression zeigte
sich, dass die Stimulation der HUVEC mit PMN-Uberstand eine eindeutige Induktion
der CXC-Chemokine Gro-o.und IL-8 im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle
hervorrief. DarUber hinaus erfolgte eine PMN-vermittelte Induktion der Angiogenese-
relevanten Faktoren MCP-1, MDK und MMP-2 (Abbildung 21).

Somit konnte ein entscheidender Hinweis erbracht werden, dass HUVEC bereits

nach 6 h die Signale humaner PMN zur Induktion wichtiger Angiogenese-relevanter

Gene nutzen.
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4., Diskussion

4.1. Die Rolle von neutrophilen Granulozyten bei der entziindlichen

Angiogenese

4.1.1. Das proangiogenetische Potenzial von neutrophilen Granulozyten

Bei einer akuten Entzindungsreaktion kommt es zur Einwanderung humaner PMN in
das entziindliche Gewebe. Im Mittelpunkt der vorliegenden Arbeit stand die Frage, ob
humane PMN nicht nur fir die Abwehr von zentraler Bedeutung sind, sondern auch
eine Rolle bei der Induktion der entzindlichen Angiogenese spielen. Hierzu sollte
zunachst geklart werden, welche Angiogenese-relevanten Gene in PMN exprimiert
werden. Zur Untersuchung der molekularen Basis der proangiogenetischen Kapazitat
von humanen PMN wurde ein Microarray fir Angiogenese-relevante Gene
verwendet. Hierbei wurde die mRNA Expression von 28 Genen detektiert. Darunter
waren die bereits in PMN bekannten Zytokine IL-8"°, Gro-a'*°, TGF-p1'%, TNFa'
und VEGF'?". Insbesondere VEGF und IL-8, aber auch Gro-a, TGF-B1 und TNF-a
wurden in verschiedenen Modellen als hochpotente proangiogenetische Mediatoren

80,131,133,135,151,153,154

beschrieben Zusatzlich konnte MDK als ein weiteres

proangiogenetisches Zytokin in humanen PMN identifiziert werden. Fur MDK wurde
bereits eine Funktion bei der Induktion der PMN-Chemotaxis beschrieben’**'%. So
wurde gezeigt, dass in MDK-defizienten Mausen im Vergleich zu Wildtyp-Tieren eine
verminderte Anzahl von PMN in das entziindete Gewebe migrieren'®’. Des Weiteren
wurde MDK als proangiogenetischer Faktor im Cornea-Assay beschrieben'®. Bei der
Induktion der Tumorangiogenese bei Blasenkrebs wird MDK eine besondere Rolle
zugeschrieben'®. Hier wurde beschrieben, dass hohe Serumspiegel von MDK bei
Patienten mit invasiven Krebsarten mit schlechten  Heilungschancen
einhergehen™®'®° Das Zytokin MDK bildet mit Hilfe der Transglutaminase kovalent
verknUpfte Dimere, die als biologisch aktive Form von MDK beschrieben wurden'°.
In der vorliegenden Arbeit wurde mit Hilfe der Westernblot-Technik die monomere,
dimere und tetramere Form in frisch isolierten humanen PMN nachgewiesen. Nach
fMLP-Stimulation fir 6 h wurde die Expression der dimeren Form von MDK
signifikant gesteigert. Diese Tatsache deutet auf eine mogliche Rolle bei der PMN-
vermittelten Induktion der Angiogenese hin. Bei der Induktion der Angiogenese sind

Zytokine von herausragender Bedeutung, da sie parakrin auf Endothelzellen wirken.
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Jedoch sind ebenso Angiogenese-relevante Transkriptionsfaktoren erforderlich um
die Zytokinsynthese in humanen PMN zu gewahrleisten. Neben der Expression von
HIF-10."" wurden die 2 neuen Angiogenese-relevante Transkriptionsfaktoren erb-B2
und ets-1 in humanen PMN nachgewiesen. Die Tyrosinkinase erb-B2 ist ein
Transkriptionsaktivator des COX-2 Promotors'®’. Der Promotor induziert (iber den
Prostaglandin-E,-vermittelten Signalweg die HIF-1a—Expression und somit die VEGF
Expression'®. Demgegentiber ist der Transkriptionsfaktor ets-1 ein Zielgen von HIF-

"1 und induziert die Expression von verschiedenen MMPs wie MMP-9'%3, das in
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humanen PMN bereits beschrieben wurde Aulerdem induziert ets-1 die
Expression von uPA'®*. Diese Protease wird ebenso nachweislich von PMN
exprimiert’™ und ist zur proteolytischen Aktivierung von TGF-f1 und MMP-9

befahigt®®1°°.

Unter den Angiogenese-relevanten Enzymen und Proteasen in
humanen PMN wurden neben MMP-9 und uPA die Expression von COX-2 und
HPSE im Microarray detektiert. Diese Faktoren sind bereits in humanen PMN
beschrieben worden®®'12113147 'HPSE und MMP-9 spielen eine bedeutende Rolle bei
der Degradierung der ECM>®*°. Dort sind zahlreiche proangiogenetische Faktoren
gebunden, die durch proteolytische Aktivitat dieser Proteasen freigesetzt werden z.B.
VEGF, bFGF und TGF p1%2'%1%7 MMP-9 ist in der Lage, verschiedene von PMN
freigesetzte Faktoren wie TGF- B1 zu aktivieren'®. Diese Metalloproteinase wird u.a.
fir den angiogenetischen Switch bestimmter Tumorarten verantwortlich gemacht®.
Hierbei wurde eine entscheidende Beteiligung von COX-2 gezeigt. COX-2 ist ein
bedeutender Faktor in der Tumortherapie geworden, da mit dessen Hemmung die
Tumorangiogenese und somit die Versorgung des Tumors blockiert werden kann. So
wurden bereits eine Reihe von anti-inflammatorische Agenzien beschrieben, die
selektiv auf COX-2 wirken und in Angiogenesemodellen die Angiogenese hemmen
konnen'®®. Zusatzlich zur Expression von TGF-BRI, der in PMN bereits beschrieben
wurde'®, wurden TGF-BRII und TGF-BRIIl in humanen PMN identifiziert. Diese
beiden Rezeptoren wurden als HIF-1-induzierbare Faktoren identifiziert'®?. TGFpBRI-,
TGFBRII- oder TGFBRIl-defiziente Mause weisen verschiedene Defekte in
Vaskulogenese und Angiogenese auf'®®. Der Ligand der TGF-p-Rezeptoren ist das
multifunktionelle Zytokin TGF-B1, das lediglich in geringen Konzentrationen
proangiogenetisch wirksam sein soll'’®. Es induziert u.a. die Expression von VEGF,

