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I Einleitung

1.1 Klinischer Hintergrund

Die periphere Arterielle Verschlusskrankheit (pAVK) entsteht in ca. 95% der Falle aufgrund
stenosierender und okkludierender Wandverinderungen der Aorta und Extremititenarterien’
auf dem Boden einer Atherosklerose’. Diese verursachen eine Minderperfusion der
betroffenen Extremitit, welche klinisch als Claudicatio intermittens apparent wird. Meistens
sind die unteren Extremititen betroffen’. Die pAVK wird im deutschen Sprachraum nach der

Fontaine-Klassifikation und im englischen Sprachraum nach Rutherford bewertet:

Fontaine Rutherford
Stadium Klinische Symptome Grad Stadium  Klinische Symptome
I Asymptomatisch 0 0 Asymptomatisch
ITa Gehstrecke > 200m I 1 Milde Claudicatio intermittens
IIb Gehstrecke < 200m I 2 MiBige Claudicatio intermittens
I 3 Schwere Claudicatio intermittens
I Isch@mischer Ruheschmerz II 4 Isch@mischer Ruheschmerz
v Nekrose, Gangrian I 5 Kleinflichige Nekrose
1T 6 Grof3flachige Nekrose, Gangran

Tabelle 1: Stadium Il nach Fontaine wird als stabile Ischdmie bezeichnet, Stadium Il und 1V gelten als
kritische Ischdmie (gemdf den Leitlinien zur pAVK, 2015)

1.1.1 Epidemiologie

In Deutschland leben schéatzungsweise 2 Mio. Menschen beziehungsweise 6% der
Erwachsenen mit einer pAVK”. Bei Patienten iiber 70 Jahren steigt die Priivalenz auf bis zu
20%". Besonders betroffen sind Diabetes Typ 1- und Typ 2-Patienten: 49% der Patienten, die
sich zum ersten Mal drztlich mit einem Diabetischen FuB vorstellen, leiden an einer pAVK’.
25% der Patienten mit Claudicatio intermittens sterben innerhalb von 5 Jahren. Da hiufig eine
begleitende Atherosklerose der Koronar- und Zerebralgefifle besteht, ist die Todesursache in
den meisten Féllen ein Myokardinfarkt oder ein Schlaganfall. Von Patienten mit einer
kritischen Ischdmie (vgl. Tabelle 1) sterben 25% schon im ersten Jahr, weniger als 50% von
ihnen leben noch nach 5 Jahren'. Bei 30% der Patienten mit kritischer Ischimie findet eine

Beinamputation statt®.



1.1.2 Konventionelle Therapie

Die Verbesserung der Lebensqualitét fiir die Betroffenen, eine Hemmung der Progression der
pAVK sowie die Risikoreduzierung kardiovaskulédrer und zerebrovaskuldrer Ereignisse stehen
im Vordergrund aller Therapieansitze der pAVK’. MaBnahmen zur Risikoreduzierung
vaskuldrer Ereignisse wie z.B. Rauchentwohnung, Antihypertensiva und Lipidsenker sind
schon ab Stadium I nach Fontaine indiziert. In Stadium II liegt der Fokus auf der
Verldngerung der maximalen und schmerzfreien Gehstrecke. Dies kann medikamentds
erreicht werden. So konnte z.B. die Gehstrecke unter der Therapie mit dem Xanthin-Derivat
Pentoxifyllin, welches iiber Phosphodiesterase-Hemmung gefdfidilatierend wirkt, um bis zu
30% und unter Therapie mit dem Phosphodiesterase-III-Hemmer Cilostazol sogar um bis zu
60%"° gesteigert werden. Bessere Ergebnisse werden jedoch durch betreutes Gehtraining
erzielt'"'’. Invasive Methoden der Revaskularisierung sind bei kritischer Ischimie in Stadium
IIT und IV indiziert, je nach Leidensdruck des Patienten aber schon in Stadium II denkbar.
Dazu gehoren interventionelle Verfahren wie die Katheter-Atherektomie oder die Perkutane
transluminale Angioplastie, aber auch operative Verfahren wie etwa die Anlage eines
Bypasses. Eine weitere Moglichkeit ist die primire Amputation'', besonders bei sogenannten
1o option*“-Patienten, fiir die eine interventionelle oder chirurgische Revaskularisierung
aufgrund von verschiedenen perioperativen Risikofaktoren nicht infrage kommt; jedoch wird
auch bei bis zu 12% der Patienten nach interventioneller Revaskularisierung eine sekundire
Amputation notwendig'?. Die geringe 5-Jahres-Uberlebensrate von <50% bei Patienten mit
kritischer Ischamie und die oft schlechte Lebensqualitit dieser Patienten sind Anlass fiir die
Suche nach neuen, schonenderen Methoden, um die Durchblutung der Extremititen zu
verbessern und eine Amputation zu vermeiden. Ein besonderes Interesse gilt in diesem
Zusammenhang der therapeutischen Angiogenese und Arteriogenese in den betroffenen

Extremititen.

1.2 Vaskulogenese, Angiogenese und Arteriogenese

1.2.1 Vaskulogenese

Als Vaskulogenese bezeichnet man die Neubildung von Blutgefilen aus endothelialen
Vorlduferzellen wihrend der embryonalen Entwicklung. Diese Vorlduferzellen bilden
Blutinseln, welche sich zu einem wabenformigen Kapillarbett weiterbilden. Hieraus
entwickelt sich in einem weiteren Schritt ein rudimentires Gefifisystem'>. Man nahm lange

an, dass nach der vollstindigen Bildung eines embryonalen Gefél3systems weitere Gefdlle nur
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durch Aussprossung schon vorhandener Endothelzellen entstehen kdnnen. Die Hypothese,
dass auch im adulten Organismus Vaskulogenese durch frei zirkulierende endotheliale

Progenitorzellen (EPC*s) stattfindet'*'®

, ist derzeit sehr umstritten. Jedoch scheinen diese
Zellpopulationen als Quelle fiir parakrine Faktoren zu dienen, welche GefaBwachstum

stimulieren konnen'®!”. Siehe Abb. 1 a).

1.2.2 Angiogenese

Angiogenese beschreibt die Entstehung neuer GefaBle aus schon bestehenden Gefialen. Im
gesunden Organismus befinden sich reife Gefdlle in einem Ruhezustand, mit dichten
Zellverbindungen in der GefiBwand. Als Trigger der Angiogenese gilt die Gewebehypoxie'®.
Diese fiihrt durch reaktive Bildung von Stickstoffmonoxid (NO) und Vascular endothelial
growth factor (VEGF) zu einer Dilatation der GefdBwand mit erhohter Permeabilitét und
infolgedessen zu einem Durchsickern von Fliissigkeit in das umliegende Gewebe'. Einige der
Endothelzellen bilden sich anschlieBend zu sogenannten ,,7ip cells* mit Filopidien um und
sprieBen, einem VEGF-Gradienten folgend, in das umgebende Gewebe vor'. Die ,,Tip cells*
sprieBen so lange, bis sie auf andere ,,7ip cells* treffen oder die proangiogenetischen Signale
(VEGF) nachlassen®’. Thnen folgen die ,,Stalk cells*, andere Endothelzellen ohne Filopidien,
die das Lumen bilden. Der Notch-Signalweg regelt durch laterale Inhibition der
Endothelzellen die Differenzierung in ,,Tip cells und ,, Stalk cells “*'*2.

Sobald ein Lumen gebildet wurde, wird dieses durch ruhende Endothelzellen, sogenannte
Phalanx-Zellen, stabilisiert”. Durch Blutfluss wird das Gefi geformt und durch Bildung
einer Basalmembran sowie Rekrutierung von Perizyten gefestigt’’. Diese Form der
Maturation ist unter anderem abhéngig von platelet-derived growth factor-B (PDGF-B)***
und bei Erwachsenen zumindest teilweise abhingig von LYL/*°. Kommt es zu keiner
Anlagerung von Perizyten, so bilden sich die noch unreifen Gefdfe bei Ausbleiben des
VEGEF-A-Signales zuriick®.

Okkludierte HauptgefdBe konnen jedoch nicht allein durch Angiogenese ersetzt werden: Zum
einen wirden derart viele Kapillaren benétigt um das gleiche Volumen des zuvor
verschlossenen Gefilles zur Verfiigung zu stellen, dass funktionell ein Himangiom die Folge

wéire18

, zum anderen wirken Hauptgefile durch die glatten Muskelzellen in der GefdaBwand
tonusregulierend, eine Eigenschaft, die durch Angiogenese entstandene Kapillaren nicht

haben. Siehe Abb. 1 b).



1.2.3 Arteriogenese

Arteriogenese ist definiert als Wachstum von Kollateralarterien. Herzog et al. konnten 2002
zeigen, dass Arteriogenese entgegen damaliger Vorstellungen nicht das Wachstum eines
GefaBles von der Kapillare bis zur Arterie ist, sondern vielmehr ein biphasischer Prozess, der
aus einem raschen GroBenwachstum pré-estistenter Kollateralen und einem anschlieenden,
langsameren Umbau-Prozess der Zellwinde, dem sogenannten Remodeling, besteht®’. Im
Gegensatz zur Angiogenese ist Arteriogenese nicht Hypoxie-abhéngig, sondern wird durch
physikalische Krifte getriggert”: Dies geschicht zum Beispiel, wenn eine Hauptarterie
verschlossen wird und sich das Blutvolumen auf umliegende Kollateralen verteilt. Es konnte
gezeigt werden, dass diese Kollateralen ihren Durchmesser durch Remodeling bis auf das 20-
Fache ihrer urspriinglichen GroBe steigern konnen®’: Durch den erhohten Druckgradienten
und die damit verbundene Schubspannung werden in den Endothelzellen und glatten
Muskelzellen der Lamina media vermehrt NO und spidter Monokine (MCP-1) und
Monozyten-Bindungs-Molekiile (ICAM-1) ausgeschiittet'’. Auf diese Weise rekrutierte
Monozyten®® und Lymphozyten®' infiltrieren die GefiBwand und zersetzen die Lamina media
mit Tumornekrosefaktor o (TNF-0) und Proteinasen. Sie sezernieren zudem gemeinsam mit

02 Aktivierte Endothelzellen

Endothelzellen das fiir die Arteriogenese essentielle N
induzieren anschliefend durch Uberexpression verschiedener Faktoren die GréBenzunahme
des Gefiles. Dies hat einen Abfall der Schubspanung an den Endothelzellen zur Folge, die
wiederum vermehrt PDGF sezernieren'®. Es kommt durch die erneute Anlagerung von glatten
Muskelzellen vom elastischen und proliferativen Typ sowie Elastin und Kollagen, die das
Geriist fiir ein grofere GefiB bilden®, zu einer deutlichen Zunahme der Intima*. Da einige
Kollateralen schneller wachsen, sinkt in den anderen Kollateralen die Schubspannung, was
dort zu einer tiberschieBenden Intimaproliferation mit nachfolgendem Geféf3verschluss

fiihrt®>. Dies ermdglicht einen effizienteren Bluttransport durch wenige groBe Kollateralen.

Siehe Abb. 1 ¢).
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Abb. 1: Unterschiede zwischen Vaskulogenese, Angiogenese und Arteriogenese [nach Heil, Schaper, 2007].

1.3 Neue Therapieansiitze

1.3.1 Allgemein
Schon seit Jahren werden verschiedene Strategien erforscht, um bei Patienten, bei denen eine
konventionelle Therapie nicht erfolgreich war oder nicht infrage kommt, eine

Revaskularisierung durch therapeutische Angiogenese und Arteriogenese zu erreichen.

1.3.2 Wachstumsfaktoren

Die ersten Bemiihungen zielten auf eine gesteigerte Angiogenese durch lokale Applikation
von Wachstumsfaktoren. So wurden mit VEGF***’, FGF-2*%, MCP-1* und GM-CSF*’
vielversprechende Ergebnisse im ischdmischen Myokard- und Hinterlaufmodell von
Schweinen und Kaninchen erzielt. In klinischen Studien konnte jedoch ein therapeutischer
Nutzen weder fiir FGF-2*", VEGF*' noch GM-CSF* nachgewiesen werden. Ein weiterer
Ansatz ist die Applikation endothelialer und mesenchymaler Progenitorzellen (EPC und
MPC) in ischimische Areale**!. Unter Zuhilfenahme des Fusionsproteins S1FG zur
gezielten Rekrutierung von endothelialen Vorlduferzellen konnten die Ergebnisse nochmals

verbessert werden®. Ferner konnte gezeigt werden, dass die Wirkung embryonaler EPC
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Thymosin-B4-abhiingig ist*®. Die positiven Ergebnisse aus priklinischen Studien lieBen sich
jedoch nicht in demselben Mafe auf Menschen iibertragen, so dass man inzwischen den Weg

der reinen Wachstumsfaktor-Applikation zugunsten von Gentherapien aufgegeben hat.

1.3.3 Gentherapie

Als Gentherapie gilt das Finsetzen von DNA in Korperzellen eines Individuums mit dem
Zweck, eine Krankheit zu behandeln. Es gibt zwei Arten der Gentherapie: Die Keimbahn-
Gentherapie, bei welcher das Gen in eine Keimzelle oder eine Embryonalzelle eines frithen
Entwicklungsstadiums eingebracht wird und auch an nachfolgende Generationen
weitervererbt wird, sowie die somatische Gentherapie, in welcher ein Gen in eine
differenzierte Korperzelle eingeschleust wird und nur dort (entweder als Bestandteil des
Genoms oder als Episom) wirkt. In dieser Arbeit soll nur auf die somatische Gentherapie

eingegangen werden.

Damit die Zielzelle die therapeutisch eingeschleuste DNA exprimieren kann, muss die DNA
zuerst in deren Zellkern gelangen. Das Transportmedium fiir die DNA wird als Vektor

bezeichnet. Es gibt zwei Arten von Vektoren: virale und nicht-virale.

Nicht-virale Transfektion bedient sich eines Plasmids, einer ringférmigen, beliebig grofen,
nichtverpackten und nicht-pathogenen DNA-Struktur, die mechanisch in die Zielzelle
eingebracht wird.  Bei relativ guter Transfektionsrate durch DNA-Transporter wie
Liposomen*’, Nanosphiren®® und Gelatine® hat diese Methode jedoch besonders in vivo nur
eine kurze Expressionsdauer und muss daher regelmifBig wiederholt werden, um einen
dauerhaften Effekt zu erreichen®. Dies ist an sich kein Problem, da Plasmide keine
Immunantwort hervorrufen, doch ist die Transfektionseffizienz nicht vergleichbar mit viralen

Vektoren®'. Siehe Tabelle 2.

Virale Vektoren zeichnen sich durch eine hohe Transfektionseffizienz aus, unterscheiden sich
aber noch in weiteren Qualitidten untereinander: Adenoviren haben eine schnelle Expression
innerhalb von wenigen Tagen, bilden im Zellkern ein Episom und integrieren sich nicht in die
DNA der Zielzelle, was dem Risiko einer kanzerogenen Entartung entgegenwirkt. Sie rufen
jedoch eine Immunantwort hervor, die sowohl die Expressionsdauer begrenzt™ als auch den
erneuten therapeutischen Einsatz erschwert’”. Die viralen Replikationsgene wurden von der
ersten bis zur dritten Generation immer weiter reduziert, was weniger virale Proteine und eine

reduzierte T-Zell-Immunantwort zur Folge hatte®®. Dennoch ist ihre Expressionsdauer sehr
6



begrenzt. Lentiviren sind nach anfinglicher Begeisterung iiber ihre Fihigkeiten in der
Therapie des severe-combined-immunodeficiency-syndrome (SCID-Syndrom) von Kindern
umstritten wegen moglicher Vektor-induzierter Leukéimien®. Aufgrund ihrer Tendenz, sich
an zufilligen Stellen in die DNA der Wirtszelle einzufiigen, gibt es berechtigte Sorgen, dass
dies zu malignen Entartungen fithren kann. Doch wurden neue Generationen von Lentiviren
entwickelt, in denen diese Tendenz weniger stark ausgepriigt ist’®. Zu Adeno-assoziierten

Viren (AAVs) siehe Kapitel 1.4.

Zusitzlich zu vorhandenen Tropismen der viralen Vektoren kann die Expression der Gene

durch gewebespezifische Promoter noch besser auf das Zielgewebe begrenzt werden®’.

Adenovirus (Generation)

Nackte DNA 1 2 3 AAV Lentivirus
Genom cDNA dsDNA dsDNA dsDNA ssDNA ssDNA
Grofie ~10 kb ~7,5 kb ~10 kb ~35 kb ~4.5 kb ~8 kb
Integration nein nein nein nein Wildtyp: ja zufillig

Rekombinant: nein

Transduktions- niedrig hoch hoch hoch hoch hoch
effizienz

Immunantwort niedrig hoch mittelhoch ~ moderat niedrig niedrig
Expressionsmuster kurzzeitig kurzzeitig = kurzzeitig  kurzzeitig  lang lang

Tabelle 2: Vor- und Nachteile verschiedener Vektorsysteme [nach Hinkel et al., 2011] ds: Doppelstrang, ss: Einzelstrang

Zunichst wurden in der kardiovaskuldren Forschung nackte VEGF-exprimierende Plasmide

58,59 60,61

verwendet™ ", erst spater arbeitete man mit viralen Vektoren wie Adenoviren” ", Lentiviren
und AAVs in Kombination mit verschiedenen Wachstumsfaktoren. Angesichts der
ungeniigenden klinischen Erfolge der bisher erforschten Wachstumsfaktoren ist ein weiteres
Ziel aktueller Forschung die Identifikation geeigneter Proteine, welche vektorvermittelt
transfiziert und iiberexprimiert werden. Als solches gilt unter anderem Thymosin-34 (T(4),

ein Wachstums- und Schutzfaktor mit pleiotropem Effekt*.