MMP-2 und MMP-9 in Fibroblasten, Endothelzellen’' und einer humanen
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Krebszellinie' . Der Nachweis der Expression aller bekannten TGF-B-Rezeptoren in
humanen PMN lasst eine Funktion des TGF-p-Signalwegs bei der Aktivierung des
proangiogenetischen Potenzials dieser Zellen annehmen. Darliber hinaus konnte die
Expression der Adhasionsmolekile Integrin o5, Integrin 3 und PECAM-1 in
humanen PMN bestétigt werden'*'°. Die Expression dieser Adhésionsmolekiile auf
den Endothelzellen ist im Verlauf der Angiogenese von essenzieller Bedeutung. In
PMN fungieren die exprimierten Integrine auch als Rezeptoren'”®. Bei Adhasion

rt'’*. Des Weiteren wurde im

werden bei Ligandenbindung Signalwege aktivie
Microarray der in PMN bereits bekannte Faktor THBS-1 detektiert'*®. Die Expression
von THBS-3 konnte in humanen PMN neu beschrieben werden. Thrombospondine
sind als antiangiogenetisch wirksame Faktoren bekannt'’®. Dariiber hinaus wurde die

Expression von CHGA in humanen PMN bestétigt'*®

und zudem die Expression von
Ephrin B2 und Ephrin A2, Liganden der Ephrin Rezeptor Tyrosine Kinasen, in
humanen PMN nachgewiesen. Obwohl die endotheliale Expression der Ephrine und
ihrer Rezeptoren eine Rolle in der Angiogenese spielen'’®, bleibt deren Funktion in
der PMN-vermittelten Angiogenese unklar. Des Weiteren wurde die Expression von
Restin, einem 22 kDa Fragment von humanem Kollagen XV mit Homologie zum
Angiogenese-Inhibitor Endostatin, demonstriert, der die Migration von Endothelzellen
inhibiert**®, Zuletzt wurde die Expression von Timp-1 und Timp-2 demonstriert, die
ebenso als Inhibitoren der Angiogenese gelten®®. Timp-1 war bereits in PMN
beschrieben worden'®. Insgesamt wurden also fiinf antiangiogenetische Faktoren
(THBS-1, THBS-3, Restin, Timp-1 und Timp-2) gefunden. Diese Tatsache kdénnte
bedeuten, dass PMN nicht nur pro- sondern auch antiangiogenetisches Potenzial
besitzen. Allerdings zeigen Untersuchungen, dass das TGF- B1-Signaling die Timp-
Expression zu inhibieren vermag'’’. Die Aktivierung von COX-2 reguliert
nachweislich die p53 Expression herunter'’’. p53 ist wiederum fiir die Eigenschaft
bekannt, den Angiogeneseinhibitor THBS-1 zu induzieren'”® und die Expression von
HIF-1a zu hemmen®®. Nach PMN-Aktivierung kommt es zu einer Induktion der COX-
2 Aktivitat, die auf diese Weise die Balance zwischen pro- und antiangiogenetischer
Aktivitat von humanen PMN in Richtung des proangiogenetischen Potenzials

verschieben. In Abbildung 22 wurden diese Zusammenhange graphisch dargestellt.
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Abbildung 22: Zusammenhdnge der Regulation der Angiogenese-relevanten
Faktoren in humanen PMN (Abbildung nach 234).

Zuletzt sei noch anzumerken, dass aul’erdem die Expression von VE-Cadherin in
PMN mittels Microarrays detektiert wurde. Jedoch konnte dieses Ergebnis mit drei
verschiedenen Primerpaaren durch Verwendung der RT-PCR-Technik nicht
bestatigt werden. Insofern wurde das Signal fur VE-Cadherin im Microarray als

"falsch-positiv” definiert.

Insgesamt wurden im Microarray Signale als positiv definiert, wenn sie in
mindestens 2 der 4 Microarrays nachgewiesen wurden und hierbei in jeder
Chargennummer mindestens einmal detektiert werden konnten. Allerdings wurden

einige Faktoren nur in einem der Microarrays detektiert (sieche Anhang).

Die unterschiedlichen Genexpressionsmuster einzelner Mikroarrays koénnten auf
etwaige Sensitivitdtsunterschiede oder Genexpressionsvarianzen der PMN
zurtckzufihren sein. So kénnen in PMN je nach Art und Grad ihrer Aktivierung die
Expression verschiedener Faktoren induziert sein. Allerdings konnte mit Ausnahme
von VE-Cadherin die Expression aller Gene, die im Microarray ein positives Signal
lieferten mit Hilfe der RT-PCR Technik bestéatigt werden. Hierbei wurden die PMN

von drei verschiedenen Spendern verwendet, die ein identisches Ergebnis lieferten.
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Einige proangiogenetische Faktoren, die bereits in PMN bekannt sind, konnten im
Microarray nicht nachgewiesen werden. So wird der |8sliche proangiogenetische
Faktor HGF von PMN nach fMLP-Stimulierung freigesetzt'** und durch die Protease
uPA aktiviert'”®. HGF reguliert Monozyten-/Makrophagen-Funktionen und induziert
die Proliferation und Motilitdt von Epithel- und Endothelzellen'®. Als weiterer
|6slicher proangiogenetischer Faktor sei TGF-a anzufihren. Dieses Zytokin wurde

rt'° und ist sowohl fiir

bereits in den zytoplasmatischen Granula der PMN lokalisie
Wundheilung™? als auch in der Tumorangiogenese essenziell'®'. Fiir die Induktion
der Angiogenese hat PGF eine bedeutende Rolle'®®. Dieser proangiogenetische

t'®3 und bindet an die

Stimulus wird ebenso als l6slicher Faktor von PMN freigesetz
VEGF-Rezeptoren FLT-1 und FLK-1 auf Endothelzellen'® '®°. Hierbei induziert PGF
eine intramolekulare Transphospholierung von Flk-1'®. Dieser Rezeptor vermittelt
den proangiogenetischen Effekt von VEGF in Endothelzellen'®’. PGF bindet dort als
Homodimer und als Heterodimer mit VEGF'®®. Das Heterodimer wurde bereits als
hochpotent proangiogenetisch im Mausmodell beschrieben'®®. Darliber hinaus
wurde sowohl Flk-1 als auch FIt-1 in PMN nachgewiesen'®®'®  Die Aktivierung
dieser beiden Rezeptoren induziert eine Reihe proangiogenetischer Faktoren in
PMN. Aullerdem haben Rezeptoren flr chemotaktische Migration von PMN in
Richtung PGF und VEGF eine Bedeutung'®®. Des Weiteren wurden VEGF-C und
VEGF-D in PMN auf Proteinebene nachgewiesen'®. Diese beiden Mitglieder der
VEGF-Familie stellen bei Bindung an den VEGF-Rezeptor-3 wichtige Induktoren der
Lymphangiogenese dar' und sind sowohl fir Wundheilung als auch
Tumorangiogenese essenziell. Beide Faktoren konnen auch Flk-1 aktivieren und
sind auf diese Weise in der Lage die Angiogenese zu induzieren'®. Zudem wurde
bereits EGF in PMN nachgewiesen'®. Dieser wichtige proangiogenetische Faktor
agiert auto- und parakrin Uber seinen Rezeptor (EGF-R), der ebenfalls bereits in
PMN beschrieben wurde'*. Hierbei stimuliert EGF die TNF-a-induzierte Aktivierung
der PMN, deren Abwehrfunktionen und IL-8 Freisetzung'®. Wahrend der
Wundheilung vermittelt EGF zusammen mit TGF-a die Differenzierung, Proliferation
und Chemotaxis von Epithelzellen und die Proliferation von Fibroblasten'®®. Somit
leistet EGF einen entscheidenden Beitrag zur Angiogenese. MCP-1 ist ein weiterer
bedeutender I6slicher proangiogenetischer Faktor in PMN dessen Expression unter

hypoxischen Bedingungen hochreguliert wird'®®'%”. Dieser ist u.a. verantwortlich fiir
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das Nachfolgen von Makrophagen ins entziindete Gewebe'®, die eine zweite
wichtige Quelle fur proangiogenetischer Faktoren darstellen und fir den weiteren

d*'®. Ferner wurde MCP-1 bereits in

Ablauf der Wundheilung essenziell sin
Angiogenese-Modellen als potenter proangiogenetischer Faktor beschrieben'®.
Auch der I8sliche Faktor IGF-1 ist in PMN bereits bekannt®®. IGF-1 kann erst in
einer spateren Phase der Wundheilung in PMN detektiert werden und wirkt
stimulierend auf die Differenzierung und Proliferation von Fibroblasten und induziert
die VEGF-Expression®. Demgegeniiber wird IFNy unmittelbar nach Aktivierung von
PMN freigesetzt?®'. Im Verlauf der Wundheilung wird diesem 8slichen Faktor eine
Funktion im Cross Talk mit TGF- 1 beigemessen'®. Nicht nur TGF- p1 sondern
auch TGF- B2 werden nachweislich von PMN in bioaktiver Form freigesetzt?®2. Diese
beiden Faktoren stellen hochpotente Chemotaxine fur PMN dar?®. Sie binden als
Liganden der TGF-p-Rezeptoren auf PMN, deren Aktivierung auf der
Endothelzelloberflache proangiogenetischen Effekt hat?®*. Die Bindung der TGF- p-
Isoformen auf PMN induziert nachweislich die Fibrinogen (FN)-Freisetzung®. In
Abhangigkeit von FN wirken TGF- p1, -2 und -3 chemotaktisch auf PMN?. Der FN-