1.4 Adeno-assoziierte Viren (AAV)

AAVs gehoren zur Familie der einzelstréingigen, nicht-pathogenen Parvoviren®. Sie sind sehr
klein (~25nm) und konnen bis zu 5 Kilobasen DNA aufnehmen. Da sie sich nicht ohne Hilfe
von Helferviren wie Adenoviren, humanen Papillomaviren oder Herpesviren replizieren

kénnen, werden sie zu den Dependoviren gezihlt®**. AAVs werden in Serotypen 1 — 11 oder
7



auch entsprechend ihres phylogenetischen Erscheinens in Hauptgruppen eingeteilt®. Die
Serotypen zeigen unterschiedliche Tropismen, Transduktionseffizienzen, Expressionsraten
und auch Eliminationsgeschwindigkeiten aus dem Blut. So hat Serotyp 2 z.B. eine geringe
Transduktionseffizienz, zeigt aber in vielen Geweben die hochste transgene Expressionsrate;
Serotyp 9 hat einen Tropismus zu Myozyten und Kardiomyozyten und zeigt dort von allen
Serotypen die stirkste Gewebeexpression und die hichsten Proteinspiegel’>®. Die Effizienz
von AAV-2 kann dadurch gesteigert werden, dass das AAV-2-Genom in das Kapsid eines
anderen Serotypen (z.B. Typ 9) verpackt wird und so eine bessere Transduktion (im Falle
von Serotyp 9 speziell in Myozyten und Kardiomyozyten) erreicht wird®*®’. Es hat sich
herausgestellt, dass durch intramuskuldre Injektion der AAVs anstelle einer intravendsen
Gabe sowohl die benotigte Menge der AAV drastisch reduziert als auch ihre Expression auf
ca. 5 mm um den Injektionsort herum begrenzt werden kann®. AAVs haben eine hohe
Transfektionsrate bei einer im Vergleich zu Adenoviren spiteren Expression ihrer Gene.
Wenn jedoch das endgiiltige Expressionsniveau erreicht wird, kann dies bei nur sehr geringer

immunologischer Reaktion iiber Monate beibehalten werden®?.

A

. \

. / \ ——AdV
\

/ —m—AAV
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Abb. 2: Bei Adenoviren ist die Expression schnell und stark, jedoch zeitlich sehr begrenzt, bei AAVs steigt sie
langsam an, bleibt aber lange Zeit konstant [nach Gruchala et al., 2004].

Das AAV wird von der Zielzelle endozytiert, im Zytosol freigelegt und seine DNA in den
Zellkern aufgenommen. Die DNA des Wildtyp-AAV integriert sich in das menschliche
Genom, in den meisten Féllen an einer AAVS1 genannten Stelle auf Chromosom 19 (Chr
19q13.3)®. Den in der Gentherapie verwendeten rekombinanten AAVs (rAAV) fehlen
sowohl die ,,inverted terminal repeat* genannten Endstiicke als auch das Replikationsprotein
»rep®, was eine gezielte Integration in das menschliche Genom unméglich macht. Die DNA

von rAAVs bildet im Zellkern ein Episom und wird dort komplementiert und translatiert’®,
8



jedoch kam es auch bei rAAVs zu ungezielter Integration in das Genom mit nachfolgender

Deletion und chromosomaler Neuordnung’'.

Bisher sind keine immunpathogenen Einfliisse von AAVs bekannt, weshalb sie sich gut zur
Gentherapie am Menschen eignen’'. Exemplarisch konnte gezeigt werden, dass AAVs auch
langfristig nicht das Risiko fiir ein Hepatozellulires Karzinom (HCC) erhéhen’ und somit
auch fiir einen ldngeren klinischen Einsatz vermutlich sicher sind. Zudem konnte
nachgewiesen werden, dass mittels AAV intramuskulér transfizierte Gene u.a. von VEGF-A
und Thymosin-84 nur im nahen Applikationsbereich iiberexprimiert werden und nicht in

. e 4
anderen Teilen des Korpers®’>"*.

1.4.1 Das Tet-Off- und Tet-On-System

Die Arbeitsgruppe um Gossen und Bujard beschrieb 1992 die gezielte Beeinflussung von
Genexpression durch das Tetrazyklin-kontrollierte Transaktivator-Protein (tTa)’”’, welches
DNA an spezifischen Tet-Operator (TetO)-Sequenzen binden kann. In der Regel werden
mehrere TetO-Sequenzen vor einem Promotor platziert, um diesen und das nachgeschaltete
Gen kontrollieren zu konnen. Werden nun bei einem Tet-Off-System Tetrazykline,
insbesondere das stabile Doxycyclin, verabreicht, so binden diese das tTa-Protein und
verhindern, dass dieses die TetO-Sequenzen und die nachgeschalteten Gene aktivieren kann.

Diese Blockade ist reversibel und kann durch Doxycyclingabe gezielt gesteuert werden.

In einem Tet-On-System kann das tTa-Protein die TetO-Sequenzen nur binden und aktivieren,
wenn es zuvor von einem Tetrazyklin, z.B. Doxycyclin gebunden wurde. Auch dieses System

ist reversibel und kann gezielt beeinflusst werden.

1.5 Thymosin-4 (T4)

1.5.1 Allgemein

Thymosin, welches aus verschiedenen Polypeptiden zwischen 1 wund 15 kDa
zusammengesetzt ist, wurde erstmals 1965 von der Arbeitsgruppe um A. White aus bovinem
Thymusgewebe isoliert’®. Das Peptid Thymosin-$4 wurde erst 7 Jahre spiter aus Thymosin
isoliert und beschrieben’’. Thymosin-B4 ist ein wasserldsliches, 4965Da groBes Peptid,
welches, mit Ausnahme der Erythrozyten, ubiquitdr in Wirbeltieren vorhanden ist. Es gibt
noch viele weitere Thymosine, die nach ihrem isoelektrischen Punkt eingeteilt werden in -

Thymosine mit einem pH-Wert < 5,0, B-Thymosine mit einem pH-Wert zwischen 5,0 und 7,5
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und y-Thymosine mit einem pH-Wert > 7,5. Sie alle wurden der Chronologie ihrer
Entdeckung folgend nummeriert. In den meisten Geweben von Sdugetieren existieren zwei B-

Thymosine, wobei T34 mit ca. 80% den deutlich hoheren Anteil hat’®.

1.5.2 Die Funktion von Thymosin-4 im Zytosol

TB4 bindet an intrazelluldres, monomeres G-Aktin, wobei insbesondere die ersten 7 der 43
vorhandenen Aminoséduren fiir die Inhibition der Polymerisation von Aktin wichtig und die
Aminosduren 13 — 23 fiir die Bindung an G-Aktin unverzichtbar sind’®. Alleine das
Austauschen der ersten Aminosdure am N-Terminus von Serin zu Alanin
(kaninchenspezifisches TB4*®) hat eine 3-5-fach erhohte Affinitit zu G-Aktin zur Folge”,
wobei das exklusive Vorkommen noch nicht erkliart ist. T84 ist durch Sequestrierung von G-
Aktin an der intrazelluldren Signalkaskade beteiligt: Indem es freies G-Aktin mit der
Aktinbindedomine bindet, wird eine Polymerisation zu filamentdsem F-Aktin verhindert®.
Es konnte gezeigt werden, dass in vitro unter ionischen Bedingungen tiber 90% des freien G-
Aktins unverziiglich zu F-Aktin polymerisieren wiirden®', so dass diese Sequesterfunktion des
TB4 wichtig fiir das intrazelluldre Gleichgewicht zwischen G- und F-Aktin ist und auch die
schnelle Reaktionsféhigkeit der Zelle gewéhrleistet, indem das gebundene G-Aktin bei Bedarf

g . . 182-84
rasch zur Polymerisation freigegeben wird

. Ferner kann TB4 F-Aktin depolymerisieren.
So konnte gezeigt werden, dass Aktin aus dem Sputum von Patienten mit Zystischer Fibrose
von TB4 dosisabhiingig und zeitabhingig depolymerisiert wurde®. TB4 reguliert dariiber
hinaus die Aktivitit des ,,Myocardin-related-transcription-factor (MRTF): MRTF-A und
MRTEF-B konkurrieren im Zytosol mit TB4 um freies G-Aktin. Steigt der MRTF-Spiegel im
Zytosol an, zum Beispiel weil es von TB4 aus der Bindung zu G-Aktin verdrangt wurde, so
gelangt MRTF in den Zellkern und aktiviert dort den ,.Serum-response-factor* (SRF)*®. Dies
hat eine ganze Reihe von Auswirkungen iiber Neuanordnung des Zytoskelettes®’

Zellbeweglichkeit™, Muskelwachstum und Regeneration®” bis hin zu Angiogenese und

Maturation von kleinen Gefiiien”” (siche auch Kapitel 1.5.4).

1.5.3 Thymosin-B4 und Antiinflammation

Der modulierende Effekt von T84 auf inflammatorische Reaktionen konnte in zahlreichen
experimentellen Studien nachgewiesen werden. So wurde gezeigt, dass TB4-Spiegel in
Thrombozyten und polymorphonukleédren neutrophilen Leukozyten (PMN) am héchsten sind;
beide Zelltypen gehdren zu den ersten, die in frische Wunden einwandern und dort ihre
Wirkstoffe verbreiten®’. Bei Hautwunden wird die Reepithelisierung und der Wundverschluss

durch TB4 beschleunigt, zudem wird eine gesteigerte Einwanderung von Keratinozyten in das
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Wundareal bewirkt’'. In einem kornealen Wundheilungsassay konnte nach lokaler
Applikation von TB4 neben der beschleunigten Reepithelisierung ein modulierender Effekt
auf Zytokine, darunter Interleukin 18 (IL-18) und Interleukin 18 (IL-18) nachgewiesen
werden’”. Nach schwerwiegenderer Augenverletzung durch induzierten Alkalischaden
bewirkte T4 eine Reduktion an IL-18 und von chemokine macrophage inflammatory protein

123, An humanen kornealen

(MIP)-1a, -1B, 2 und monocyte chemoattractant protein (MCP)-
Epithelzellen, welche mit TNF-a stimuliert wurden, konnte durch TB4 der NF«B-
Proteinspiegel, die NFxB-Aktivitit und die Phosphorylierung der Untereinheit p65 signifikant

herunterreguliert werden”*.

Es konnte gezeigt werden, dass diese Wirkweise Aktin-
unabhingig funktioniert’””. Bei Lipopolysaccharid (LPS)-induzierten Sepsismodellen wie auch
bei Sepsispatienten waren TB4-Spiegel deutlich erniedrigt; durch exogene TB4-Gabe konnte
im murinen Sepsismodell die Mortalitdtsrate gesenkt werden, zudem sanken die Blutspiegel
von Zytokinen, Eikosanoiden und anderen inflammatorischen Molekiilen”®. Es ist bekannt,
dass G-Aktin bei Entziindungsreaktionen und Apoptose freigesetzt wird, welches dann zu F-
Aktin polymerisiert und die Entziindungsreaktion fordert”’. Der positive Einfluss auf
Sepsispatienten kann durch die G-Aktin-sequestrierende Wirkung von TB4 erklart werden;
hierdurch wird der entziindungsfordernde Effekt von Aktin begrenzt und der Toxizitdt

entgegengewirkt’®. Auch im Herzinfarktmodell konnte ein kardioprotektiver Effekt bei

lokaler EPC-Anwendung zumindest teilweise auf TB4 zuriickgefiihrt werden”.

1.5.4 Thymosin-4 in Angiogenese und Arteriogenese

TB4 stimuliert auf verschiedene Arten die Angiogenese, dieses Feld ist auch derzeit noch
Gegenstand intensiver Forschung. Die ersten Hinweise auf eine proangiogenetische Wirkung
von TB4 wurden 1995 mit Matrigel-Assays erzielt”. Einige Jahre spiter wurde die Wirkung
von exogenem TB4 auf Endothelzellen in einem koronaren Angiogen-essay beschrieben:
Dieses fithrt zu vermehrter ,,tube formation* und gesteigerter vaskuldrer Aussprossung, so
dass man nun TB4 eine autokrine und eine parakrine Wirkweise in der Angiogenese zuordnen

100

konnte ™. Im Jahr 2003 wurde nachgewiesen dass die sieben Aminoséduren umfassende

101 .
, doch weitere

Aktinbindungsdoméne des TB4 essentiell fiir die angiogene Wirkung ist
Studien erhirten die Vermutung, dass auch andere Aktin-unabhéngige Wirkweisen eine Rolle
spielen'””. So konnte gezeigt werden, dass TB4 indirekt iiber Stabilisierung des Proteins HIF-
la die Expression von VEGF, einem starken proangiogenetischen Faktor, induziert'”. Die
Arbeitsgruppe um Paul Riley konnte 2006 zeigen, dass TB4 durch Stimulation von

Endothelzellen an Angiogenese und durch Attraktion von glatten Muskelzellen an Maturation

und Arteriogenese beteiligt ist. In diesem Zusammenhang ist es fiir die embryonale
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Entwicklung von murinen Koronargefilen von essentieller Bedeutung; ein angeborener
Mangel an TB4 fiihrt schon in der Embryonalzeit zu schweren Herzfehlern und zum Tod'*.
Es ist bekannt, dass EPCs Angiogenese induzieren, sowohl in vitro als auch in vivo, z.B. im
ischdmischen Hinterlaufmodell'®'®®.  TB84 stimuliert die EPC-Migration iiber den
PI3K/Akt/eNOS-Signalweg'®. Schlieflich wurde anhand von human umbilical vein
endothelial cells (HUVECs) gezeigt, dass durch T4 vermehrt Notchl und Notch4 exprimiert
werden und somit die angiogene Wirkung auch iiber den Notch-Signalweg vermittelt wird'®”.
Der Einfluss von T34 auf die Maturation von Gefden durch Synergie mit dem ,,transforming
growth factor-beta* (TGF-B)-Signalweg wurde durch die Arbeitsgruppe um Paul Riley
aufgezeigt'®. Vorarbeiten der eigenen Arbeitsgruppe haben einen TB4-MRTF-SRF-CCN-
Signalweg aufgezeigt: T4 setzt im Zytosol durch Bindung an G-Aktin MRTF frei, dieses
wandert anschlieBend in den Zellkern und aktiviert dort SRF. Daraufhin werden CCN1 und
CCN2 exprimiert”, zwei Gene die iiber Angiogenese und Perizyten-Anlagerung an der

Entstehung von kleinen GefiBen beteiligt sind'*'"°.

1.6 Das Angiopoietin/Tie-Rezeptor-System

1.6.1 Allgemein
Das Angiopoietin/Tie2-Rezeptor-System spielt eine zentrale Rolle in der Regulation von

Endothelzellen'!"!'!?

. Die Familie der Angiopoietine umfasst Angiopoietin-1 (Angl) bis
Angiopoietin-4, wobei Angl und Ang2 bisher am besten untersucht sind. Angl und Ang2
sind partiell-antagonistische Liganden, welche an die extrazellulire Domine des Tie2-
Rezeptors binden, einer Tyrosinkinase, die fast nur von Endothelzellen exprimiert wird''>"''*.
Angl induziert die Autophosphorylierung von Tie2; die dadurch aktivierte PI 3-Kinase
bewirkt die Phosphorylierung und Aktivierung von Akt. Akt kontrolliert das ruhende
Endothel und fordert Endothelzell-Uberleben. Durch Phosphorylierung wird FKHR-1
inaktiviert und dadurch die Ang2-Expression blockiert. Phosphoryliertes Tie2 reagiert auch
mit ABIN-2 und blockiert die NFkB-Aktivitit. So werden inflammatorische Molekiile
unterdriickt. Die Folge sind stabilisierte GefiBBwénde, ruhendes Endothel und verbessertes

Endothelzell-Uberleben. Ang2 wirkt partiell antagonistisch am Tie2-Rezeptor und bewirkt
eine Aktivierung der Endothelzellen und Destabilisierung der GefiBwinde'"® (Siche Abb. 3).
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Abb. 3: Angl und Ang?2 binden am Tie2-Rezeptor.
Ang 1 Ang 2
\Z Angl bewirkt iiber Autophosphorylierung von Tie2

verbessertes  Endothelzell-Uberleben.  Ang2  wirkt

antagonistisch am Tie2-Rezeptor und bewirkt eine

U Gefifiwandstabilisierung,  ruhendes  Endothel — und

Aktivierung der Endothelzellen und Destabilisierung der

E. Gefaﬁwand@. [Nach} ledle’ Mnd AuguSl‘ln, 200;]

Stabilisierung, Uberleben Destabilisierung,
und Ruhen der Zellen Aktivierung der Zellen

1.6.2 Angiopoietin 1

Angl wird neben glatten Muskelzellen und Fibroblasten auch von Perizyten gebildet und

111,116

sezerniert und wirkt sowohl am Tie2- als auch indirekt am Tiel-Rezeptor, wobei die

Rolle von Tiel in diesem Zusammenhang noch nicht abschlieend geklért ist; man vermutet

117,118

jedoch eine rein inflammatorische Funktion . Angl bewirkt eine Gefdlreifung und

119

Stabilisierung der Endothelzellen' . Zudem verhindert es in verschiedenen in-vivo-Modellen

eine gesteigerte, durch VEGF und andere Entziindungsmediatoren induzierte vaskuldre

120 Auch bei akutem Stress auf die Endothelzellen stabilisiert es die Gefillwand,

Permeabilitit
indem es eine Endothelreaktion und damit eine Ang2-Freisetzung unterdriickt'*'. Die
Stabilisierung der vaskuldren Permeabilitdit wird erreicht, indem Angl verschiedene
Schliisselfunktionen der endothelialen Barrierefunktion moduliert: Zum einen reguliert es die
Konzentration von Haftungsproteinen, in erster Linie vascular endothelial (VE)-cadherin an
den zwischenendothelialen Junktionen, indem es die VEGF-induzierte VE-cadherin-

Endozytose blockiert'*

, zum anderen stabilisiert es das kortikale Aktin-Zytoskelett durch
Aktivierung von Racl, welches wiederum die Endothelzellstabilitit fordert'>. Weitere
Mechanismen beinhalten Protein-Kinase C (PKC), endotheliale-NO-Synthase (eNOS) und B-
Catenin sowie PDGF-B'*'?°.  Angl wirkt dariiber hinaus antiapoptotisch und
antiinflammatorisch'®’, u.a. indem es durch den Akt- und ABIN-2-Signalweg die NFkB-

Aktivitit unterdriickt'?®. Siehe auch Abb. 3.
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1.6.3 Angiopoietin 2

Ang2 wird in Weibel-Palade-K&rpern der Endothelzellen gespeichert. Es ist in ruhendem
Endothel im Zytosol kaum nachzuweisen'”, wird aber bei Triggern wie Entziindung,
Hypoxie, VEGF, FGF-2 und TNF schnell freigesetzt'**'*!. Seine autokrine Wirkweise an
Endothelzellen'*? ist antagonistisch zu Angl, indem es an der gleichen Stelle von Tie2 bindet
und dessen Phosphorylierung verhindert. Es wirkt am Tie2-Rezeptor schwicher als Angl''?,
was der jeweiligen Funktion entgegenkommt: Angl bewirkt als Dauerstimulans an Tie2 eine
dichte GefidBwand mit ruhenden Endothelzellen; Ang2 wirkt als dynamischer Gegenspieler,
der bei Stressreizen in hohen Spiegeln vorhanden ist. Bei Ausschiittung von Ang2 kommt es
zu einer erhohten Permeabilitit der GefdBwand, zum einen durch Destabilisierung der
Endothelzell-Verbindungen und Ablosung der Endothelzellen von der Basalmembran, zum

. . : 133-1
anderen durch ein Loslosen der Perizyten'"'.