Rezeptor der PMN ist hierbei das Integrin osp;'™®

. Auch die Expression von
Angiomotin ist bereits in PMN bekannt'*?. Dieser Faktor wird von den Endothelzellen
in Tumorgefalen exprimiert. Die Expression von Angiomotin fihrt zu einer
Steigerung der Endothelzell-Migration und zur Bildung kapillarer Strukturen®**,
Demgegenulber ist die Funktion in PMN noch unklar. Eventuell besteht die
proangiogenetische Wirkung von Angiomotin in der Fahigkeit den Angiogenese-
Inhibitor Angiostatin durch Bindung zu inaktivieren'*?. AuRerdem exprimieren PMN
Adhasionsmolekiile, die fur die Angiogenese forderlich sind. So vermitteln z.B. das
Integrin o,'* und CD36°% die Adhasion von PMN an Endothelzellen?**?°®. Dariiber
hinaus wurde die Expression von Tie-2 in PMN bereits beschrieben®’. Dieser
Rezeptor wird im Zusammenhang mit seinen Liganden Ang-1 und -2 auf
Endothelzellen, als einer der Hauptregulatoren der Angiogeneseinduktion
verstanden®®®. Auf PMN exprimiert soll die Bindung von Ang-1 und -2 an Tie-2, eine
Aktivierung der PMN und die Rekrutierung von PMN ins Entzindungsgebiet
vermitteln®®’. Zuletzt wire noch die endotheliale NO-Synthase (eNOS) anzufiihren,
ein bedeutendes proangiogenetisches Enzym, das in humanen PMN bereits

beschrieben wurde?®°.
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Somit konnten verschiedene proangiogenetisch wirksame Faktoren, die in PMN
exprimiert werden, mit Hilfe des Microarrays nicht nachgewiesen werden. Dies
konnte eine Folge der stringenten Definition des ,positiven Signals“ sein. Die
stringente Definition fuhrte zu einer hohen Spezifitat, d.h. die Expression aller Gene
mit Ausnahme von VE-Cadherin konnte mit Hilfe der RT-PCR Technik verifiziert
werden. Die hohe Spezifitdt bedingt jedoch eine niedrige Sensitivitat, die zu falsch-
negativen Signalen fuhrt. Dies wurde jedoch bewusst in Kauf genommen, um die
Anzahl an falsch-positiven Signalen moglichst niedrig zu halten. Insgesamt konnten
mit dieser Vorgehensweise in der vorliegenden Arbeit 10 Angiogenese-relevante
Faktoren in humanen PMN neu identifiziert werden. Das Ergebnis schliel3t jedoch
nicht aus, dass weitere angiogenetisch wirksame Gene in PMN exprimiert werden,

die bisher jedoch nicht nachgewiesen werden konnten.

4.1.2. Die Expression Angiogenese-relevanter Gene

PMN zirkulieren im Blutkreislauf, bis sie in infiziertes Gewebe rekrutiert werden. Zur
Erflllung ihrer Funktion ist Art der Grad der Aktivierung entscheidend. Die PMN
reagieren auf eine Infektion zunachst mit der Freisetzung von ROS in ihre Granula
zur Zerstorung des phagozytierten Materials. Bei nicht phagozytierbarem Material
wird ROS in die Umgebung abgegeben. Die von PMN exprimierte NADPH Oxidase
produziert sehr rasch ROS nach und ist fir den sogenannten Respiratory Burst
verantwortlich®'®. Die Aktivitat der NADPH Oxidase wird u.a. Uber fMLP-Rezeptor
Liganden induziert. In vivo wird der Rezeptor von formylierten Peptide von Bakterien
aktiviert. Der fMLP-Rezeptor (FPR-1) ist ein G-Protein gekoppelter Rezeptor, der
den MAP-Kinase-Weg induziert und die Phospholipase C aktiviert. So wird
intrazellular IP3 und Ca?* freigesetzt, das wiederum die Protein Kinase C und den
Transkriptionsfaktor NFxB aktiviert, der flr die Transkription von Zytokinen
verantwortlich gemacht wird?"". Die Aktivierung von PMN bei einer bakteriellen
Infektion im Gewebe, entspricht in vitro der Stimulierung mit fMLP. Das Ergebnis ist
die Hochregulierung von zahlreichen Genen u.a. Angiogenese-relevante Faktoren
wie das CXC-Chemokin IL-8"°', das zur Rekrutierung und Aktivierung weiterer PMN
fiihrt'®. Aber auch HPSE und MMP-9 werden auf mRNA-Ebene vermehrt
synthetisiert. Wie bereits beschrieben sorgen diese Proteasen flr die proteolytische

Aktivierung der von PMN freigesetzten Faktoren sowie fir die Degradierung der
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ECM als essentielle Voraussetzung fiir die Angiogenese®°. Hierbei werden auch
zahlreiche in der ECM gebundene hochpotente proangiogenetische Faktoren
freigesetzt wie TGF- 1, VEGF und bFGF®%'%'%” hFGF konnte in humanen PMN
nicht nachgewiesen werden. Die Untersuchungen erfolgten sowohl auf mRNA-

Ebene als auch auf Proteinebene.

Die Freisetzung von IL-8 von humanen PMN ist abhangig von dessen
Neusynthese'. Die IL-8 mRNA Expression wurde bereits nach fMLP-Stimulierung
fur 2 h hochreguliert. Die Synthese von IL-8 erfolgt sehr rasch, so dass bereits nach
6 h maximale Mengen von fMLP-stimulierten PMN ausgeschuttet wurden.
Demgegeniber wurde die basale mRNA- oder Proteinsynthese von VEGF und
TGF-B1 nach fMLP-Stimulation nicht gesteigert. Es erfolgte jedoch eine Freisetzung
ausgehend von einem bereits bestehenden intrazellularen Pool. VEGF wird ebenso
bis zu 24 h lang im zunehmenden MalRe von fMLP-stimulierten humanen PMN
freigesetzt. Demgegenuber scheint die Freisetzung von TGF-B1 unabhangig von
fMLP-Stimulation zu sein, da im Vergleich zum unstimulierten humanen PMN nie
signifikant mehr freigesetzt wurde. Somit hat die Aktivierung humaner PMN eine
vermehrte Freisetzung der zwei hochpotenten proangiogenetischen Faktoren IL-8
und VEGF zur Folge. Daruber hinaus setzen humane PMN offensichtlich konstitutiv
TGF-B1 frei. Das kdnnte bedeuten, dass schon wahrend der Abwehr die Induktion

der Angiogenese in einer Wunde stattfindet.