Die Wirkung von Ang2 ist
umgebungsabhingig: In Gegenwart von VEGF wirkt es proangiogenetisch, z.B. sind Ang2-
Spiegel in den Tip Cells neu sprieBender Gefifie stark erhoht'*®, in Abwesenheit von VEGF
fiilhrt es dagegen zu einer Riickbildung der GefiBe''™"”’. Ang2 wirkt selbst
proinflammatorisch, so entwickelten Ang2-defiziente Maiuse mit Peritonitis keine
entziindliche Antwortreaktion, am ehesten durch einen Verlust der TNF-a-Sensitivitidt der
Endothelzellen bedingt'*®. In Ang2-transgenen Miusen war bei Hinterlaufischimie die
Revaskularisierung und Perfusion deutlich eingeschrankt, wu.a. durch reduzierte
Kollateralenbildung und geringere Anlagerung von glatten Muskelzellen an die
GefiBwinde'*’. Die eigene Arbeitsgruppe konnte an einem murinen Hinterlaufischimie-
Modell zeigen, dass bei kontinuierlicher Angl- und auf die Tage nach Ischdmie begrenzter
Ang2-Uberexpression die Durchblutung deutlich zunahm, gekoppelt mit einer vermehrten
Kapillardichte und GefédBreifung, ein Ergebnis, das weder durch Angl noch Ang2 alleine

erzielt werden konnte'*°.

1.7 Stickstoffmonoxid (NO) und Arteriogenese

Endothelzellen produzieren iiber die endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS)

Stickstoffmonoxid (NO) aus der Aminosiure L-Arginin'"'

Faktoren wie VEGF, TGF-B oder basic fibroblast growth factor (bFGF) stimuliert werden'**
145

, wenn sie durch angiogene

Es gibt drei verschiedene NO-Synthasen: Die endothelspezifische eNOS, die
Makrophagen-spezifische iNOS und die neuronenspezifische nNOS. NO wirkt an Blutgefif3en
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durch eine Erhohung des Cyclischen Guanosinmonophosphat (cGMP)-Spiegels
antagonisierend auf vasokonstriktorische Faktoren, allen voran das sympathische
Nervensystem, und bewirkt somit eine Vasodilatation'*®. Die Forschungsgruppe um
Matsunaga konnte im Jahr 2000 durch Inhibitionsversuche nachweisen, dass der NOS-
pathway unter Beteiligung von NO ein essentieller Bestandteil der Angiogenese und
Arteriogenese ist'*"'**. Ebong et al. konnten kiirzlich zeigen, dass durch Schubspannung
induzierte eNOS-Phosphorylierung in zentraler Weise von Glypican-1 (GPC1) reguliert wird,
einem Kernprotein von Heparansulfat, welches als Bestandteil der endothelialen Zellwand

149

wiederum fiir die NO-Freisetzung essentiell ist . Bis heute ist nicht im Detail verstanden,

iiber welche molekularen Mechanismen NO auf Arteriogenese wirkt, jedoch ist ein Einfluss

auf Wachstumsfaktoren wie VEGF nachgewiesen'**'>°,

1.8 Fragestellung der vorliegenden Studie:

- Wirkt eine sequentielle TB4-Uberexpression #hnlich effizient auf Angiogenese und
Arteriogenese wie eine kontinuierliche Uberexpression.

- Welchen funktionellen Effekt hat die Koapplikation von T4 und Angiopoietin-2 auf
Angiogenese und Arteriogenese.

- Welchen funktionellen Effekt hat die anfangliche Applikation von Ang2, gefolgt von
einer Thymosin-4-Therapie auf Angiogenese und Arteriogenese.

- Ist das Kollateralenwachstum von der NO-Riickkopplung des Endstromgebietes
abhéngig.
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2  Material und Methoden

2.1 Produktion rekombinanter Adeno-assoziierter Viren
Um rekombinante AAV-Vektoren zu produzieren, die ein gewlinschtes Zielprotein codieren,
bedient man sich der Tripeltransfektionsmethode. Dabei werden drei Plasmide in einer Zelle

zusammengefiihrt:

1. Ein Plasmid mit den relevanten Informationen des Helfervirus
2. Ein Plasmid mit den benétigten AAV-Strukturen

3. Ein Plasmid mit dem Zielgen inklusive Promotor

2.1.1 Vorbereitung der Zellen fiir die Transfektion

Zuerst wurden HEK293-Zellen auf 50 Platten mit je 22,1 cm? gesplittet und dort bis zu einer
Konfluenz von 70-80% kultiviert. Das Medium wurde zwei Stunden vor der Transfektion
iiber einen Vakuumabzug mit einer 2 ml-Aspirationspipette abgesaugt und durch frisches
serumfreies Medium ersetzt. Die Transfektion der Zellen erfolgte anschlieBend mit

Polyethylenimin (PEI).
Das dazu benétigte Transfektionsgemisch wurde folgendermalien hergestellt:

Fiir 50 Platten wurden 40 ml serumfreies Medium in ein Falcon-Tube gefiillt. Dazu wurden

folgende Plasmide gegeben:

Transfektionsgemisch:

PA A F6, Adenovirus Helferplasmid, stellt die fiir die AAV-Herstellung bendtigten

adenoviralen Proteine zur Verfiigung 1300 pg
P 600 Transplasmid, enthélt die notwendigen rep und cap Gene des AAV 650 ng
Cisplasmid, stellt das Transgen und die ITR-Regionen 650 ug

Das Gemisch wurde gevortext und in vier Falcon-Tubes zu je 10 ml aufgeteilt. In jedes
Falcon-Tube wurden 15 ml serumfreies Medium pipettiert und anschlieBend gevortext.
Anschlieend wurden 1300 pl PEI (1ug/ul) pro Ansatz dazugegeben und erneut gevortext,

danach inkubierte das Gemisch 15 Minuten bei Raumtemperatur.

Bei der Transfektion wurden 2,1 ml des Transfektionsgemisches gleichméBig iiber die Platten
verteilt und diese dann vorsichtig geschwenkt. Vier Stunden nach Transfektion wurde das

serumfreie Medium durch Beigabe von DMEM mit 50% FCS und 1% Pen/Strep substituiert.
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2.1.2 Ernte und Aufreinigung der Viren

24 Stunden nach Transfektion wurde das Zellmedium gewechselt. Weitere 48 Stunden danach
konnten die Viren geerntet werden. Dazu wurde das Medium abgesaugt und die Zellen mit
einem Zellschaber gelost und in ein Falcon-Tube tiberfiihrt. Dies wurde anschlieBend fiir 15
Minuten bei 4.000 rpm und 4°C zentrifugiert, der Uberstand abgegossen und das Pellet iiber
Nacht bei -80°C eingefroren.

Die gefrorenen Zellen wurden bei der Aufreinigung der Viren zunichst fiir 10 Minuten bei
37°C aufgetaut. AnschlieBend wurde das Pellet in 27 ml TMN-Puffer suspendiert, auf ein
Endvolumen von 35 ml eingestellt und auf Eis gekiihlt. Danach folgte die Sonifizierung des
Zelllysates fiir dreimal je 30 Sekunden bei ,,output“ 5 und 30% im Eiswasserbad. Um freie
RNA und DNA abzubauen wurden 3 pl Benzonase (Endkonzentration: 25 U/ml)
hinzugegeben und das Lysat vorsichtig geschwenkt und anschlieBend fiir 20 Minuten bei
37°C inkubiert. In dieser Zeit wurde das Lysat alle 5 Minuten umgedreht. Hiernach wurde
zum Aufschluss der Zellen 1,25 ml 10% Desoxycholsdure hinzugegeben und das Lysat
vorsichtig invertiert. Darauthin inkubierte das Lysat 10 Minuten bei 37°C, gefolgt von 15
Minuten Lagerung auf Eis. Fiir die Reinigung wurde das Lysat anschlieend fiir 15 Minuten
bei 4°C und 4.000 rpm zentrifugiert und der Uberstand in ein neues, steriles Falcon-Tube
gefiillt. Die Aufreinigung der Viruspartikel gelang durch Ultrazentrifugation und
Dichtebestimmung {iber einen Casiumchloridgradienten. Dazu wurden pro Milliliter
Uberstand 0,454 g Cisiumchlorid (CsCl) beigegeben und vermischt, so dass das Endvolumen
ca. 32 — 34 ml betrug. Zur Herstellung eines 2-Tier-Céasiumchloridgradienten wurden je 9 ml
einer CsCIl-Losung mit einer Dichte von 1,41 p und 1,61 p in zwei SW-28 Tubes gefiillt.
Dabei wurde erst das weniger dichte Gemisch pipettiert und anschlieBend das dichtere
darunter pipettiert. Danach wurden je 16 — 17 ml des Zelllysates hinzugegeben, dabei wurde
darauf geachtet, dass der Gradient nicht zerstort wurde. Das Gemisch wurde nun mit 25.000
rpm bei 15°C iiber 18 — 20 Stunden ultrazentrifugiert. Hierdurch sanken die Viruspartikel
nach unten, wobei der Gradient so beschaffen war, dass die Dichte der Viruspartikel ungefahr
der durchschnittlichen Dichte des Gradienten entsprach. Nach der Zentrifugation wurde jeder

Ansatz in 1 ml Fraktionen in Eppendorfgefifie gegeben.

Aus jedem Eppendorfgefil wurden 5 pl entnommen und der Refraktionsindex mittels
Refraktometer bestimmt. Fraktionen, welche einen AAV enthalten, weisen einen
Refraktionsindex zwischen 1,362 — 1,373 auf. AulBerhalb dieses Zielindex® gelegene

Fraktionen wurden entsorgt. Im Zielbereich gelegene Fraktionen wurden vereinigt, in zwei
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70-Ti-quick-seal-R6hrchen gegeben und bei Bedarf mit 1,41 p CsCl aufgefiillt. Die R6hrchen
wurden anschlieBend mithilfe eines Heizstabes und einer Ose verschlossen und bei 60.000

rpm bei 15°C erneut fiir 20 — 24 Stunden ultrazentrifugiert.

Danach wurden die versiegelten Rohrchen mit einer 16G Nadel am oberen Ende angestochen,
jeweils 1 ml abgezogen und auf zwei Eppendorfgefile verteilt. AnschlieBend wurde das
Rohrchen mit einem Skalpell geffnet und vom restlichen Ansatz Fraktionen zu je 500 pl auf
Eppendorfgefiale verteilt. Davon wurde erneut der Refraktionsindex bestimmt und ebenfalls
nur Fraktionen im Zielindex weiterverwendet. Wieder wurde eine Ultrazentrifugation
durchgefiihrt und die Fraktionen danach nochmal in 500 pl Ansitze verteilt. Nun wurde der
Zielbereich des Refraktionsindexes auf 1,364 — 1,371 festgelegt. Fraktionen, die sich
auBerhalb dieses Zielbereichs befanden, wurden verworfen. Sich im Zielbereich befindende

Fraktionen wurden gemeinsam in ein Falcon-Tube gegeben.

2.1.3 Ldsung von Cisiumchlorid

Um das Céasiumchlorid zu entfernen, wurden Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter Units
verwendet. Diese wurden zundchst mit PBS benetzt, anschlieBend wurden 4-5 ml PBS
vorgelegt und das Virusgemisch in den Filter pipettiert. Das Endvolumen von ca. 12 ml wurde
bei 3.000 rpm bei Raumtemperatur fiir 15 Minuten zentrifugiert. Das entstandene Konzentrat
von ca. 2 ml wurde mit 12 ml PBS gewaschen und durch erneute Zentrifugation auf 2 ml

konzentriert.

2.1.4 Quantifizierung der Viruskonzentration durch quantitative Echtzeit-PCR
Der Virustiter wurde durch quantitative Echtzeit-PCR (rt-PCR) bestimmt. Dafiir wurde der
unbekannte Titer des rekombinanten AAV mit mehreren seriellen Verdiinnungen eines

Standards verglichen.

Fiir die Vorbereitung der rt-PCR wurden 10 pl der Viruslésung abgenommen und ein DNAse
Verdau durchgefiihrt. Dazu diente das DNAse Amplification Grade Kit wovon 4 ul DNAse,
10 ul DNAse Puffer und 76 pl H>O zur Viruslosung hinzupipettiert und 15 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert wurden. Anschliefend wurden 2 pul 25 mM EDTA hinzugegeben,
um die DNAse zu inaktivieren, gefolgt von 10 Minuten Inkubation bei 65°C. Danach wurde
das Gemisch auf Eis gestellt.

Die Proben wurden gemeinsam mit dem TagMan-Mix und einem Primer fiir das
virusspezifische Bgh-Gen in die PCR-Reaktionsgefif3e pipettiert. Von den AAV-Proben mit

unbekanntem Virustiter wurden 2 Verdiinnungen im Verhiltnis 1:100 und 1:1000 verwendet.
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Diese wurden mit einer Standardserie eines CMV-Vektor-Plasmids in ein PCR-
Reaktionsgefdl pipettiert. Die Standardserie bestand aus einer seriellen Verdiinnung iiber 4
Stufen auf einer logarithmischen Skala zwischen 0,001 — 1 ng Plasmid. Nach Durchfiihrung
einer quantitativen rt-PCR wurde mit den PCR-Kurven des Standards eine Standardkurve
erstellt. Anhand dieser konnte mithilfe der Zyklusnummer des untersuchten AAV dessen

Virustiter abgelesen werden.

2.1.5 Tet-Off-System
In einigen Gruppen (TB4-Tet, T84 + Ang2-Tet) wurde das Zielgen der AAV mit dem Tet-
Off-System kombiniert. Dieses ermdglicht ein gezieltes Abschalten der Genexpression durch

Tetrazyklin-Gabe (vgl. Kapitel 1.4.1).

Den Tieren wurde an Tag 0 entweder 5 x 10'2 AAV TB4-Tet injiziert oder gleichzeitig je 5 x
10 AAV TB4 und 5 x 10" AAV Ang2-Tet. Die Abschaltung der Gene durch
Doxycyclingabe p.o. erfolgte in der TB4-Tet-Gruppe intermittierend ab Tag 9 fiir jeweils 5
Tage mit 2 Tagen Unterbrechung (keine Doxycyclingabe) und in der TB4 + Ang2-tet-Gruppe
kontinuierlich ab Tag 13.

2.2 Tiermodell

Das Tierversuchsprotokoll wurde entsprechend den Richtlinien der ,,Guide for the Care and
Use of Laboratory Animals® (US National Institutes of Health: NIH Publication No. 85-23,
revised 1985) erstellt und vom bayerischen Tierschutz- und -gebrauchskomitee genehmigt
(Tierversuchsnummer: 55.2-1-54-2531-106-10). Die Tierversuche fanden im Walter-Brendel-
Zentrum fiir Experimentelle Medizin statt.

In den Versuchen wurden weibliche Kaninchen der Rasse New Zealand White (Charles River
GmbH) mit 2,5 + 0,5 kg Korpergewicht verwendet. Das Kaninchenmodell ist in unserer
Arbeitsgruppe schon seit Jahren erfolgreich etabliert, um chronische Ischdmien zu

simulieren'®"!,
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2.2.1 Uberblick

Tag 0 Tag 7 Tag 35

Exzision der rechten Angiographie Angiographie

A. femoralis

Injektion v. fluoreszierenden

Injektion v. fluoreszierenden Mikrosphéren

Mikrospharen

Versuchsende,
Sichern von Muskelproben fur
Histologie und Mikrospharen-

o , ] Aufbereitung
Abb. 4: Zeitlicher Ablauf des Tierversuchs

An Tag 0 wurde die Ischdmie durch Exzision der rechten A. femoralis induziert sowie die
rAAVs intramuskuldr in den rechten Unterschenkel injiziert. An Tag 7 wurden eine
Angiographie des rechten und linken Beins, sowie eine Mikrospharenmessung durchgefiihrt.
An Tag 35 wurden Angiographie und Mikrospharenmessung wiederholt, anschlieBend wurde

das Tier fiir die Entnahme von Histologieproben getotet.

Versuchsgruppe Therapie Anzahl

Kontrolle i.m. Injektion von 1 ml NaCl 0,9% an Tag 0 n==6

i.m. Injektion von 5x10'> AAV 2.9 TB4 Tet an Tag 0 + Doxycyclin p.o. ab

Th4 Tet Tag 9 fiir jeweils 5 Tage mit 2 Tagen Pause im Intervall n=>5
TB4 + L-NAME i.m. Injektion von 5x10'> AAV 2.9 TB4 an Tag 0 + L-NAME p.o. ab Tag 7 n=4
Ang2 i.m. Injektion von 5x10'> AAV 2.9 Ang2 an Tag 0 n=4
i.m. Injektion von 5x10'> AAV 2.9 TB4 an Tag 0 + im. Injektion von
T84+ Ang2 5x10"2AAV 2.9 Ang2 an Tag 0
X .9 Ang2 an Tag n=4
i.m. Injektion von 5x10'> AAV 2.9 TB4 an Tag 0 + i.m. Injektion von 5x10"
TR4 + Ang2 Tet .
AAV 2.9 Ang2-Tet an Tag 0 + Doxycyclin p.o. ab Tag 13 n=5

Tabelle 3: Ubersicht der Versuchsgruppen
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2.2.2 Aniisthesie

Die Einleitung erfolgte intramuskulir mit einer Mischung aus 2 ml Ketamin-Inresa®
(Ketaminhydrochlorid, Inresa GmbH), 1 ml Rompun® (Xylazinhydrochlorid, Bayer Vital
GmbH), 0,03 ml Atropinsulfat (B. Braun Melsungen AG). Das schlafende Tier wurde
anschliefend in den OP gebracht, wo ein vendser Zugang mit einem 24G-PVK (BD Neoflon,
24G*0,75%, Becton-Dickinson GmbH) am rechten Ohr gelegt wurde. Durch diesen lief
wéhrend der Operation eine TIVA (Total intravendse Anésthesie) mit 8 ml Ketamin-Inresa®,
5 ml Rompun®, 43 ml NaCl 0,9% (B. Braun Melsungen AG) bei einer Geschwindigkeit von
13 = 1 ml/h iiber einen Perfusor (Perfusor secura, B. Braun Melsungen AG). Herzfrequenz

und Atmung wurden im Laufe der OP regelmaBig kontrolliert.

2.2.3 Induktion der Ischimie

Nach erfolgter Einleitung wurde das Tier gelagert, die Augen zum Schutz vor Austrocknung
mit einer feuchten Binde verbunden, die Schenkel-Innenseite des rechten Beins rasiert und
griindlich desinfiziert. Anschlieend wurde mit dem Skalpell (No. 22, Feather Safety Razor
Co. LTD., Japan) ein Hautschnitt von proximal des Lig. inguinale entlang der
Adduktorenloge bis ca. 3 cm unterhalb des Kniegelenks gesetzt. Nach stumpfer Freilegung
der A. femoralis superior und ihrer Abgénge wurde diese vorsichtig von der V. femoralis
superior und dem eng anliegenden, stellenweise auch kreuzenden N. ischiadicus getrennt.
Anschlieend wurden die Ligaturen 1-5 wie in Abb. 5 gezeigt der A. femoralis und ihren
Abgingen unterlegt und die Gefdlle anschlieBend mit 4,0 Seide (Perma Hand Seide, Ehicon,
Norderstedt) ligiert. Dann priparierte man am kaudalen Drittel des Oberschenkels stumpf in
die Muskelloge, bis man auf die A. femoralis stieB und die Ligaturen 6-8 wie in der
Abbildung setzte. Zuletzt wurde die A. femoralis auf Hohe des Kniespalts aufgesucht, stumpf
von den begleitenden Venen getrennt und ebenfalls ligiert. Die A. femoralis wurde nun
proximal der Ligatur Nr. 9 mit einer Klemme fixiert, und sowohl zwischen Klemme und
Ligatur Nr. 9 als auch distal der Ligatur Nr. 8 durchgeschnitten. Das abgetrennte Arterien-
stiick wurde unter gleichméfBigen Dreh- und Zugbewegungen aus dem Bindegewebe gezogen.
Dann wurde die Klemme proximal der Ligatur Nr. 6 angelegt, die Arterie sowohl zwischen
Klemme und Ligatur, als auch proximal der Ligatur Nr. 5 durchgeschnitten und das

abgetrennte Teilstiick auf die gleiche Art entfernt.
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A. femoralis

Ligatur 4
Lig. inguinale
Ligatur 2

Ligatur 3

Ligatur 7

Ligatur 1
Ligatur 6 Ligatur 5
Ligatur 8
V. femoralis

Ligatur 9

3 Arterielle Teilstiicke,

welche exzidiert werden

Abb. 5: Schematischer Uberblick iiber die A. femoralis und die Ligaturstellen

Nach Ausschluss einer Blutung und griindlicher Spiilung mit NaCl 0,9% wurde die Wunde
mit einer Hautnaht verschlossen (Supolene DS40, 3.5 metric, Resorba GmbH). Das Tier
erhielt eine Single-shot-Antibiose mit 1,5 mg Gentamicin (Gencin®,  DeltaSelect,
Deutschland) im linken Oberschenkel, um postoperativen Entziindungen vorzubeugen.
Danach wurde die OP-Narbe mit Braunol (Povidon-lod, B. Braun, Melsungen AG)
desinfiziert und das operierte Bein mit einem Mullverband verbunden, fiir besseren Halt auch
um den Rumpf des Kaninchens herum. Der Mullverband wurde noch mit Heftpflaster
(Leukoplast Hospital 5 cm x 9,2 m, SSN medical, Deutschland) fixiert, wobei das Bein
nicht zirkuldr sondern lings umklebt und am Rumpf geniigend Platz fiir eine entspannte
Bauchatmung gelassen wurde. Das wiederverwendbare OP-Besteck wurde im Autoklaven

sterilisiert.

Das Tier wurde zuriick in seinen Stall gebracht und erhielt postoperativ fiir 3 Tage eine
Analgesie mit Tramadol® 62,5 mg/d (Tramadolhydrochlorid, Griinenthal GmbH), welches

dem Trinkwasser beigemischt wurde.
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2.2.4 Therapie

Nachdem an Tag 0 das rechte Bein verndht worden war und bevor der Verband angelegt
wurde, wurden 5x10'2 AAV (TB4, Ang2 oder beides) mit NaCl 0,9% auf 1 ml verdiinnt und
intramuskuldr an 10 unterschiedlichen Stellen in den rechten Unterschenkel injiziert. Fiir den
LacZ-Nachweis wurden dem entsprechenden Kontrolltier an Tag 0 5x10'? LacZ-AAV an
zehn Stellen in den linken Unterschenkel injiziert. Tieren der Kontrollgruppe wurde an Tag 0
I ml NaCl 0,9% an zehn Stellen in den rechten Unterschenkel injiziert. Fiir die
Intervalltherapie mit TR4-tet (ab Tag 7: zwei Tage Uberexpression, anschlieBend fiinf Tage
Suppression im Wechsel) wurde den Tieren in der Zeit des therapiefreien Intervalls 100 mg
Doxycyclin pro 0,7 Liter Trinkwasser beigemischt. Das Trinkwasser wurde téglich
gewechselt. Die T4 + Ang2-tet + Doxy-Gruppe bekam ab Tag 13 100ml Doxycyclin pro 0,7

Liter Trinkwasser beigemischt.

2.2.5 Mikrosphiren-Messung

An Tag 7 und Tag 35 wurden den Kaninchen 3 ml fluoreszierende Mikrosphiren
(,,FluoSpheres*, 1,0x10%/ml, Invitrogen, Molecular Probes, USA) iiber einen Katheter in den
linken Ventrikel injiziert, um spéter in der Auswertung die Durchblutung verschiedener

Gewebe zum gleichen Zeitpunkt vergleichen zu kénnen.
Die Anésthesie war identisch zu der in Kapitel 2.2.2 beschriebenen von Tag 0.

Zusitzlich zur TIVA iiber das rechte Ohr hatten die Kaninchen einen arteriellen Zugang iiber
einen 22G-PVK am linken Ohr, durch welchen wihrend der Mikrosphiaren-Messung Blut als
Referenzwert abgenommen wurde. Nach griindlicher Rasur und Desinfektion des Halses
wurde ein ca. 3 cm grofBer Hautschnitt mit einer Schere {iber der A. carotis communis gesetzt
(an Tag 7 erfolgte dieser rechts, an Tag 35 links) und stumpf die A. carotis communis in der
Muskelloge auf ca. 2,5 cm freiprépariert. Diese wurde auf der kranialen Seite ligiert und leicht
unter Zug gesetzt, kaudal nur lose mit einer zweiten Ligatur umschlungen und zur
Unterbrechung des Blutflusses etwas angehoben. Die blutleere Arterie wurde mit einer
Mikro-Federschere angeschnitten und eine Schleuse (Radifocus Introducer II, 4F, Terumo
Europe N.V., Belgien) mit Mandrin und Fiithrungsdraht ca. 4 cm tief eingefiihrt. Durch die
kaudale Ligatur wurde die Arterie mit der Schleuse fixiert; die Ligaturenden wurden peripher
an der Schleuse verknotet und diese mittels einer Klemme an der Augenbinde fixiert.
AnschlieBend wurde der Fithrungsdraht aus der Schleuse entfernt und ein 4F-Katheter (Cordis
Corp., USA) mit Fithrungsdraht (Gré8e 0,014%, Cordis Corp.) unter Rontgenkontrolle eines

C-Bogens (Exposcop 800, Fa. Ziehm, Deutschland) in den linken Ventrikel vorgeschoben.
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Zur Vermeidung von Herzspasmen wurde darauf geachtet, dass die Katheterspitze frei im
Ventrikel schwamm und in der Diastole nicht einer Ventrikelwand anlag. Zudem wurden zur
Vermeidung von Thromben Katheterdridhte und Katheter mit Heparin-Natrium (500 LE./ml,

B. Braun Melsungen AG) benetzt und gespiilt

Die Pumpe (Abzugsgerit der Firma Harvard Apparatus, USA), mit welcher die
gleichmifBige Blutentnahme zur Referenzmessung der fluoreszierenden Mikrosphéren
durchgefiihrt wurde, wurde mit einer 50 ml Perfusorspritze bestiickt. Die Spritze wiederum
wurde mit 3 ml Natriumcitrat-Losung 3,13% (Fa. Eifelfango, Deutschland) aufgezogen und
mit einer Heidelberger Infusionsverldngerung verbunden. Die Natriumcitrat-Losung wurde
bis an die Spitze der Infusionsverlangerung gedriickt, um eine spétere Blutgerinnung darin zu
vermeiden. AnschlieBend wurde die Infusionsverldngerung mit der 22G-PVK am linken Ohr
verbunden und fiir wenige Sekunden der gleichméBige Blutfluss bei eingeschalteter Pumpe

sichergestellt.

Unterdessen wurden die fluoreszierenden Mikrosphéren fiir die Anwendung vorbereitet durch
3 Min vortexen, 5 Min im Ultraschallbad und nochmal 3 Min vortexen. 3 ml der
fluoreszierenden Mikrosphiaren wurden in eine 5 ml Spritze aufgezogen. Nun wurden die
Mikrosphéren gleichméBig tiber 2 Min verteilt durch den Katheter in den linken Ventrikel
appliziert. Parallel dazu wurden iiber 3 Min 6,18 ml Blut mit der Harvard-Pumpe abgezogen
(Zugvolumen 2,06 ml/min). Nach Beendigung der Mikrosphédren-Applikation wurde der
Katheter entfernt und erneut mit Heparin-Natrium-Losung durchgespiilt. Die Perfusor-Spritze
wurde nach Ablauf der 3 Minuten ziigig aus der Pumpe entfernt und das dort gesammelte Blut
durch das in Kapitel 2.5 vorgestellte Filtersystem abgesaugt, um die fluoreszierenden
Mikrosphéren im Filter zu sammeln. Der Filter wurde anschlieend lichtgeschiitzt bei 4°C bis

zur Auswertung stehend aufbewahrt.

2.2.6 Angiographie

Fiihrungsdraht und Katheter wurden unter Rontgenkontrolle iiber die Aorta descendens in die
rechte A. iliaca eingefiihrt. Nach Zuriickziehen des Fiithrungsdrahtes, Fixierung der Beine und
Positionierung des C-Bogens wurde die Aufnahme-Funktion (CINE) des C-Bogens gestartet.
Nach ziigiger Gabe von 0,5 ml Adrekar® (Sanofi-Aventis GmbH) und kurzem Nachspiilen des
Katheters mit 0,9% NaCl-Lésung wurde unter Durchleuchtung so lange lopamidol (Solutrast
370, Bracco Imaging GmbH) gespritzt, bis es den Kniespalt erreichte (in der Regel 2-4 ml).
Der Aufnahmemodus des C-Bogens wurde beendet und der Katheter mit 0,9% NaCl

nachgespiilt. Der Vorgang wurde am linken Bein wiederholt. Darauthin wurden Katheter und
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Schleuse gezogen, die kaudale Ligatur der A. carotis verknotet und die Wunde gesdubert. Sie
wurde anschlieBend verndht und die Narbe mit Braunol® desinfiziert. Die TIVA wurde

beendet und das Tier wieder in den Stall gebracht.

2.2.7 Versuchsende

An Tag 35 wurde oben beschriebene Prozedur wiederholt, jedoch diente als Zugang die A.
carotis sinistra. Fiir die Mikrosphdren wurde eine andere Farbe gewihlt als an Tag 7, um in
der Auswertung die beiden Tage vergleichen zu konnen. Nach Abschluss der Angiographien
wurde der Katheter mit Fithrungsdraht erneut unter Rontgenkontrolle in den linken Ventrikel
gefithrt. Das noch anédsthesierte Tier wurde durch Injektion von 10 ml geséttigter
Kaliumchloridlésung in den linken Ventrikel getdtet. AnschlieBend wurden beidseits
Muskelproben fiir Histologie, Mikrosphdren-Messung und PCR aus M. tibialis anterior (TA),
M. fibularis (FIB), M. gastrocnemius (GC), M. adduktor magnus (AD), M. vastus medialis
(VM) entnommen sowie Proben aus Herz, Lunge, Milz, Leber und beiden Nieren. Die PCR-
Proben wurden mit RNA-Later® in 1,5 ml EppendorfgefaBen (Eppendorf AG) verschlossen
und in flussigem Stickstoff schockgefroren. Die ca. 2 cm groBen Histologie-Proben wurden
in Plastik-Kastchen verschlossen und anschlieBend in einem Stahlbehélter in 2-Methylbuthan
(Carl Roth GmbH & Co. KGQG) eingelegt. Der Stahlbehilter wurde daraufhin ebenfalls in
flissigen Stickstoff gestellt. Dadurch wurde das Gewebe der Histologie-Proben unter
Verdringung des Wassers aus den Zellen gefroren, was der Qualitdt der spiteren
histologischen Aufarbeitung zugutekam. Die Gewebeproben fiir PCR und histologische
Aufarbeitung wurden auf Trockeneis zu einem Eisschrank gebracht und dort bei -80°C
aufbewahrt. Die Gewebeproben fiir die Mikrosphiaren-Messung wurden lichtgeschiitzt in 50-
ml Falcon-Tubes (TPP AG, Schweiz) in 5%-Formalin-Lésung (Carl Roth GmbH & Co. KG)

bei Raumtemperatur konserviert.

2.3 Kollateralenwachstum

Die Messung des Kollateralenwachstums wurde auf Basis des von Asarah et al. und
Witzenbichler et al.">*'>* beschriebenen Verfahrens eingesetzt: Es wurde ein Bild aus der
Angiographie ausgewdhlt, in welchem alle Gefille vom Leistenband bis zum Kniegelenk mit
Kontrastmittel gefiillt waren. Uber dieses wurde in Power Point (Microsoft, USA) ein
standardisiertes Gitter gelegt, welches das Areal zwischen Leistenband und Kniegelenk
abdeckte. Nun wurden alle Schnittpunkte dieses Gitters und der sichtbar mit Kontrastmittel

gefiillten GefdBle gezdhlt. Diese Werte wurden fiir das rechte und das linke Bein gemessen,
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sowohl an Tag 7 als auch an Tag 35. Die Anderung der Anzahl an Schnittpunkten von Tag 7

zu Tag 35 wurde in Prozent des Wertes von Tag 7 angegeben.

Angiographie Tag 7 Angiographie Tag 35

) "‘

Abb. 6: Kollateralenzihlung an Tag 7 und Tag 35. In Power Point wird ein standardisiertes Gitter iiber das Bild
gelegt und alle Schnittpunkte dieses Gitters mit den Kollateralen markiert und gezdhlt.

2.4 Blutflussgeschwindigkeit

Um den Blutfluss in den Kollateralen zu messen, wurden die Bilder der Cinedensometrie nach
Gibson et al. und Dorsaz et al."”*'> ausgewertet: Es wurde die Anzahl der Bilder gezihlt, die
es brauchte, bis das Kontrastmittel von der Katheterspitze am Leistenband den Kniespalt
erreichte. Diese Werte wurden fiir das rechte und linke Bein erhoben, sowohl an Tag 7 als
auch an Tag 35. Bei konstanter Injektionsgeschwindigkeit und Aufnahmerate (25 Bilder pro
Sekunde) wurde die Flussgeschwindigkeit anhand des linken, nicht-ischdmischen Beines fiir
jedes Tier normiert und die Werte des rechten, ischdmischen Beines ins Verhiltnis dazu
gesetzt. Die Geschwindigkeitsdnderung von Tag 7 zu Tag 35 wurde in Prozent von Tag 7

angegeben (nach Lebherz et al.)'.

2.5 Blutflussmessung durch Mikrosphéren

Als Goldstandard zur Bestimmung des regionalen Blutflusses gilt heute die in-vivo-
Applikation von fluoreszierenden Mikrosphédren. Mikrosphéren sind mit Fluoreszenzfarbstoff
beschichtete Polyethylen-Kiigelchen, die mit 15,4 um Durchmesser zu grofl sind, um
Kapillaren (Durchmesser ~5-10 pm) zu passieren. Diese Eigenschaft machten wir uns
zunutze, indem wir, wie in Kapitel 2.2.5 beschrieben, 3 ml Mikrosphéiren in den linken
Ventrikel applizierten und diese so in den groflen Kreislauf gelangten. Durch Injektion von
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unterschiedlichen Farben an Tag 7 und 35 war es moglich, mittels Fluoreszenz-
intensitidtsmessung beider Farben ein genaues Bild des regionalen Blutflusses zum jeweiligen
Zeitpunkt der Applikation zu bekommen. Die Aufbereitung der Mikrosphdren wurde
abgewandelt vom Verfahren von Raab et al.">” durchgefiihrt:

Abb. 7: Das Filtersystem SPU (= Sample Processing Unit) aus Raab et al.”’:

B hat am Boden einen Filter mit einer Porengrdfie von 7 um und einem Durchmesser von knapp 2,5 cm.
B passt genau in C, welches oben mit dem Schraubdeckel A verschlossen wird. D und E werden von
unten auf C aufgesteckt

Es wurden die Heizblocke (Fa.  Perkin-Elmer, Deutschland) vorbereitet, in deren
Stahlzylindern exakt passende Mikrosphiren-Filter (SEFAR AG, Schweiz) platziert wurden
(Filter B aus Abb. 7). Anschliefend wurden lg bis 1,5g schwere Stiicke von den in 5%-
Formalin fixierten Muskelproben geschnitten, gewogen und in jeweils einen Filter gelegt.
Danach wurden in jeden Filter 15 ml Kalilauge 4M gegeben, damit die Mikrosphéren nicht an
der Filterwand anhaften (224g KOH Pellets (Merck KGaA, Deutschland) + 20 ml 2%-
Tween80 (Roth, Deutschland)/l Aqua dest.). Die KOH-Losung wurde mit 3 ml 100%
Isopropanol (Roth, Deutschland) luftdicht abgedeckt, um eine Kristallisation des KOH zu
verhindern. AnschlieBend wurden die Zylinder mit Kunststoffdeckeln geschlossen und die

Proben fiir 12 Stunden bei 60°C verdaut.