In vivo existieren jedoch noch weitere Faktoren die stimulierend auf die Aktivitat von
PMN wirken. Bei der Wundheilung oder dem Wachstum maligner Tumoren, liegt ein
Versorgungsdefizit im Gewebe vor. Dies verursacht eine Ischamie im betroffenen
Gewebe, die in der Regel einhergeht mit hypoglykdmischen und hypoxischen
Bedingungen, Nahrstoffmangel, einer Ansammlung metabolischer Abfallprodukte,
einer erhohten Laktatkonzentration und dadurch bedingt eine Reduktion des pH-
Wertes?'¥(Tabelle 5). Es gibt Hinweise, dass hypoxische Bedingungen ein
essenzielles Erfordernis fir die Synthese proangiogenetischer Faktoren wie VEGF
von Immunzellen darstellen, zur Induktion der Angiogenese als Basis der
Wundheilung'®®. Der Sauerstoffpartialdruck liegt im gesunden Gewebe bei

mindestens 55 mm Hg. In den ersten beiden Tagen nach einer Verletzung nimmt
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dieser auf bis zu 20-30 mm Hg stetig ab, zu einem Minimum von 5-7 mm Hg nach 5-
7 Tagen?'. Dariiber hinaus konnte eine erhdhte Laktatkonzentration fiir eine
vermehrte Freisetzung von VEGF verantwortlich sein. Dies wurde zumindest fir

Makrophagen gezeigt®'*.

Tabelle 5: Physiologische Bedingungen in einer Wundgewebe. Laktat- und pH-
Wert im Wundgewebe, im Vergleich zu normalem Gewebe?®'?.

Faktor Normale Wunde
Bedingungen

Laktat 1,8 +/- 0,1 mM 10- 15 mM

Extrazellularer pH 7,4 7

Die Auswirkung von Hypoxie auf die Expression und Freisetzung
proangiogenetischer Faktoren wurde im Rahmen dieser Arbeit untersucht. Zunachst
wurde gezeigt, dass unter hypoxischen Bedingungen die Proteinexpression von
HIF-1a. deutlich anstieg. Zusatzlich erfolgte eine unspezifische Induktion, die
moglicherweise durch eine autokrine Stimulation von PMN hervorgerufen wurde. So
wurde bereits gezeigt, dass ROS die Proteinexpression von HIF-1o induziert®.
Ferner setzen humane PMN zahlreiche Faktoren frei (z.B. TGF- 1), die in der Lage
sind, Uber einen p42/22- und NFxB-abhangigen Signalweg die Expression von HIF-
1a zu férdern?’. Im Falle von TGF-B1 kommt es zu einer funktionellen Kooperation
des zwischen den von TGF-p1 aktivierten Smads und HIF-102'. In der vorliegenden
Arbeit konnte eine HIF-1a-vermittelte Induktion der IL-8, VEGF und TGF-31 mRNA-
Expression nachgewiesen werden. Jedoch wurde lediglich VEGF nach 6 h
Inkubation unter hypoxischen Bedingungen im Vergleich zur Normoxie vermehrt

freigesetzt.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass hypoxische Bedingungen zwar die
MmRNA-Synthese von IL-8, VEGF und TGF-f1 férdern, jedoch nur zu einer
vermehrten Freisetzung von VEGF fuhren. Hypoxische Bedingungen wirken dartber
hinaus fir PMN und HUVEC antiapoptotisch 29219220,
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4.2. Die Induktion der entziindlichen Angiogenese durch humane

neutrophile Granulozyten

4.2.1. Einfluss der neutrophilen Granulozyten auf die mRNA- Expression in
HUVEC

Das Gefallendothel ist im Wundbereich einer Reihe von Stressfaktoren sowie einem
Mangel von Nahrstoffen und Sauerstoff ausgesetzt. Diese Einflisse sorgen fir eine
Induktion proangiogenetischer Faktoren, die meist ein HRE besitzen, d.h. HIF-1a
abhangig reguliert werden®'. Kennzeichnend fiir das hypoxische Gewebe ist eine
Ansammlung von PMN, hervorgerufen durch eine vermehrte Migration der PMN in
das hypoxische Gewebe??!. Hierfir wird u.a. das fir PMN potente Chemotaxin IL-8
verantwortlich gemacht, welches unter hypoxischen Bedingungen in HUVEC
hochreguliert wird®??. Dariiber hinaus werden die Protease MMP-2 und das Zytokin
MDK nachweislich unter hypoxischen Bedingungen induziert??>#?*_ |L-8, MMP-2 und
MDK gelten als hochwirksame proangiogenetische Faktoren®*>?%°. Die Induktion der
Synthese von HIF-1a-abhangigen Faktoren in HUVEC kann Uberdies von Faktoren
gewahrleistet werden, die in den Signalweg von HIF-1a eingreifen wie TGF-p12"°
oder auch ROS¥®. Diese Faktoren werden wiederum in groRen Mengen von
aktivierten PMN freigesetzt. Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, welche
Auswirkung die von humanen PMN freigesetzte proangiogenetische Entitat,
hinsichtlich der Expression Angiogenese-relevanter Faktoren in HUVEC hat. Mit
Hilfe eines Microarrays flir Angiogenese-relevante Gene wurde gezeigt, dass die
Inkubation von HUVEC mit PMN-Uberstand fiir 6 h, die Expression der Zytokine IL-
8, Gro-a, MCP-1 und MDK sowie der Proteinase MMP-2 in HUVEC induziert. Die
Induktion dieser Faktoren in HUVEC wurden bei der Tumorangiogenese als
Auslésung des angiogenetischen Switch bezeichnet?”’. Neben der Funktion als
potente Chemotaxine fur Leukozyten wurden diese Zytokine bereits als
hochwirksame proangiogenetische Faktoren beschrieben’®??%2%  Durch die
Rekrutierung weiterer PMN wird die Freisetzung proangiogenetischer Zytokine im
entziindlichen Gewebe erhoht. Allein die Adhasion von humanen PMN an
Endothelzellen hat eine Induktion proangiogenetischer Faktoren in HUVEC zur
Folge. So wurde beschrieben, dass adhdrente PMN dber Rezeptor-