Die Filter wurden danach in eine exakt passende 20ml Spritze gesteckt und die verdaute
Losung von einer daran angeschlossenen Vakuumpumpe abgesaugt. Um verbliebene
Laugenreste von der Filterwand zu neutralisieren, wurde der Filter griindlich von innen und
auBBen mit phosphatgepufferter Salzlosung (29,8 g di-Kaliumhydrogenphosphat-trihydrat und
5,55g Kaliumhydrogenphosphat, in 1000 ml Aqua dest. geldst; Apotheke Innenstadt des

Klinikums der Universitidt Miinchen) gespiilt und in neue 50-ml Falcon-Tubes gesteckt.
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In einem weiteren Schritt wurden den Filtern mit den nun verdauten Muskelproben sowie den
Blut-Referenzwert-Filtern von Tag 7 und Tag 35 (vgl. Kapitel 2.2.5) 2 ml Cell Solve (2-
Ethoxyethyl Acetat, Sigma-Aldrich, Deutschland) hinzugegeben. Dies 16st den
Fluoreszenzfarbstoff aus den bis jetzt im Filter verbliebenen Mikrosphéren. Die Falcon-Tubes
wurden fiir 3 Min bei 3000 rpm zentrifugiert und die Filter mit den nun farblosen
Mikrosphiren entfernt. Aus jedem Falcon-Tube wurden 100ul der fluoreszierenden Losung in
eine 96-Well-Platte (TPP AG) pipettiert. Diese wurde in einem automatischen
Mikroplattenlesegerdt (Safire 2, TECAN GmbH, Deutschland) ausgelesen, welches die
Fluoreszenz-Intensitit verschiedener Farbspektren in jedem Well misst. Die gemessenen
Daten wurden von der XFluor4-Software (Version 4.62, TECAN GmbH) gespeichert und in
Microsoft Excel ausgewertet. Der regionale Blutfluss wurde als Verhiltnis der Fluoreszenz

des rechten Beines zum linken von Tag 35 und Tag 7 bestimmt.
2.6 Histologie

2.6.1 Kapillarwachstum

Die Muskelproben wurden bei -80°C gelagert. Es wurden alle entnommenen Beinmuskeln
beider Seiten untersucht. Sie wurden bei -20°C mit Tissue Tek (Sakura Finetek Europe,
Niederlande) auf Objekttragern fixiert, mit dem Messer senkrecht zur Verlaufsrichtung der
Muskelfasern, um einen geraden Anschnitt der parallel verlaufenden Kapillaren zu
gewihrleisten. Mit einem Kryotom CM 3050 (Leica Biosystems, Nussloch) wurden je sieben
5 wm dicke Muskelschnitte angefertigt und auf Objekttrager (Gerhard Menzel GmbH,
Braunschweig) iibertragen. Die Schnitte wurden bei 4°C gelagert. Zum Kapillarnachweis
wurden die Schnitte mit Alkalischer Phosphatase, einem Endothelzellmarker, gefarbt (AP-
Féarbung, siehe Kapitel 2.6.2). Fiir die Bestimmung der GefdBmaturation durch Differenzierung
zwischen Kapillaren (nur Endothelzellen) und reiferen GefaBlen (welche Endothel und eine
Schicht glatter Muskelfasern haben) diente eine Immunhistochemie mit Antikdrpern gegen
CD-31, ebenfalls ein Endothel-spezifisches Protein und NG2, ein Proteoglycan, welches u.a.
in Perizyten vorkommt (Pecam-NG2-Firbung, siehe Kapitel 2.6.3)

2.6.2 Alkalische Phosphatase-Fiarbung

Die Firbung wurde wie von Ziada et al."*® beschrieben durchgefiihrt: In 30 ml Pufferlsung
wurden 6 mg 5-bromo-4-chloro-3-indolylphosphat-p-toluidin-Salz (Sigma Aldrich) und 30
mg Nitrotetrazolium blue chloride (~98%, Sigma Aldrich) gelost. Um den Puffer herzustellen,
wurden 17 mg Magnesiumsulfat (Merck, Deutschland) in 100 ml Aqua dest. gelost und

anschlieBend auf 1:100 verdiinnt. Danach wurden 1,05 g di-Natriumtetraborat (Merck)
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beigegeben und vermischt. Der Puffer hatte einen pH-Wert von 9,3 + 0,1. Jeweils ca. 1 ml der
Losung wurde auf die Muskelschnitte pipettiert und inkubierte anschlieend eine Stunde in
der Feuchtkammer bei 37°C. Die Firbelosung wurde abgeklopft, die Objekttrager dreimal in
PBS geschwenkt und 5 Min in 4% Formalin-Losung fixiert. Dann wurden die Objekttrager
eine Minute in Aqua dest. gewaschen, eine Minute in 0,1%-Kernechtrot-Lésung
gegengefdrbt, nochmal eine Minute in Aqua dest. gewaschen und anschlieBend abgeklopft

und luftgetrocknet. Bis zur Analyse lagerten sie bei 4°C.

Von den Muskelschnitten wurden an einem AxioVert-100-Mikroskop (Carl Zeiss AG,
Deutschland) in 40-facher VergroBerung sieben Bilder von zufilligen Blickfeldern gemacht
und jeweils Kapillaren und Muskelfasern gezéhlt. Zur Analyse wurde das Programm
KANINCHEN v.1.7 (Georg Stachel, 2010) genutzt. Nach Brown et al.'” wurde die
Kapillardichte bestimmt durch den Mittelwert der in sieben Bildern gezédhlten Kapillaren im

Verhiltnis zu den jeweilig gezdhlten Muskelfasern.

. Abb. 8: 40-fache Vergréferung des
M. fibularis. Die Kapillaren sind
schwarz gefdrbt.

2.6.3 Pecam-NG2-Firbung
Mit Immunhistochemie kann man auf einem Muskelschnitt verschiedene Zellarten
gleichzeitig darstellen. Wir nutzten rot markierte Anti-CD31-Antikérper (Pecam-1) zum

0

Nachweis von Endothelzellen'®, griin markierte NG2-Antikdrper zum Nachweis von

161,162

Perizyten sowie blau fluoreszierendes DAPI (4°,6-Diamin-2-phenylindol; Vector Labs,

USA) zum Nachweis von Zellkernen.

Die Objekttrager wurden 15 Minuten in 4°C kaltem Aceton fixiert, anschliefend die
einzelnen Muskelschnitte mit einem hydrophoben Marker (Dako GmbH, Deutschland)
umfahren und danach mit Blocking-Losung (2% BSA in PBS) bedeckt. Diese verhindert
unspezifische Antikérperbindungen und iibermiBige Hintergrundfluoreszenz. Nach einer
Stunde wurde die Blocking-Losung abgeklopft und der primdre Antikdrper aufpipettiert
(Mouse anti-CD31 (JC/70a), Abcam [ab9498], 1:80 in Antibody Diluent (Dako GmbH),
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~0,4 ml / Muskelschnitt). Dieser inkubierte bei 4°C {iber Nacht. Am nichsten Tag wurden die
Objekttrager 3 x 5 Minuten in PBS gewaschen und getrocknet. AnschlieBend wurde der
sekundére, fluoreszierende Antikorper aufpipettiert (Alexa Fluor 594 Anti-mouse; origin:
goat; Molecular Probes (A11005); 1:200 in Antibody Diluent; ~0,4 ml / Muskelschnitt) und
inkubierte fiir zwei Stunden lichtgeschiitzt bei Raumtemperatur. Danach wurden die

Objekttriger lichtgeschiitzt 3 x 5 Minuten in PBS gewaschen und getrocknet.

Nun wurde der zweite primédre Antikorper aufgetragen (Anti-NG2-chondroitin (rabbit) /
Millipore 488 AB5320 labeled; 1:200 in Antibody Diluent; ~0,4 ml / Muskelschnitt) und
inkubierte bei 4°C lichtgeschiitzt iber Nacht.

Am folgenden Tag wurden die Objekttrager lichtgeschiitzt 3 x 5 Minuten in PBS gewaschen,
getrocknet, mit einer diinnen Schicht DAPI bedeckt und mit einem Deckglas abgedichtet.
Nach gleichméBiger Verteilung von DAPI iiber die Muskelschnitte wurden die Fugen
zwischen Objekttrager und Deckglas mit Nagellack versiegelt und der Nagellack
lichtgeschiitzt an der Luft getrocknet.

Das Markieren des Anti-NG2-chondroitin-Antikérpers erfolgte mit einem Labeling-Kit von
Innova Biosciences (733-0010 Lightning Link Atto 488 Labeling Kit).

Fir Bildaufnahmen diente ein Axioskop-2-Mikroskop (Carl Zeiss AG) mit 20-facher
Verstarkung. Pro Muskel wurden sechs zufdllige Blickfelder fotografiert. Jedes Blickfeld
wurde in griiner, roter und blauer Fluoreszenz fotografiert und anschlieend mittels Zeiss

Axio Vision V. 4.9 (Carl Zeiss AG) iibereinandergelegt.

Die Bilder wurden daraufhin in Photoshop CS5 (Adobe, USA) getrennt fiir Pecam-1- und
NG2- Signale ausgewertet. Die Kapillaren und Perizyten wurden nach Brown et al.'® durch
den Mittelwert der in sechs Bildern gezdhlten Kapillaren und Perizyten zueinander ins
Verhiltnis gesetzt, um den Anteil reifer Gefile zu bestimmen. Exemplarisch wurde fiir jedes

Tier der rechte M. gastrocnemius ausgewertet.
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Pecam-Férbung NG2-Féarbung Pecam-NG2-Mischbild

Abb. 9: Pecam-/NG2-Fdrbung des M. gastrocnemius. Die Bilder der angefirbten Endothelzellen und Perizyten
werden einzeln ausgezdhlt und anschlieffend iibereinander gelegt.

2.6.4 B-Galaktosidase-Fiarbung

Um nachzuweisen, dass die AAVs regelrecht in den Myozyten um die Injektionsstelle herum
exprimieren, wurde 5x10'> AAV-2/9-LacZ wie in Kapitel 2.2.4 beschrieben in den linken
Unterschenkel injiziert. Nach Tag 35 wurden sowohl Unterschenkelmuskeln als auch

Oberschenkelmuskeln beider Beine B-Galaktosidase-geférbt.

Fiir die histologische Analyse wurden die Objekttrager mit 0,5% Glutaraldehydlésung (25%
Glutaraldehyd gelost in PBS'(100ml PBS + IM MgCl, (100ul)) bedeckt (0,5 ml /
Muskelschnitt) und inkubierten 10-15 Minuten bei Raumtemperatur. Dann wurde die Losung
abgeklopft. Nun wurde 0,3 ml X-Gal-Farbelosung pro Muskelschnitt dazugegeben und in der
Feuchtkammer bei 37°C tiber Nacht inkubiert. Am nichsten Tag wurden die Objekttriager
einmal in PBS geschwenkt, danach an der Luft getrocknet. Die X-Gal Fiarbelosung wurde aus
20 ml PBS", 0,5 ml 40-fach X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-p-D-galactopyranosid) sowie
I ml 20-fach KC hergestellt. 20-fach KC wiederum bestand aus 0,82¢g
Kaliumhexacyanidoferrat(IlI) und 1,05g Kaliumhexacyanidoferrat(Il), welche in 25 ml PBS
gelost wurden.

Fiir die Analyse diente ein Axioskop-2-Mikroskop mit 40-facher Verstarkung.

2.7 Quantitative Echtzeit-PCR
Real time polymerase chain reaction (Rt-PCR) dient dem RNA-Nachweis im Gewebe. Wir

wollten die erfolgreiche Uberexpression von Angiopoietin-2 und Thymosin-B4 nachweisen.

Gewebeprdparation und Total-RNA-Prdparation
Je ein Gewebestiick wurde in ein mit 1 ml Trizol (Ambion, USA) gefiilltes, autoklaviertes

Reagenzglas gelegt. Dann wurden die Gewebeproben mit einem Ultra-Turrox (IKA GmbH,
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Deutschland) zerkleinert, welcher zwischen jeder Probe in Diethylpyrocarbonat (DEPC)
gereinigt wurde. AnschlieBend wurden 200ul Chloroform/ml Trizol hineinpipettiert, die
Mischung in je ein 1,5 ml-Eppendorfgefil pipettiert und dieses leicht geschiittelt.

Das Eppendorfgefi wurde bei 12.000rpm in 4°C fiir 15 Minuten zentrifugiert, der Uberstand
(die RNA-Phase) in ein weiteres Eppendorfgefa3 umpipettiert und das Pellet (Protein- und
DNA-Phase mit Trizol) mit dem alten Eppendorfgefil entsorgt. Der RNA wurde 8x/
Isopropanol (96%) hinzugefiigt. Zur Ausfillung der RNA wurde das Eppendorfgefil3
gevortext und erneut bei 12.000rpm in 4°C fiir 15 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand
wurde vorsichtig abpipettiert und verworfen. Die verbliebenen Pellets wurden mit 1 ml
Ethanol 75% gewaschen, die Eppendorfgefifle gevortext und anschlieBend fiir 2 Minuten bei
Raumtemperatur abzentrifugiert. Der Uberstand wurde ausgeschiittet, das Eppendorfgefi3
nochmals eine Minute zentrifugiert und der neu aufgetretene Uberstand vorsichtig
abpipettiert. Die Pellets trockneten 10 Minuten mit offenem Deckel bei 40°C in einem
Heizblock (Eppendorf AG), anschlieBend wurden abhingig von der Pellet-Groe 40-80 pl
Nuclease free water (NFW; Promega, USA) pro Eppendorfgefdl hinzugegeben. Die
Eppendorfgefifie wurden erneut kurz gevortext und einige Sekunden zentrifugiert. Von ihrem

Inhalt wurden je 5 pl zu je 495 ul NFW (1:100) pipettiert.

Die Lichtabsorption wurde im Photometer (Ultrospec plus, Pharmacia LKB, Schweden)

gemessen. Alle Proben wurden bei einer Wellenlinge von 260 nm und 280 nm
1(260nm)
1(280nm)

gemessen, mit Aqua dest. als Referenz. Fiir jede Probe wurde der Quotient

herangezogen (idealerweise 1,8 — 2,0), um die Reinheit zu bestimmen.

DNAse-Verdauung

Fiir die DNAse-Verdauung wurden alle Proben mit NFW auf l1ug (entspricht ca. 3 pl)
eingestellt. Dann wurden 1 pl Puffer (10x), 1 pul DNAse (2 nM), 7 ul NFW (Puffer und
DNAse im Kit von Invitrogen, USA) hinzugegeben und die Losung fiir 30 Minuten bei 37°C
inkubiert. Die Reaktion wurde durch Hinzugabe von 1 pul EDTA gestoppt. Daraufhin wurden
die Eppendorfgefilie einige Sekunden zentrifugiert, inkubierten nochmals fiir 10 Minuten bei
70°C und lagerten anschliefend 5 Minuten auf Eis. 1 pl wurde entnommen, um spéter zu
kontrollieren, dass die Losung frei von DNA war; die restlichen 10 pl wurden in cDNA

umgeschrieben.

32



Reverse Transkription

Der Reverse-Transkription-Mix (Promega, USA) bestand fiir jede Probe aus

2 pl 10x Reverse Transkription Puffer

4 ul MgCl; (25 mM)

2 ul ANTP Mix (10 mM)

1 ul Random Primer

0,5 ul RNAse Inhibitor

0,6 ul AMV Reverse Transkription Polymer
Dieser Mix wurde mit 10 ul RNA gemischt, geschiittelt und 5 Minuten auf Eis gelagert. Dann
wurden die Eppendorfgefile einige Sekunden zentrifugiert und 10 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Anschlieend inkubierten die Proben fiir 40 Minuten bei 42°C,

wurden fiir 5 Minuten bei 95°C inaktiviert und danach 5 Minuten auf Eis gelagert.

PCR (Polymerase Chain Reaction)
Der PCR-Mix (Biorad, Deutschland) bestand fiir jede Probe aus

10 ul IQ SYBR G-Super Mix

2,5 pl Primer Mix (10 pmol)

6 ul NFW
Zu diesem wurden 1,5 ul cDNA pipettiert, sodass jedes Eppendorfgefdl 20 pl enthielt.
Anschlieend wurden die Proben in die PCR-Eppendorfgefile pipettiert, 5 Minuten bei
2.000rpm zentrifugiert und die PCR mit MyIQ von Bio-Rad gestartet.

Die getesteten Gene wurden mit GAPDH (ein ubiquitér vorkommendes housekeeper-Gen) als
Referenz verglichen: In Microsoft Excel wurde der logarithmische Wert der Differenz des

getesteten Gens zum GAPDH-Wert errechnet und als Ergebnis genommen.
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3 Ergebnisse

3.1 Translation der AAVs

3.1.1 B-Galaktosidase-Firbung

35 Tage nach Injektion von 3x10'> AAV-2/9-LacZ in den linken Unterschenkel und PBS in
den rechten Unterschenkel wurden beidseits der M. tibialis anterior und M. adductor magnus
mit B-Galaktosidase geférbt und verglichen. Nur im linken Unterschenkel zeigte sich eine
LacZ-positive Anfarbung von Myozyten. LacZ war weder auf der kontralateralen Seite noch

in der Oberschenkelmuskulatur nachzuweisen.

,z‘
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Abb. 10 Die Myozyten, in welchen LacZ exprimiert wird, sind nach 3-Galaktosidase-Fdrbung blau.

3.1.2 Quantitative Echtzeit-PCR

Nach Injektion von 5x10'> AAV 2/9 in den rechten Unterschenkel (vgl. Kapitel 2.2.4) wurde
die AAV-vermittelte TB4- und Ang-2-Expression von sechs Tieren sowohl im TA als auch
GC gemessen und mit sechs Tieren der Kontrollgruppe verglichen. Die Werte wurden zu
GAPDH normalisiert und logarithmiert. Sowohl T34 (0,44 + 0,019) als auch Ang2 (0,0033 +
0,0013) wurden signifikant {iberexprimiert gegeniiber den Kontrollen (Mittelwert +/- SEM,*
p<0,05).