Ligandenbindung in HUVEC den Transkriptionsfaktor ets-1 induzieren''*. Dieser
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Transkriptionsfaktor sorgt fiir die Synthese von Metalloproteasen und uPA'®3, die im
Rahmen der Induktion der entzundlichen Angiogenese zur Degradierung der
Basalmembran und der ECM benétigt werden®®.

Die essentielle Beteiligung von IL-8 und VEGF bei der Induktion der Angiogenese

8. PMN sind wahrend der ersten Stunden nach

wurde bereits in der Maus gezeig
Beginn der Entziindung die Hauptquelle fur VEGF?° und MIP-2%" das Homolog
zum humanen IL-8. In dieser Arbeit wurde der Effekt dieser beiden Faktoren auf
mRNA-Ebene von HUVEC untersucht. In Ubereinstimmung mit der Literatur konnte
gezeigt werden, dass sowohl VEGF als auch IL-8 die endotheliale 1L-8 mRNA
induziert”®?. Entsprechend induzierte der PMN-Uberstand eine Induktion von
endothelialer IL-8 mMRNA-Expression in HUVEC. Zur Untersuchung der Identitat der
verantwortlichen Faktoren wurden Neutralisierungsexperimente durchgefihrt. So
konnte bereits in einem In vitro-Angiogenese-Assay von unserer Gruppe gezeigt
werden, dass ein neutralisierender VEGF-Antikorper die PMN-vermittelte
Angiogenese zu hemmen vermag'’. Dies ist ein entscheidender Hinweis, dass von
PMN freigesetztes VEGF eine wesentliche Rolle bei diesem Prozess spielt. Im
Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass ein neutralisierender anti-IL-8-
Antikérper die VEGF-vermittelte Induktion der Angiogenese in einem In-vitro-
Angiogenese-Assay komplett hemmt. Ebenso zeigte die Neutralisierung von IL-8 mit
spezifischen Antikbrpern eine vollstdndige Hemmung der VEGF-vermittelten
Induktion der endothelialen IL-8-mRNA-Expression. Dies deutet darauf hin, dass
humane PMN einen parakrinen Feedforward-Mechanismus aktivieren, der zur
Induktion der endothelialen IL-8 Expression fuhrt. Die Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit legen den Schluss nahe, dass dieser Feedforward-Mechanismus zumindest

fur die VEGF-vermittelte Angiogenese in vitro essenziell ist.

4.2.2. Die biologische Relevanz des proangiogenetischen Potenzials humaner
neutrophiler Granulozyten

Humane PMN setzen eine Vielzahl proangiogenetischer Faktoren frei. Das diese

selbst ohne fMLP-Stimulation zu einem ausreichend proangiogenetischen Effekt in

vivo fuhren konnte im CAM-Assay gezeigt werden. Diese Untersuchungen konnten

nicht mit fMLP-enthaltenden Proben durchgefihrt werden, da dadurch eine

Entzindung hervorgerufen wurde, die das Ergebnis unbrauchbar machte. Die PMN-
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vermittelte Induktion der Angiogenese Ubersteigt den Effekt von VEGF. AulRerdem
scheinen es sich im Falle der um ein organisierteres Netzwerk im Falle der PMN-
induzierten Angiogenese, im Vergleich zur VEGF-induzierten zu handeln. Nach
Isolierung der humanen PMN werden sie flr bestimmte Zeit der Stimulation oder
anderweitigen Behandlung bei 37°C in Kultur genommen. Hierbei kommt es zu einer
unspezifischen Stimulierung durch die von PMN selbst ausgeschiitteten Faktoren.
Die unspezifische Stimulation durch diesen Cocktail an Wachstumsfaktoren,
Proteasen und Zytokinen erganzt selbstverstandlich zusatzlich die fMLP-vermittelte
Stimulation. Im Falle des in vitro Angiogeneseassays in welchen frisch-isolierte
HUVEC auf Biosilonkugel gesat wurden, konnten die fMLP-enthaltenden
Uberstéande verwendet werden. Das fMLP-enthaltendes pures Medium keinen
proangiogenetischen Effekt hat, wurde im voraus getestet. Allerdings stellten die von
PMN in groRen Mengen freigesetzten Proteasen (z.B. MMP-9, HPSE) ein Problem
dar, sofern die dreidimensionale Fibrinmatrix spatestens am Tag 3 degradiert war.
Auch in diesem Assay Uberstieg die proangiogenetische Wirkung der humanen

PMN, die von VEGF-induzierte Angiogenese.