Exemplarisch wurden an einem Tier alle Muskeln des Hinterlaufs mittels quantitativer
Echtzeit-PCR auf Ang2-Expression untersucht: Im rechten Unterschenkel, besonders im M.
fibularis konnte mit 0,012 zu 0,004 ein 3-facher Ang-2-Spiegel im Vergleich zum linken
festgestellt werden. Die Werte der Oberschenkelmuskeln beidseits sind vergleichbar mit der

Negativ-Kontrolle eines Tieres, welches nicht mit rAAV-Ang-2 therapiert wurde.
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Abb. 11: Quantitative Echtzeit-PCR: Die Tf34-Spiegel (links) wie auch Ang2-Spiegel (rechts) sind im
Unterschenkel der Therapiegruppen signifikant erhoht gegeniiber der Kontrollgruppe. Mittelwert +/-
SEM,* p<0,05.
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Abb. 12: Quantitative Echtzeit-PCR. Die Ang-2-Spiegel des rechten Unterschenkels sind bis zu 3-
fach erhoht gegeniiber den Werten des linken Unterschenkels. Die Werte der Oberschenkel
entsprechen denen der Negativkontrolle (Tier ohne Ang2-Therapie).
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3.2 Funktioneller Effekt von intermittierender T34-Expression

TB4 fordert bekanntermallen Angiogenese und Arteriogenese und hat iiber CCN1 und CCN2
Einfluss auf die Extrazellulirmatrix”. Es sollte iiberpriift werden, ob die funktionellen
Ergebnisse der konstanten TR4-Uberexpression zu verbessern sind, wenn das Protein nur im
Intervall exprimiert wird fiir den Fall, dass eine konstante TB4-Uberexpression die
GefiBwinde zu stark oder zu schnell abdichtet. Ab Tag 7 wurde die TB4-Uberexpression im

Wechsel fiir jeweils 2 Tage zugelassen, anschlieBend fiir 5 Tage unterdriickt.

3.2.1 Kapillarwachstum

Die Kapillardichte wurde als Parameter fiir die Angiogenese herangezogen. Die TB4-
Uberexpression im Intervall fithrte zu einer unbedeutenden Zunahme der Kapillardichte
gegeniiber der konstanten Uberexpression (2,10 = 0,29 vs. 2,08 + 0,16) im rechten
Unterschenkel. In der Kontrollgruppe wurden signifikant weniger Kapillaren gebildet (1,35 +
0,14) (Mittelwert +/- SEM, * p<0,001).

2,5 -

0,5

Kontrolle T4 TR4 Tet

Abb. 13: Dargestellt ist die Kapillaren — Muskelfaser — Ratio im rechten Unterschenkel. Die
Intervall-Therapie fiihrte zu keiner nennenswerten Anderung der Kapillardichte im Vergleich zur

Dauertherapie. Beide Therapien waren signifikant besser als die Kontrollgruppe. Mittelwert +/-
SEM, * p<0,001.
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Abb. 14: Reprisentative Beispielbilder des AP-gefirbten M. fibularis der jeweiligen Versuchsgruppe.

3.2.2 Kapillarreifung

Die NG2/Pecam-1-Ratio wurde als Parameter der Kapillarmaturation herangezogen. In der
Pecam-NG2-Féarbung der TB4-Tet-Gruppe wurden pro Kapillare 0,39 + 0,05 Perizyten
gebildet gegeniiber 0,51 + 0,03 Perizyten in der TB4-Gruppe. Die Kontrollgruppe dagegen hat
nur 0,33 + 0,02 Perizyten pro Kapillare und zeigt eine signifikant schlechtere Maturation als
die Therapie mit T84 (Mittelwert +/- SEM, * p<0,001).
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0,5

0,4 -
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NG 2 / Pecam-1
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Abb. 15: Die Maturation der Kapillaren anhand des Verhdltnisses von Perizyten (NG2) zu
Kapillaren (Pecam-1) an Tag 35. Die Tf34-Gruppe zeigt die ausgeprdgteste Maturation, vor
der Tf34-Tet-Gruppe und mit einem signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe. Mittelwert
+/- SEM, * p<0,001.
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Abb. 16: Immunfluoreszenzmikroskop-Aufnahmen von Pecam-1 und NG2 der Kontrollgruppe, der
T34~ und der Tf34-Tet-Gruppe. Man sieht deutlich mehr Kapillaren und Perizyten in den Tf4-Gruppen
als in der Kontrollgruppe. T34 hat etwas mehr Perizyten als Tjf4-Tet.

3.2.3 Kollateralenwachstum

Die Zunahme der Kollateralen im Oberschenkel dient als Parameter der Arteriogenese,
abhingig von der Angiogenese des ischdmischen Unterschenkels. Die Kollateralen nehmen in
der TB4-Tet-Gruppe von Tag 7 zu Tag 35 um 34% zu (134,77% =+ 4,6), gegeniiber einer
Zunahme von 72% (172,58% =+ 13,05) in der TB4-Gruppe. Die Kontrollgruppe zeigt eine
Zunahme der Kollateralen auf 103,69% = 5,68. Die kontinuierliche T34-Therapie bewirkt ein
signifikant besseres Kollateralenwachstum als die Kontrollgruppe. Auch bei der
intermittierenden TB4-Therapie ist das Kollateralenwachstum signifikant reduziert

(Mittelwert +/- SEM, * p<0,05).
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Abb. 17: Anzahl der Kollateralen an Tag 35 in % zu Tag 7. Die kontinuierliche Tj34-Therapie
bewirkt ein signifikant besseres Kollateralenwachstum als die Kontrollgruppe, jedoch auch
gegeniiber der intermittierenden Tjf4-Therapie ist der Unterschied signifikant. Mittelwert +/- SEM, *
p<0,05 .
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Abb. 18: CT-Angiographie-Bilder des Kollateralwachstums der verschiedenen Gruppen im Vergleich.
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3.2.4 Analyse der Blutflussgeschwindigkeit

Analog der Zunahme an Kollateralen dient die cinedensometrische Erfassung der
Flussgeschwindigkeit durch diese Kollateralen als weiterer Parameter der Arteriogenese im
Oberschenkel. In den Cinedensometrie-Aufnahmen verzeichnet die TB4-Tet-Gruppe mit
174,26% =+ 7,92 Durchflussgeschwindigkeit gegeniiber Tag 7 eine langsamere Steigerung als
die TB4-Referenzgruppe (187,49% =+ 7,46), der Unterschied ist jedoch nicht signifikant. Die
Kontrollgruppe ist mit 108,13% =+ 11,73 signifikant schlechter als beide TR4-Gruppen
(Mittelwert +/- SEM, * p<0,05).

200
180 -
160 -

d35/d7in%
= =
o 3]
(] o
—

Kontrolle TR4 TR4 Tet

Abb. 19: Steigerung der Blutflussgeschwindigkeit an Tag 35 in % von Tag 7 im Vergleich. Die
Steigerung ist in der Tp4-Gruppe und in der T[34-Tet-Gruppe signifikant héher als in der
Kontrollgruppe. Mittelwert +/- SEM, * p<0,05.

3.2.5 Analyse der Perfusion

Die Messung von Mikrosphiren stellt derzeit den Goldstandard der Perfusionsmessung dar. In
der quantitativen = Mikrosphiaren-Auswertung  zeigt sich eine  Zunahme  der
Unterschenkelperfusion in der TB4 Tet-Gruppe auf 126,93% =+ 3,33, im Vergleich dazu die
TB4-Gruppe mit 144,67% =+ 4,99. Der Unterschied zeigt keine Signifikanz. In der
Kontrollgruppe steigt die Perfusion auf 109,23% + 3,57, ein signifikant schlechteres Ergebnis
gegeniiber der TB4-Therapie. (Mittelwert +/- SEM, * p<0,001).
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Abb. 20: Die Perfusionssteigerung von Tag 7 zu Tag 35 im rechten Bein ist in beiden Tf34-Gruppen
grofser als in der Kontrollgruppe, jedoch zeigt nur die Zunahme in der Tf34-Gruppe eine Signifikanz
zur Kontrollgruppe. Der Unterschied zwischen den Tf34-Therapien ist nicht signifikant. Mittelwert +/-
SEM, * p<0,001.

3.3 Funktioneller Effekt von T34 mit Ang2

Es sollte untersucht werden, ob sich die funktionellen Effekte von TB4 verbessern lassen,
indem man gleichzeitig Ang2 {berexprimiert, um die Kapillarsprossung durch
Destabilisierung der reifen Kapillaren zu erleichtern. Eine Kontrollgruppe wurde nur mit
Ang2 und eine weitere Vergleichsgruppe mit Ang2-Tet und TB4 bis Tag 12 therapiert,
anschliefend die Ang2-Uberexpression durch Doxycyclingabe unterbunden und die Therapie

mit TB4 bis Tag 35 fortgesetzt (siche Abb. 21).

Tag0 Tag 35
Th4 +
Ang2
Ang2
Tag 12
TR4
+ Ang2 Tet _—

Doxycyclin
Abb. 21: Verlauf der Tf34+Ang2-Tet-Gruppe im Vergleich zu Tf34+Ang2 und ausschliefslich Ang2.
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3.3.1 Kapillarwachstum

Die Ang2-Therapie fithrt mit 1,52 + 0,21 Kapillaren/Muskelfaser nur zu einer leichten
Zunahme gegeniiber der Kontrollgruppe (1,35 + 0,14). TB4+Ang2 fiithrt zu 2,04 + 0,36
Kapillaren/Muskelfaser, dieses Ergebnis liegt gleichauf mit der TB4-Therapie (2,08 + 0,16).
TB4+Ang2-Tet fithrt mit 1,87 +£ 0,26 Kapillaren/Muskelfaser zu einem insignifikant
geringeren Wachstum. Nur die T4- und TB4+Ang2-Therapien bewirken einen signifikanten
Unterschied zur Kontrollgruppe. Zwischen den verschiedenen Vergleichsgruppen gibt es
keinen signifikanten Unterschied (Mittelwert +/- SEM, * p<0,05 zur Kontrolle).
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Abb. 22: Sowohl die T4- als auch die Tfi4+Ang2-Therapie bewirken eine signifikante Zunahme der
Kapillardichte gegeniiber der Kontrollgruppe. Die Ang2- und Tp4+Ang2-Tet-Therapien liegen
dazwischen ohne signifikanten Unterschied zu den Vergleichsgruppen. Mittelwert +/- SEM, * p<0,05
zur Kontrolle.
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Abb 23: Exemplarzsche AP Farbungen der‘Kontrollgruppe sowie
Tet-Gruppen. Die Kapillaren sind schwarz gefdirbt.
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3.3.2 Kapillarreifung

Nur die TB4-Therapie (0,51 + 0,03) bewirkt eine signifikant bessere kapilldre
Perizytenanlagerung gegeniiber der Kontrollgruppe (0,33 £ 0,02). Die Therapie mit Ang2
(0,39 £ 0,02), TB4+Ang2 (0,39 £ 0,01) und TB4+Ang2-Tet (0,41 £ 0,04) erreicht keine
signifikante Verbesserung. Der Unterschied von der TB4-Therapie zu Ang2 sowie TB4+Ang2
ist signifikant, zwischen TB4 und TB4+Ang2Tet wird keine Signifikanz erreicht (Mittelwert
+/- SEM, * p<0,01 , ** p<0,01 zur Kontrolle).
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Abb. 24: Die Maturation der Kapillaren anhand des Verhdltnisses von Perizyten (NG2) zu
Kapillaren (Pecam-1) an Tag 35. Tf34 bewirkt als einzige Therapie eine signifikant bessere
Perizytenanlagerung gegeniiber der Kontrollgruppe, auch der Unterschied zu Ang2 und
T4+ Ang? ist signifikant, nicht jedoch zu Tf4+Ang2Tet. Mittelwert +/- SEM, * p<0,01, **
p<0,01 zur Kontrolle.
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3.3.3 Kollateralenwachstum

Die mit Ang2 therapierte Gruppe hat mit nur 93% der Kollateralen (93,57% + 5,12) von Tag
7 die geringste Anzahl aller Vergleichsgruppen. Dagegen liegt die TB4+Ang2-Gruppe mit
102,3% =+ 5,66 auf dem Niveau der Kontrollgruppe (103,69% = 5,68) und die TB4+Ang2-Tet-
Gruppe etwas dartiber (115,77% = 4,54). Die Zunahme in der T84-Gruppe (150,72 + 1,66) ist
signifikant hoher als in allen Vergleichsgruppen. Unter den weiteren Vergleichsgruppen sind

die Unterschiede nicht signifikant (Mittelwert +/- SEM, * p<0,05).
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Abb. 25: Anzahl der Kollateralen an Tag 35 in % von Tag 7. Die Anzahl der Kollateralen ist in der
T34-Gruppe signifikant hoher als in allen Vergleichsgruppen. Die Ang2-Vergleichsgruppen liegen im
Bereich der Kontrollgruppe. Der Unterschied zwischen diesen Vergleichsgruppen ist nicht signifikant.
Mittelwert +/- SEM, * p<0,05.
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3.3.4 Analyse der Blutflussgeschwindigkeit

In der Cinedensitrometrie zeigt die Ang2-Gruppe mit 129,66% <+ 10,19
Blutflussgeschwindigkeit  gegeniiber Tag 7 die geringste Verbesserung der
Vergleichsgruppen, der Unterschied zur Kontrollgruppe mit 108,13% + 11,73 ist nicht
signifikant. TB4+Ang2 zeigt mit 142,61% + 4,94 eine stirkere Zunahme der
Flussgeschwindigkeit, ebenfalls ohne signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe.
TBR4+Ang2-Tet (179,73% + 8,23) und TB4 (187% =+ 7,46) zeigen eine signifikante Erh6hung
gegeniiber der Kontrollgruppe und der Ang2-Gruppe (Mittelwert +/- SEM, * p<0,01 zur
Kontrollgruppe, ** p<0,05).

**
* %k

I I __ I I )

Ang2 TR4 + Ang2 TBél +Ang2 Tet

200
180 -
160 -
140 -
120 -
100 -

80 -

d35/d7in%

60 -
40 -

Abb. 27: Zunahme der Blutflussgeschwindigkeit von Tag 7 zu Tag 35 in %: Die
Blutflussgeschwindigkeit nimmt in der Tp4-Gruppe am meisten zu, knapp gefolgt von der
T34+Ang2Tet-Gruppe. Die Ang2- und Tf34+Ang2-Gruppen verzeichnen eine deutlich geringere
Geschwindigkeitszunahme. T34 und T4+Ang2-Tet zeigen eine signifikant hohere Zunahme als die
Kontroll- und Ang2-Gruppe. Mittelwert +/- SEM, * p<0,01 zur Kontrollgruppe, ** p<0,05.
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3.3.5 Analyse der Perfusion

In der Auswertung der Mikrosphéren zeigt die TB4-Gruppe mit 144,67% + 4,99 die beste
Gewebeperfusion mit einem signifikanten Unterschied zu allen Vergleichsgruppen. Die
Kontrollgruppe (109,23% =+ 3,57) sowie eine Therapie mit Ang2 (119,18% =+ 8,84), T4 +
Ang2 (111,13% + 4,03) oder TB4 + Ang2Tet (119,0% + 6,25) zeigten keinen signifikanten
Unterschied untereinander (Mittelwert +/- SEM, * p<0,05).
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Abb. 28: Gewebeperfusion von Tag 35 im Verhdltnis zu Tag 7: Tf34 zeigt eine signifikant bessere
Perfusion als die Kontrollgruppe. Ang2, T4+Ang2 oder Ti4+Ang2-Tet weisen untereinander keinen
signifikanten Unterschied auf. Mittelwert +/- SEM, * p<0,05.

3.4 Funktioneller Effekt von L-NAME
Ny-Nitro-L-arginine methyl ester hydrochloride (L-NAME), ein L-Arginin-Analogon, ist ein

163’164, der die Bildung von NO kompetitiv

reversibler, nicht-selektiver NOS-Inhibitor
verhindert. Um die NO-Bildung zu unterdriicken, bekamen die Tiere ab Tag 7 tdglich L-
NAME p.o. mit dem Trinkwasser verabreicht. Durch Unterdriickung von NO sollte dessen

Funktion auf GefaBreifung und Kollateralisierung untersucht werden.

3.4.1 Kapillarwachstum

Die Anzahl der Kapillaren in der T84 + L-NAME-Gruppe (1,92 + 0,13) liegt nur gering
niedriger als in der TB4-Gruppe (2,08 £ 0,16). Beide Gruppen zeigen eine signifikant bessere
Kapillarisierung als die Kontrollgruppe (1,35 £ 0,14) (Mittelwert +/- SEM, * p<0,05).
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Abb. 29: Der Kapillaren-/Muskelfaser-Quotient ist in der Tf34-Gruppe am hdchsten (2,08 £ 0,16),
gefolgt von Tf34 + L-NAME (1,92 + 0,13). Die Kontrollgruppe hat 1,35 = 0,14 Kapillaren pro
Muskelfaser. Der Unterschied sowohl von der Tf34-Gruppe als auch von der T34 + L-NAME-Gruppe
zur Kontrollgruppe ist signifikant. Mittelwert +/- SEM, * p<0,05.
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Abb. 30: AP-Férbungen zur Veranschaulichung der jeweiligen Kapillardichte

3.4.2 Kapillarreifung
Sowohl die TB4-Gruppe (0,51 £ 0,03) als auch die T84 + L-NAME-Gruppe (0,45 + 0,02)
zeigen eine signifikant stirkere Perizytenanlagerung pro Kapillare im Unterschenkel als die

Kontrollgruppe (0,31 + 0,02) (Mittelwert +/- SEM, * p<0,05).
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Abb. 31: Perizyten pro Kapillare als Indikator fiir die GefdfSmaturation. Sowohl T34 als auch T34 +
L-NAME zeigen eine signifikant bessere Perizytenanlagerung als die Kontrollgruppe. Mittelwert +/-
SEM, * p<0,05.

) 3

Abb. 32: Beispielhafte Immunfluoreszenz-Bilder der T34, T4 + L-NAME und Kontrollgruppe. Man
sieht sowohl mehr Pecam-1 gefdrbte Kapillaren als auch mehr NG2-gefirbte Perizyten in den Bildern
der Tf34- und T4 + L-NAME-Gruppen.
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3.4.3 Kollateralenwachstum

Die Anzahl der Kollateralen in der TB4-Gruppe (172,58 £ 13,05) ist signifikant hoher als in
der TB4 + L-NAME- (126,8 + 7,88) und Kontrollgruppe (103,69 + 5,68). Der Unterschied
zwischen den zwei letzteren ist nicht signifikant (Mittelwert +/- SEM, * p<0,05).
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Abb. 33: Die TJs4-Therapie bewirkt die Bildung von signifikant mehr Kollateralgefifien als die
T34+L-NAME-Therapie oder in der Kontrollgruppe. Zwischen den beiden letzteren gibt es keinen
signifikanten Unterschied. Mittelwert +/- SEM, * p<0,05.

Kontrolle

Abb. 34: CT-Angiographie-Bilder des Kollateralenwachstums der Vergleichsgruppen.