4.3. Schlussfolgerung

Der Mechanismus, der die entziindliche Angiogenese induziert ist bis heute nicht
vollstandig aufgeklart. Es scheint eher unwahrscheinlich, dass die Applikation eines
einzelnen Faktors die Bildung von funktionellen Gefalen und einer intakten
Mikrozirkulation in vivo induzieren kann. Tumorgefal’e sind in der Regel vollig
desorganisiert und weisen eine abnormale Mikrozirkulation auf®®. So ist es fraglich,
ob die Identifikation von Faktoren, die die Tumorangiogenese induzieren, zur
Aufklarung des Mechanismus der Bildung eines funktionellen mikrovaskularen
Netzwerks beitragen kann. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass
humane PMN die Fahigkeit besitzen, direkt die Aussprossung kapillarer Strukturen
in vitro und in vivo zu induzieren. Neovaskularisierung durch Aussprossung spielt
eine entscheidende Rolle bei der Entzindung und der Wundheilung. AuRerdem
kann dieses proangiogenetische Potenzial unter hypoxischen Bedingungen und
durch fMLP-Stimulation gesteigert werden. Zusammenfassend konnte hier gezeigt
werden, dass humane PMN eine proangiogenetische Entitat freisetzen, die in der

Lage ist, die entziindungsvermittelte Angiogenese direkt induzieren. Im Gegensatz
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zu Monozyten und Lymphozyten, bendtigen PMN fur deren Infiltration ins
entzindliche Gewebe das Leukozyten-Adhasionsmolekil der Bo-Integrin Familie
(CD11/CD18). Nach Deletion von CD18 in der Maus wurde die PMN-Infiltration ins
entziindete Gewebe erheblich eingeschrankt. In diesen Mausen konnte eine starke
Hemmung der entziindungsvermittelten Angiogenese demonstriert werden®,
Andere Untersuchungen zeigten, dass das Fehlen des B.-Integrins in diesem Modell

mit einer verzogerten Wundheilung assoziiert war'®.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde deutlich, dass bei der Ausbildung eines
funktionellen  Netzwerks ein  komplexes Zusammenspiel verschiedener
proangiogenetischer Faktoren erforderlich ist. Die Kenntnis der ldentitat dieser
Faktoren ist bei der Behandlung von einer Reihe Angiogenese-abhangiger
Krankheiten von enormer Bedeutung. Daher ist die Aufklarung des Mechanismus
der Angiogenese in der Wundheilung nicht nur wichtig, um den physiologischen
Prozess der Angiogenese zu verstehen. Die Identifizierung der Faktoren, die unter
physiologischen Bedingungen die Angiogenese vermitteln, erlaubt moglicherweise
auch die Entwicklung neuer Konzepte fir die therapeutische Induktion der

Angiogenese.
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5. Zusammenfassung

Neutrophile Granulozyten (PMN) haben bei der unspezifischen Abwehr und der
Entzlindungsreaktion eine essenzielle Rolle und sind an der Induktion der
entzindungsvermittelten Angiogenese beteiligt. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit
wurden molekulare und zelluldre Mechanismen entschlisselt, die fur diesen Effekt
verantwortlich sind. Zundchst wurde die molekulare ldentitadt der verantwortlichen
Faktoren untersucht. Mit Hilfe eines Mikroarrays fur Angiogenese-relevante Gene
wurde die Expression von 18 bereits bekannten Faktoren bestétigt und 10 neue Faktoren
gezeigt: Midkine (MDK), erb-B2, ets-1, Transforming Growth Factor-f3 Rezeptor-2 und-
3, Thrombospondin, Tissue Inhibitor of Metalloproteinase 2, Ephrin A2, Ephrin B2,
und Restin. Die Ergebnisse wurden mit Hilfe der RT-PCR-Technik bestatigt. Die
Expression des I8slichen proangiogenetischen Faktors MDK wurde in humanen PMN
zuséatzlich auf Proteinebene untersucht. Nach 6 h Stimulation mit dem bakteriellen
Tripeptid fMLP konnte eine Induktion der physiologisch relevanten dimeren Form von
MDK nachgewiesen werden. Ferner wurde eine Zunahme der mRNA-Expression der
beiden Proteasen Metalloproteinase-9 (MMP-9) und Heparanase (HPSE) in
humanen PMN nach fMLP-Stimulation fir 1 h bzw. 2 h festgestellt. Diese Proteasen
sind fur die Degradierung der ECM sowie fir die Aktivierung zahlreicher
proangiogenetischer Faktoren, die von humanen PMN freigesetzt werden, von
entscheidender Bedeutung. Uberdies wurden Mechanismen untersucht, die fir die
Induktion der Synthese von VEGF, IL-8 und TGF-B1 in humanen PMN verantwortlich sind.
So konnte eine Induktion der mRNA-Expression der Angiogenese-relevanten Faktoren
Interleukin-8 (IL-8), Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) und Transforming Growth
Factor-1 (TGF-B1) durch Hypoxie gezeigt werden. Die Expression von Hypoxia-Inducible
Factor-1a. (HIF-10) erfolgt unter hypoxischen Bedingungen sowie durch autokrine Wirkung
von Zytokinen, die von den humanen PMN in Kultur freigesetzt werden. Eine substanzielle
Freisetzung unter Hypoxie konnte lediglich fiur VEGF ermittelt werden. Zur
Charakterisierung der biologischen Relevanz der erhobenen Befunde wurde der In
vitro-Angiogenese-Assay durchgefuhrt. Hierzu wurden frisch isolierte humane
Endothelzellen auf Biosilonkugeln gebracht, die in eine dreidimensionale Fibrinmatrix
eingebettet wurden. Unter Verwendung eines neutralisierenden IL-8 Antikdrpers
wurde hierbei gezeigt, dass endotheliales IL-8 bei der PMN-vermittelten

Angiogenese eine entscheidende Bedeutung hat. Darlber hinaus konnte der
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proangiogenetische Effekt von VEGF in Gegenwart eines neutralisierenden anti-IL-8-
Antikérpers komplett gehemmt werden. Dies deutet darauf hin, dass ein parakriner
Feedforward-Mechanismus, der endotheliales IL-8 beinhaltet die Angiogenese
fordert. Des Weiteren wurde der proangiogenetische Effekt humaner PMN in vivo
demonstriert. Im  Chorionallantoic-Membrane-Assay wurde eine signifikante
Angiogenese-Induktion durch humane PMN nachgewiesen, die zuvor unter

hypoxischen Bedingungen inkubiert wurden.

AbschlieRend wurde mit Hilfe eines Microarrays analysiert, wie humane
Endothelzellen auf mRNA-Ebene die PMN-vermittelten Signale umsetzen. Die
Stimulation humaner Endothelzellen mit PMN-Uberstédnden zeigte eine Induktion der
MRNA-Synthese der CXC-Chemokine IL-8, Macrophage Chemotactic Protein (MCP-
1), Growth Related Oncogene-o. (GRO-a), MDK und MMP-2. Alle Faktoren konnten
bereits eine Rolle bei der Induktion der Angiogenese. Insofern wurde dargelegt, dass

PMN in humanen Endothelzellen einen angiogenetischen Switch ausldsen.
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Adhasion

-
4

O
(\% Chemotaxis
VEGF MMP-9
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Abbildung 23: Die PMN-vermittelte Induktion der entziindlichen Angiogenese.
Die Freisetzung und Synthese proangiogenetischer Faktoren durch PMN erfolgt nach
Stimulation mit dem bakteriellen Tripeptid fMLP sowie durch hypoxische
Bedingungen. Im Rahmen dieser Arbeit wurden Faktoren VEGF, TGF-B1, IL-8,
MMP-9, HPSE und MDK né&her untersucht. Die proangiogenetische Entitdt von
humanen PMN induziert die Angiogenese in vitro und in vivo. Endotheliales IL-8 ist
bei diesem Prozess entscheidend beteiligt.
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Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass humane PMN (dber ein
proangiogenetisches Potenzial verflgen, dass durch pathophysiologische
Bedingungen im entziindlichen Gewebe enorm gesteigert wird. Dieses Potenzial hat
biologische Relevanz, da aktivierte PMN nicht nur in vitro, sondern auch in vivo die
entzundliche Angiogenese stimulieren. In Abbildung 23 sind die im Rahmen dieser

Arbeit gewonnenen Erkenntnisse zusammenfassend dargestellt.
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Bezeichnung Literatur
Angiomotin 143
ANG 235
CD36 205
COX-2 147
EGF 193
EGF-R 194
ENA-78 236
Endoglin (ENG) 237
FLK-1/KDR 188
FLT1 189
FN 238
GM-CSF 239
GROa 140
HPSE 58
HGF 134
HIF 10, 141
ID1 240
IFNo1 241
IFNy 201
IGF1 200
IGTAV/CD51 144
IL-18 125
IL-1 242
IL-1Ra 125
IL-3 243
IL-6 242
IL-8 15
IL-10 244
IL-12a 245
Integrin a5 143
Integrin B3 144
MCP-1/SCYA2 195
MIP-1a 246
MMP-9 112
NOS3/eNOS 207
PECAM-1 145
PGF 183
SERPINB5/Maspin/P15 243
SPP1/OPN 247
TGF-o 108
TGF- B1 109
TGF- 2 202
TGF BR1 142
TIE-2 205
TIMP1 148
TNF-o 13
uPA 113
VEGF C 190
VEGF D 190
VEGF 107

Tab. 6: Ubersicht iiber eine Auswahl
bekannter Angiogenese-relevante Faktoren in
humanen PMN.
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Tab. 7: Relative Expression Angiogenese-relevanter Gene in humanen PMN.
Das Ergebnis stellt die 4 unabhangigen Experimente mit humanen PMN von 4
verschiedenen Spendern dar. Es wurden Microarrays (HS-009N-4, Superarray,
Bethesda, MD) mit 2 verschiedenen Chargennummer verwendet (1906 und 0507).
Die Signale wurden als positiv definiert, wenn sie in mindestens 2 der 4 Microarrays
nachgewiesen wurden und hierbei in jeder Chargennummer mindestens einmal
detektiert werden konnten. Die relative Genexpression wurde mit Hilfe von B-Aktin
berechnet. * Bisher in humanen PMN unbekannte Gene; n.n., nicht nachgewiesen.

relative Genexpression
Microarray Charge # Microarray Charge #
1906 9191
Gene Array 1 Array 2 Array 3 Array 4
uPA n.n. 0.02 0.32 0.23
*erb-B2 0.08 0.05 0.42 0.33
TBRI 0.03 n.n. 0.36 0.31
TGF-p1 0.14 0.08 0.35 0.42
TIMP-1 0.10 n.n. 0.34 0.35
VEGF n.n. 0.06 0.33 0.41
*ephrin A2 0.10 n.n. 0.45 0.33
*ephrin B2 0.08 n.n. 0.46 0.35
integrin 3 n.n. 0.31 n.n. 0.30
GROa 0.27 0.29 0.43 0.27
CHGA 0.20 0.42 0.42 0.31
*THBS3 n.n. 0.31 n.n. 0.39
TGF-a 0.24 n.n. 0.44 0.42
*TIMP-2 0.31 0.14 0.70 0.35
*Restin 0.27 0.36 0.43 0.49
*VE-Cadherin 0.32 0.57 0.43 0.29
MMP-9 0.27 0.16 0.68 0.52
PECAM-1 0.52 0.18 0.50 0.53
*ets-1 n.n. 0.49 n.n. 0.39
HIF-1a 0.63 0.42 0.68 0.36
TNFa. 0.31 0.37 1.10 0.39
*TBRRII 0.37 n.n. 0.93 0.35
Cox-2 0.86 0.30 0.71 0.41
*MDK 0.48 0.34 1.03 0.44
integrin a5 0.28 n.n. 0.97 n.n.
HPSE 0.39 0.25 1.44 0.43
IL-8 1.76 0.91 1.95 0.50
*TBRIII 2.55 0.54 1.59 0.45
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