3.4.4 Analyse der Blutflussgeschwindigkeit
Die Zunahme der Blutflussgeschwindigkeit von Tag 7 zu Tag 35 ist sowohl bei der T4 + L-
NAME-Gruppe mit 140,28% =+ 6,98 als auch in der Kontrollgruppe (108,13 + 11,73)
signifikant niedriger als bei der TB4-Gruppe (187,49% + 7,46). T84 + L-NAME zeigt ein
besseres Ergebnis als die Kontrollgruppe, ohne jedoch eine Signifikanz zu erreichen
(Mittelwert +/- SEM, * p<0,05).
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Abb. 35: Die Zunahme der Blutflussgeschwindigkeit von Tag 7 zu Tag 35 in den Vergleichsgruppen:
T34 bewirkt ein signifikant besseres Ergebnis als T4 + L-NAME und die Kontrollgruppe. Zwischen
den letzten beiden besteht kein signifikanter Unterschied. Mittelwert +/- SEM, * p<0,05.

3.4.5 Analyse der Perfusion

In der peripheren Perfusion zeigt die TB4 + L-NAME-Gruppe mit 122,71% + 5,1 eine
geringfiigig bessere Wirkung als die Kontrollgruppe (109,23% =+ 3,57). Beide Gruppen sind
signifikant schlechter als die T4-Gruppe (144,67% =+ 4,99) (Mittelwert +/- SEM, * p<0,05).
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Abb. 36: Gewebeperfusion von Tag 35 im Verhdltnis zu Tag 7: T4 + L-NAME zeigt ein geringfiigig
besseres Ergebnis als die Kontrollgruppe. Beide Gruppen sind in der Perfusionssteigerung signifikant
schlechter als Tf34. Mittelwert +/- SEM, * p<0,05.
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4 Diskussion

4.1 Rekombinante Adeno-assoziierte Viren als effiziente und sichere Vektoren

In der Gentherapie gilt es, einen Vektor zu finden, der dem Ideal — hohe
Transfektionseffizienz, lange  Expressionsdauer, keine Immunogenitdt,  starker
gewebespezifischer Tropismus, grole Kapazitit — moglichst nahe kommt. Unter den
zahlreichen zur Verfiigung stehenden Vektoren (nackte Plasmid-DNA, Retroviren,
Lentiviren, Adenoviren, Adeno-assoziierte Viren) scheinen die AAVs derzeit den besten
Kompromiss zwischen den oben genannten gewiinschten Eigenschaften zu bieten. Unsere
Arbeitsgruppe besitzt mehrjdhrige Erfahrung in der Herstellung und Arbeit mit
AAVs 10165166 Dyrch quantitative Echtzeit-PCR und B-Galaktosidase-Firbung konnten wir
nachweisen, dass die verwendeten rAAVs 2/9 ihr Zielgen (TB4 und Ang2) gezielt und
gewebespezifisch transkribieren (Siehe Kapitel 3.1). So war das Zielgen (Ang2) an den
Unterschenkelmuskeln bis zu 3-fach erhoht gegeniiber der Gegenseite, im Oberschenkel

entsprach die Expression der eines Kontrolltieres.

AAVs zeichnen sich bei Gentherapien am Menschen durch ihre geringe Immunogenitét sowie
ithre lange und robuste Expression aus. Jedoch muss in Betracht gezogen werden, dass iiber
50% aller Menschen eine unterschiedlich hohe Konzentration an neutralisierenden
Antikérpern gegen Wildtyp-AAV haben'®’, die eine klinische Therapie nutzlos machen.
Daher werden verschiedene Moglichkeiten erforscht, um diese Antikérper zu umgehen: So
wurde eine wiederholte Virusapplikation diskutiert, die aufgrund der geringen Immunogenitét
ohne Folgen bleiben sollte. Doch sowohl praklinische als auch klinische Studien haben
gezeigt, dass schon geringe Titer neutralisierender Antikérper die Therapie stark
beeintrichtigen konnen'®®. Eine andere Moglichkeit ist das AAV-Shuffling, bei dem der Kern
eines AAV-Serotypen mit dem Kapsid eines anderen Serotypen kombiniert wird. Dies bringt
noch andere Vorteile mit sich, wie zum Beispiel einen starken gewebespezifischen Tropismus
bei AAV 2/9. Doch auch gegen AAV 9 besitzen 33% der Bevélkerung Antikorper'®. Eine
neue Methode, um AAV-Antikérper zu umgehen, wurde kiirzlich von Gyoérgy et al.
vorgestellt: An extrazellulire Vesikel gebundene AAV 9 (ev-AAV9) wurden signifikant
weniger von neutralisierenden Antikorpern eliminiert als Standard-Vektoren, auBerdem
wiesen sie eine hohere Transfektionsrate auf'°*. Dennoch zeigten in der Vergangenheit schon
viele Methoden vielversprechende Ergebnisse im Labor, ohne dass diese in klinischen Studien
wiederholt werden konnten'”’; auch ev-AAVs werden ihren Vorteil noch in klinischen

Studien zeigen miissen.
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Alle AAV-Serotypen zeigen einen mifig bis stark ausgeprigten Tropismus zu Hepatozyten.
Ein erhéhtes Risiko fir HCC durch AAV wurde in Mausversuchen ausgeschlossen’”. Bei
einem Hamophilie-B- Patienten einer Phase-1-Studie kam es jedoch zu einem Anstieg von
CDS8'-T-Zellen, einhergehend mit einem zeitlich begrenzten Anstieg der Transaminasen,

171 . .
. Seitdem werden verschiedene

welcher in Tierversuchen noch nicht beschrieben wurde
Methoden diskutiert, die eine zellulire Immunantwort vermeiden, um cine AAV-vermittelte
Gentherapie moglichst vielen Menschen zugénglich zu machen. Doch bisher zeigen diese

Methoden wenig Potential fiir den klinischen Alltag'’?.

4.2 Das Tet-Off-System als kontrollierter Gen-Regulator

Mithilfe des Tet-Off-Systems konnten wir die Expression des nachgeschalteten Gens (TB4
oder Ang2) reversibel unterdriicken. Seit der Erstbeschreibung des Tet-off-Systems durch
Gossen und Bujard” wurde dieses System in zahlreichen Studien genutzt und seine

Wirksamkeit belegt'”

, so dass wir es nicht fiir notwendig erachteten, die Wirksamkeit der
Tetracyclin-vermittelten Gen-Unterdriickung selbst nachzuweisen. Es ist jedoch eine
Uberlegung wert, das AusmaB der Unterdriickung in unseren Versuchen durch Zellversuche
oder vergleichende quantitative Echtzeit-PCR einer mit und einer ohne Doxycyclin
behandelten Tet-Off-Gruppe zu bestimmen. Es gibt dariiber hinaus Hinweise, dass die
Applikation von Doxycyclin beim lebenden Tier die grofite Wirkung hat, wenn es mit dem
Futter und nicht mit dem Trinkwasser verabreicht wird'’*. Unter diesem Aspekt wire eine
zukiinftige Anpassung der Doxycyclin-Gabe denkbar. Bei Menschen konnte nachgewiesen
werden, dass nach einmaliger AAV-Applikation das Gen nach iiber 10 Jahren immer noch
exprimiert wurde'””. Da durch Gentherapie bei pAVK die Angiogenese und
Kollateralisierung nur fiir bestimmte Zeit angeregt werden soll, wire evtl. ein Tet-On-Modell
sinnvoll, bei dem die Genexpression nur wihrend der Tetracyclin-Gabe stattfindet und bei
deren Absetzen unterdriickt wird. In diesem Fall konnte das Tet-On-3G-System verwendet
werden, eine verbesserte Version des Tet-On-Systems, welches schon auf eine 100-fach
niedrigere Doxycyclin-Dosis sensitiv reagiert und siebenfach stérker ist als das urspriingliche

Tet-On-System'’°.
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4.3 Das Kaninchenmodell der chronischen Hinterlaufischimie

Um die chronische Hinterlaufischdmie zu untersuchen, ist das Kaninchenmodell in unserer
Arbeitsgruppe schon seit Jahren etabliert und bewihrt'®'>"'"7 Obwohl es gegeniiber anderen
Tiermodellen wie der Maus sowohl in Haltung, OP-Verfahren als auch
Untersuchungsmethoden hoéhere Kosten verursacht und aufwendiger ist, hat es gegeniiber
diesen Vorteile: So kann man durch komplette Exzision der A. femoralis die
Hinterlaufischdmie effektiver induzieren als beispielsweise durch alleinige Ligatur der Arterie
im Mausmodell. Kaninchen ertragen das Modell der Hinterlaufischdmie vergleichsweise gut:
Wihrend bei Miusen in einzelnen Féllen die Fiile bei induzierter Hinterlaufischdmie
nekrotisieren, ist dies bei Kaninchen nicht der Fall — im Gegenteil, auch ohne Therapie
erreichen sie eine zumindest ausreichende Kollaterisierung mit einer Wiederherstellung des
maximalen Flussvolumens bis 40% des Ausgangswertes™. Auch Untersuchungsmethoden
wie die Angiographie und die Perfusionsmessung durch Mikrosphéren-Applikation sind bei
der Maus aufgrund der geringen Grof3e schwer durchzufithren. Wahrend das Mausmodell eher
als dynamisches Modell zur Untersuchung der Anpassungsreaktion dient, eignet sich das
Kaninchenmodell fiir die Untersuchung der chronischen Ischdmie. Die Anpassung des
Kaninchens ist nach 7 Tagen abgeschlossen, danach findet ohne Intervention keine weitere
Verbesserung der Situation statt (vgl. Abb. 15, 17, 25, 27, 33, 35). Dies bietet die Moglichkeit,
ab Tag 7 die funktionellen Effekte einer Therapie zu untersuchen. Aufgrund der Distanz
zwischen Ober- und Unterschenkel bietet sich das Kaninchenmodell an, um im Unterschenkel
die Angiogenese zu untersuchen bei gleichzeitiger Analyse der nicht durch Hypoxie, sondern

durch Schubspannung getriggerten Arteriogenese im Oberschenkel.

Die Kapillardichte wurde nach AP-Firbung der Muskelschnitte nach Ziada et al.'*®

unter
einem Auflicht-Mikroskop der Firma Zeiss untersucht. Dieses Verfahren zur Quantifizierung
wurde 1988 von Brown et al. etabliert'” und ergibt durch die hohe Anzahl an zufillig
ausgezidhlten Schnittbildern pro Muskel (7) einen verldsslichen und gut vergleichbaren

Durchschnittswert der tatsdchlichen Kapillardichte im Muskel.

Das  Verfahren zur Quantifizierung der Kapillarreife  mittels Pecam-NG2-
Immunfluoreszenzfarbung ist in unserer Arbeitsgruppe ebenfalls schon seit einiger Zeit

73,140,166 /-
. Wir verwendeten

etabliert, jedoch primér bei der Auswertung von murinem Gewebe
einen primdren Pecaml-Antikdrper aus der Maus und einen sekundédren Anti-Maus-
Antikorper aus der Ziege, um die Kapillaren darzustellen. Einen geeigneten NG2-Antikorper

zur Darstellung der Perizyten zu finden gestaltete sich schwierig, da alle verfiigbaren
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primdren Antikorper in Kaninchen geziichtet werden und sich somit ein sekundérer Anti-
Kaninchen-Antikorper verbietet. Wir umgingen das Problem durch fluoreszierendes Labeling
der primdren NG2-Antikorper. Dennoch lie} sich eine im Vergleich zu Pecam-1 recht hohe
Hintergrundfluoreszenz nicht vermeiden (vgl. Abb. 9, 16, 32). Sollten in Zukunft geeignete
primire NG2-Antikorper verfiigbar sein, welche nicht in Kaninchen geziichtet werden, wére
dies sicherlich ein Ansatz um die Bildqualitit zu verbessern. Die Muskelschnitte wurden
anschlieBend wunter einem Fluoreszenzmikroskop fotografiert und nach der oben
beschriebenen, seit 1988 etablierten Methode von Brown et al.™ ein Mittelwert fiir die

Kapillar- und Perizytendichte errechnet.

Die Kollateralen wurden nach einem von Asahara und Witzenbichler in den 90er Jahren

etablierten Verfahren'>'>>

gezihlt. Aufgrund der Verwendung des gleichen Gittermusters fiir
alle Bilder und der gleichen Einstellungen im C-Bogen ergab sich eine gute Wiederholbarkeit
der Messergebnisse. Es bleibt jedoch festzuhalten, dass durch einen unterschiedlichen Winkel
des untersuchten Beines zur Durchleuchtungsebene sowohl die Beine als auch die
Kollateralen in einigen Tieren kiirzer erschienen und gegebenenfalls weniger Kollateralen
gezédhlt wurden. Auch wurde bei einem elektrisch in der Hohe verstellbaren OP-Tisch und
dem elektrisch in der H6he verstellbaren C-Bogen noch kein Standard etabliert, um die Bilder
aus der immer gleichen Entfernung des C-Bogens zum Tisch aufzunehmen. Dadurch ist ein
kleiner GroBenunterschied des Beines und der Kollateralen auf dem Bild nicht
auszuschlieffen, was in Kombination mit dem standardisierten Gitter zu einer leichten
Verzerrung der Kollateralendichte fithren konnte. Angesichts der hohen Anzahl an
Kollateralen und der groBBen Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen ist dieser Effekt
vernachldssigbar, doch konnte man die Ergebnisse in Zukunft durch eine Standardisierung des
C-Bogen-Tisch-Abstandes noch genauer erfassen. Mit dieser Methode ldsst sich die Anzahl
der Kollateralen zuverldssig erheben, doch fehlt bisher ein Parameter, um die tatsdchliche
GroBe sowie das Gesamtvolumen der Kollateralen zu erfassen. So ist theoretisch denkbar,
dass in einem Modell wenige grofle Kollateralen das Blut genauso gut transportieren wie
zahlreiche kleinere in einem Vergleichsmodell. Dies kann jedoch bei der bisher etablierten

und in dieser Arbeit angewandten Methode nicht beriicksichtigt werden.

Die Geschwindigkeit des Blutflusses durch die Kollateralen wurde mittels Cinedensitrometrie

4135 ormittelt. Die

nach einem 1996 von Gibson et al. und Dorsaz et al. etablierten Verfahren
Perfusion des Hinterlaufs wurde mit Hilfe von Mikrosphdren analysiert, welche derzeit den

Goldstandard der Gewebeperfusionsmessung darstellen. Die Ergebnisse der zwei Methoden
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waren kongruent, doch war die Zunahme der FluBgeschwindigkeit zum Teil hoher als die

durch Mikrosphéren gemessene Perfusionssteigerung des Gewebes.

4.4 Intermittierende Thymosin-$4-Expression

BekanntermaBen fordert TB4 sowohl Angiogenese als auch Arteriogenese'*'%%1%7,
Vorarbeiten unserer Gruppe konnten zeigen, dass dies liber den TB4-MRTF-SRF-CCN-
Signalweg geschieht, wobei CCN1 Angiogenese vermittelt und CCN2 Maturation”. Wir
wollten herausfinden, ob sich die Ergebnisse der konstanten TB4-Uberexpression auch
wiederholen oder gar verbessern lassen, wenn T4 nicht konstant, sondern nur im Intervall
{iberexprimiert wird. Zugrunde lag die Uberlegung, dass die konstante TB4-Therapie eventuell
das AussprieBen und die Kapillarisierung durch eine frithzeitige GefaBBreifung vorschnell
unterdriickt und dass durch eine intervallmiBige Uberexpression eine stirkere Angiogenese
zugelassen wird. Dazu nutzten wir ein Tet-off-System, bei dem man die Uberexpression
durch Gabe von Doxycyclin stoppen kann (vgl. Kapitel 2.1.5). Das mit dem Tet-off
gekoppelte Zielgen (TB4) wurde mittels AAV intramuskuldr in den Unterschenkel appliziert
(vgl. Kapitel 2.2.4).

Es zeigte sich, dass das Kapillarwachstum gleich oder sogar leicht hoher war als bei der T4-
Gruppe (vgl. Abb. 13). Dies spricht dafiir, dass die Kapillarisierung in der Tat noch zu steigern
ist, wenn man die durch TB4 induzierten Maturierungsprozesse etwas verzogern kann. Der
Unterschied zwischen den Vergleichsgruppen war jedoch nur marginal, sodass man zum

derzeitigen Stand eine signifikante Steigerung der Angiogenese in Zweifel ziehen darf.

Andere untersuchte Parameter zeigten bei der Intervalltherapie eine reduzierte Wirksamkeit
gegeniiber der konstanten Uberexpression: So war in der GefiBBmaturation, dargestellt durch
die Anzahl an Perizyten pro Kapillare, eine signifikante Verbesserung durch konstante TB34-
Uberexpression feststellbar, die Intervalltherapie bewirkte hingegen keinen signifikanten
Unterschied zur Kontrollgruppe. Auch die Differenz zwischen den TB4-Vergleichsgruppen
war nicht signifikant (vgl. Abb. 15). Dies zeigt die Notwendigkeit eines kontinuierlichen
Stimulus® auf die Kapillaren, um robuste und stabile Gefdle zu bilden. Analog der
GefaBmaturation bewirkte eine kontinuierliche TB4-Therapie eine signifikant bessere
Gewebeperfusion des Unterschenkels gegeniiber der Kontrollgruppe. Eine intermittierende
TBR4-Therapie flihrte zu einer verbesserten Perfusion, doch war der Unterschied weder zur

Kontrollgruppe noch zur kontinuierlichen Therapie signifikant (vgl. Abb. 20).
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Die Anzahl der Kollateralen zeigte einen deutlicheren Unterschied: Die kontinuierliche Tf34-
Uberexpression bewirkte eine signifikante Zunahme an Kollateralen gegeniiber der Kontroll-
und Vergleichsgruppe (TB4 intermittierend). Die intermittierende Therapie fiihrte zu keiner
signifikanten Verbesserung gegeniiber der Kontrollgruppe (vgl. Abb. 17). Dagegen war die
Flussgeschwindigkeit durch die Kollateralen in beiden TB4-Therapien gegeniiber der
Kontrollgruppe signifikant erhoht, der Unterschied von der kontinuierlichen zur
intermittierenden Therapie war nur gering (vgl. Abb. 19). Dies ist kongruent mit der Tatsache,
dass wenige grofle Kollateralen Blut effizienter transportieren konnen als viele kleine (vgl.
Kapitel 1.2.3). Es iiberrascht jedoch insofern, als die kontinuierliche TB4-Uberexpression
sowohl die Anzahl der Kollateralen als auch die Flussgeschwindigkeit gegeniiber der
Kontrollgruppe signifikant steigern konnte. Die intermittierende Therapie bewirkte bei
geringerer Perfusion im Endstromgebiet und signifikant geringerer Anzahl an Kollateralen
fast die gleiche Zunahme an Flussgeschwindigkeit. Dies liefe sich durch Reifung weniger

besonders leistungsfahiger und kraftiger Kollateralen erklaren (siche dazu auch Abb. 18).

Angesichts der geringeren Wirkung von TB4 in der intermittierenden Therapie mit
Doxycyclin auf Kapillarreifung und Gewebeperfusion wire eine mogliche Uberlegung fiir
weitere Untersuchungen, das Intervall zu verdndern. So wurde in diesem Fall T4 fiir nur
zwei Tage liberexprimiert, gefolgt von einer flinftagigen Blockade. Anders et al. konnten
2012 nachweisen, dass Doxycyclin eine Depotbildung aufweist, die erst langsam nachlasst'’.
Dies konnte eine Erklarung fiir das vergleichsweise schwache Ergebnis der intermittierenden
Therapie sein: Nachdem die TRB4-Uberexpression fiinf Tage lang durch Doxycyclin
unterdriickt wurde, konnte sie aufgrund des Doxycyclin-Depots innerhalb der folgenden zwei
Tage nicht den gleichen Wirkspiegel erreichen wie im gleichen Zeitraum der kontinuierlichen
Uberexpression. Bei weiteren Versuchen konnte diese Betrachtung mit in das Studiendesign
einflieen, z.B. durch eine ldngere Expressionszeit von TB4. Die schon zuvor erwihnte
Verwendung eines Tet-On-Systems briachte den weiteren Vorteil mit sich, dass nach
Beendigung der Therapie durch Absetzen von Doxycyclin die von Anders et al. beschriebene

Depotwirkung noch fiir begrenzte Zeit eine im Verlauf abnehmende Uberexpression des

Zielgens zur Folge hitte.

4.5 TB4+ Ang2
Angiopoietin-2 bewirkt als Antagonist von Angiopoietin-1 eine Auflockerung der
GefiBwinde, eine Losldsung von Perizyten und eine erhohte GefiBpermeabilitit''>3*134,

Zugleich wirkt es in Gegenwart proangiogenetischer Faktoren selbst proangiogenetisch'*.
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Nachdem sich zeigte, dass eine TB4-Therapie im Intervall die funktionellen Effekte der T34-
Dauertherapie auf Angiogenese zwar wiederholen, aber nicht verbessern und die Effekte auf
Arteriogenese nicht wiederholen kann, wollten wir untersuchen, ob sich die Ergebnisse der
TB4-Dauertherapie verbessern lassen, indem man durch kurzzeitige, initiale Ang2-
Uberexpression mittels Auflockerung der perivaskuldren Matrix die Aussprossung von
Kapillaren erleichtert und somit die Angiogenese steigert. Da nach Gruchala et al. eine
wirksame Expressionsrate ca. ab Tag 6 nach Applikation erreicht ist’, lieBen wir eine
gleichzeitige Ang2-Tet- und TB4-Uberexpression bis Tag 12 zu und gaben von Tag 13 bis
Tag 35 Doxycyclin. Dadurch blieb die TB4-Uberexpression unberiihrt, wohingegen das Ang2-
Tet-Gen nach 7 Tagen Uberexpression supprimiert wurde. Zum Vergleich wurde eine
Kontrollgruppe nur mit Ang2 behandelt und eine weitere Kontrollgruppe mit T34 und Ang2
bis Tag 35 therapiert.

Die Angiogenese konnte durch eine zeitlich begrenzte Ang2-Koapplikation nicht gesteigert
werden, im Gegenteil fiel sie geringer aus, wenn auch nicht signifikant (vgl. Abb. 22).
Interessanterweise war die Angiogenese bei dauerhafter Koapplikation von TB4 und Ang?2
deutlich stdrker als bei zeitlich begrenzter Koapplikation. Sie konnte zwar das Ergebnis
alleiniger TR4-Uberexpression nicht verbessern, erreichte aber das gleiche Niveau. Alleinige
Ang2-Uberexpression bewirkte nur ein geringfiigig stirkeres Kapillarwachstum als in der
Kontrollgruppe. Dies bekriftigt die Beobachtung, dass Ang2 in Gegenwart
proangiogenetischer Wachstumsfaktoren selbst proangiogenetisch wirkt, in deren
Abwesenheit jedoch zu einem Riickgang der Angiogenese fithrt''”"**"%7 Dass die
Angiogenese durch Angiopoietin-2 nicht gesteigert werden konnte, sondern nur das gleiche
Niveau wie TB4 erreichte, konnte ein Hinweis darauf sein, dass es Synergien in den

Signalwegen der beiden Proteine gibt.

Die Wirkung von TB4 auf die GefdBmaturation wurde durch Ang2 vollstindig aufgehoben:
Die dauerhafte Koapplikation von TB4 und Ang2 bewirkte eine GefdBBmaturation in dem
gleichen Mafle wie alleinige Ang2-Applikation und nur geringfiigig stdrker als in der
Kontrollgruppe (vgl. Abb. 24). Der Unterschied zu alleiniger TB4-Uberexpression war
signifikant. Bei initialer Ang2-Koapplikation war ebenfalls eine geringere Dichte an Perizyten
zu beobachten, jedoch nicht in gleichem Malle reduziert, sodass es gegeniiber der TR4-
Therapie zu keinem signifikanten Riickgang an Perizytenanlagerung kam. Dies konnte der

kiirzeren Expressionszeit von Ang2 und seiner inflammatorischen Wirkung geschuldet sein.
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Das Kollateralenwachstum war bei alleiniger Ang2-Uberexpression geringer als in der
Kontrollgruppe, eine Beobachtung, die schon Reiss et al. machten'*’. Auch bei dauerhafter
Koapplikation von TB4 und Ang2 war die Anzahl der Kollateralen niedriger als in der
Kontrollgruppe, wohingegen die initiale Ang2-Koapplikation geringfiigig mehr Kollateralen
bewirkte als in der Kontrollgruppe. Der Unterschied zur T34-Therapie war in allen Varianten
signifikant (vgl. Abb. 25), passend zu der blockierten Maturierung bei Koapplikation von T4
und Ang2. Dieser Effekt spiegelte sich in der Blutflussgeschwindigkeit der Kollateralen
wider, welche bei alleiniger Ang2-Uberexpression signifikant reduziert war und auch bei
dauerhafter Koapplikation von TB4 und Ang2 weit unter jener bei alleiniger TB4-
Uberexpression blieb (vgl. Abb. 27). Eine Ausnahme bildete die Koapplikation von TB4 mit
nur initialer Ang2-Uberexpression. Hier lag die Flussgeschwindigkeit signifikant iiber den
Ang2-Vergleichsgruppen sowie der Kontrollgruppe und nur wenig hinter der TB4-Therapie.
Entsprechend waren die Kollateralen in der T34 + Ang2-Tet — Therapie trotz ihrer geringen
Anzahl vergleichsweise robust und kraftig (vgl. Abb. 26). Obwohl die Flussgeschwindigkeit in
beiden mit TB4 und Ang2 therapierten Gruppen im Verhéltnis zur Kontrollgruppe und auch
der Ang2-Referenzgruppe hoher war, als es die Maturierung und Gewebeperfusion vermuten
lieBen, so ist die Zunahme der Flussgeschwindigkeit in der TB4+Ang2-Tet-Gruppe gegeniiber
der TB4+Ang2-Gruppe doch erstaunlich.

Die Gewebeperfusion war in den Gruppen, welche ausschlieSlich oder teilweise mit Ang2
therapiert wurden, entsprechend der Reduzierung von Maturierung und Kollateralenwachstum
nur schwach ausgepréigt und lag geringfiigig tiber dem Niveau der Kontrollgruppe (vgl. Abb.
28).

Reiss et al. konnten zeigen, dass unter anderem die Dosierung von Ang2 entscheidend fiir die
Reperfusion nach einem Ischamieschaden ist'*’. So war in einem Mausmodell mit Ang2-
Uberexpression der Blutfluss signifikant schlechter als in Wildtyp-Miusen. In einem anderen
Modell von Tressel et al. hingegen wurde die Arteriogenese durch Ang2-Inhibition geblockt,
ein Umstand, der so gewertet wurde, dass Ang2 in einer physiologischen, transienten
Hochregulierung stimulierend wirkt und in dieser Form fiir Arteriogenese essentiell ist, dass
es aber in hoheren Konzentrationen als der physiologischen Dosis oder auch bei ldngerer
Expressionszeit eine chronische Inflammation hervorruft und mit Leckage und
GefaBriickbildung einhergeht'”. Es lisst sich festhalten, dass weder durch kontinuierliche

noch ausschlieBlich initiale Ang2-Koapplikation eine Wirkungssteigerung auf Angiogenese
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und Arteriogenese von TB4 erreicht werden konnte; vielmehr wurde die Arteriogenese bei

kontinuierlicher Ang2-Uberexpression weitgehend inhibiert.

Unsere Arbeitsgruppe konnte kiirzlich den therapeutischen Effekt von kontinuierlicher Angl-
Expression und initialer Ang2-Expression mit robuster Kapillarisierung und Maturation im
murinen Hinterlauf-Ischdmie-Modell aufzeigen, welcher weder durch alleinige Applikation

140

von Angl noch von Ang2 erreicht werden konnte ™. Brudno et al. wiesen nach, dass die

zeitlich versetzte Applikation von Ang2 und Angl ebenfalls ein starkes Kapillarwachstum mit

180 1~: .. . R ) L.
. Dies konnte zum Einen ein Hinweis dafiir sein,

nicht inhibierter Maturation zur Folge hatte
dass Angl als starker Maturationsfaktor und Ang2-Antagonist mithilfe der aufgelockerten
perivaskuldren Matrix in stirkerem Malle stabile und reife Gefdlle bilden kann als T4. Zum
Anderen konnte es bedeuten, dass drei Tage Uberexpression von Ang2 reichen, um eine
starke Maturation zu gewihrleisten, und dass die in unserer Studie angewandte Dauer von

sieben Tagen zu lang ist.

4.6 TB4+L-Name:

TB4 wirkt iiber CCNI und CCN2 auf Angiogenese und Arteriogenese’”. Die
proangiogenetische Wirkung der TB4-Applikation im Unterschenkel reicht aus, um im
Oberschenkel das Wachstum funktionsfihiger Kollateralgefifie zu induzieren”'®' (vgl. Abb.
18). Durch die Bildung eines robusten Systems der Mikrozirkulation mit stabilen Kapillaren
und Mikroarteriolen wird die Oberfliche des Endstromgebietes vergrofert. Der somit erhdhte
Abstrom von Blut bewirkt an den vorangeschalteten arteriellen GefiBlen eine erhohte
Schubspannung, welche fiir die Arteriogenese essentiell ist**. Durch Schubspannung wird aus

32,33 , welches als essentieller Bestandteil tiber den

aktivierten Endothelzellen NO freigesetzt
NOS-Signalweg an der Arteriogenese beteiligt ist'*’'*. Wir stellten die Hypothese auf, dass
das Kollateralenwachstum im Oberschenkel iiber einen NO-abhédngigen Riickkopplungs-
Mechanismus (,,backward signalling*) aus dem Unterschenkel vermittelt wird. Dies wollten

wir mittels NO-Inhibition durch L-NAME, einem nicht-selektiven NOS-Inhibitor, bestétigen.

Die Ergebnisse unserer Versuche bekriftigten die Hypothese des ,,backward signalling*:
Durch Ko-Applikation von L-NAME fiel die Kapillardichte im Unterschenkel im Vergleich
zu einer konstanten TB4-Uberexpression etwas geringer aus, ohne dass der Unterschied
signifikant wire (vgl. Abb. 29). Auch die GefdBmaturation wurde durch Ko-Applikation von
L-NAME nur leicht reduziert, der Unterschied zur alleinigen TRB4-Therapie war nicht
signifikant (vgl. Abb. 31). Dagegen waren sowohl die Anzahl der Kollateralen als auch die

Flussgeschwindigkeit bei Ko-Applikation von L-NAME signifikant erniedrigt, die Werte
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befanden sich nur knapp iiber der Kontrollgruppe (vgl. Abb. 33, 35). Entsprechend der
schlechten Kollateralisierung war auch die Gewebeperfusion im Endstromgebiet signifikant
reduziert gegeniiber der TB4-Therapie (vgl. Abb. 36). Durch Blockade des NO-Signalweges
wurde also die durch T4 vermittelte Kollateralenbildung verhindert und damit einhergehend
die Flussgeschwindigkeit in den Kollateralen sowie mangels ausreichender Blutversorgung
die periphere Gewebeperfusion signifikant begrenzt. Somit scheint der Signalweg, welcher zu

einem Kollateralenwachstum fithrt, NO-abhéngig zu sein.

Die Kollateralisierung wurde jedoch nicht vollstdndig aufgehoben, die Werte lagen dennoch
etwas lber denen der Kontrollgruppe. Lohr et al. konnten kiirzlich durch Infrarotlicht-
Versuche nachweisen, dass NO nicht ausschlieSlich von NOS synthetisiert, sondern noch
tiber andere Mechanismen bereitgestellt wird'®. Dies konnte erkliren, dass bei L-NAME-
Therapie trotz der NOS-Inaktivierung Kollateralisierung, Blutflussgeschwindigkeit und
Gewebeperfusion zwar signifikant schlechter waren als bei der TB4-Therapie, jedoch nicht
komplett supprimiert wurden und auf das Niveau der Kontrollgruppe sanken. Die Ergebnisse

sind aussagekriftig in der Bestatigung der Hypothese des NO-Riickkopplungs-Mechanismus®.
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Abb. 37: T34 vermittelt iiber CCNI Angiogenese und iiber CCN2 Gefdfsmaturation durch Stabilisierung der
Zellwdnde, u.a. mittels Perizytenanlagerung. Die Perizytenanlagerung kann durch Ang2 abrogiert
werden. In den vorangehenden Arteriolen wird durch den zusdtzlichen Abstrom eine Schubspannung
erzeugt, welche wiederum die Freisetzung von NO aus den Endothelzellen bewirkt. Uber einen NO-
vermittelten Signalweg kommt es zu einer Ausbildung von Kollateralen im Oberschenkel. Dieser
Signalweg kann durch L-NAME, einem NOS-Inhibitor, blockiert werden [nach Hinkel et al., 2014].
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5 Zusammenfassung

Atherosklerose und pAVK sind Krankheitsbilder, die besonders in Industriestaaten immer
mehr Menschen betreffen und fiir welche die Behandlungsmethoden bei einem zunehmenden
Anteil von Patienten ausgeschopft sind. Ein Forschungsfokus liegt aufgrund der geringen
Invasivitdat und der vielen Moglichkeiten seit einiger Zeit verstdarkt auf der Gentherapie. In
Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe stellte sich Thymosin-4 als vielversprechendes Protein
heraus, das iiber den TR4-MRTF-SRF-CCN-Signalweg sowohl Angiogenese als auch

Maturation und Kollateralisierung fordert.

Die vorliegende Arbeit untersucht die Frage, ob durch eine Verdnderung der TB4-Therapie,
entweder durch Uberexpression im Intervall oder durch Ko-Applikation von Ang2, die

funktionellen Ergebnisse wiederholt oder verbessert werden konnen.

Die TB4-Uberexpression wurde im Intervall durch ein Tet-off-System mittels Doxycyclin
unterdriickt. Es zeigte sich, dass das Kapillarwachstum bei der Expression im Intervall in der
Tat geringfiigig stirker ist als bei konstanter TB4-Expression. Jedoch war diese Zunahme
insignifikant und verbesserte weder die nachfolgende Maturation der GefiBe noch die
Hinterlaufperfusion, im Gegenteil, beide Parameter fielen geringer aus als bei konstanter

Expression.

Anschlieend wurde untersucht, ob sich bei Ko-Applikation von T84 und Ang2 durch die
initiale Wirkung von Ang2 auf extrazellulire Matrix und GefdBwanddichte die
Kapillarisierung und anschlieBende GefaBreifung verbessern lassen. Dabei stellte sich heraus,

dass alle untersuchten Parameter nicht zu- sondern abnahmen.

Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass die Ergebnisse einer kontinuierlichen TB4-
Uberexpression weder durch eine Intervalltherapie noch durch kombinierte TB4- und Ang2-

Applikation mit den von uns gewéhlten Parametern verbessert werden kénnen.

In einem zweiten Teil der Arbeit sollte untersucht werden, ob das Kollateralenwachstum von
der NO-Riickkopplung aus dem Endstromgebiet abhingig ist. Dazu wurde L-NAME, ein
nicht-selektiver NOS-Inhibitor, fiir die Dauer der Therapie verabreicht. In der Tat war die
Kollateralisierung und damit einhergehend die Flussgeschwindigkeit sowie die
Gewebeperfusion signifikant erniedrigt, wohingegen die unabhingig vom NOS-pathway

funktionierende Angiogenese und Maturierung nicht signifikant veridndert waren. Diese
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Ergebnisse bekriftigen die Hypothese des NO-abhingigen Riickkopplungsmechanismus
zwischen Angiogenese und Maturierung im Endstromgebiet und proximal davon

stattfindender Kollateralisierung.
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6 Abkiirzungsverzeichnis

A. femoralis
AAV
ABIN-2
AD
AKT
Ang

AP
bFGF
BSA
cDNA
cGMP

DNA
dsDNA
EPC
FIB
FKHR

GC
GPC1

HCC
HIF-1a
HUVEC
ICAM 1
IL

Arteria femoralis
Adeno-assoziierter Virus

A20 Binding Inhibitor of NFkB 2
M. adductor magnus
Proteinkinase B

Angiopoietin

Alkalische Phosphatase

Basic Fibroblast Growth Factor
Bovine Serum Albumin
Komplementire DNA

Cyclisches Guanosinmonophosphat
Tag

Dalton

Deoxyribonucleic Acid
Doppelstrang DNA

Endotheliale Progenitorzelle

M. fibularis

Forkhead Transcription Factor
Vielfaches der Erdbeschleunigung
M. gastrocnemius

Glypican-1

Stunde

Leberzellkarzinom
Hypoxie-induzierbarer Faktor 1a
Human Umbilical Vein Endothelial Cell
Intercellular Adhesion Molecule 1

Interleukin
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Kap Kapillaren

kDa Kilo Dalton

Lig. inguinale Ligamentum inguinale

LPS Lipopolysaccharid

LYL 1 Protein ,,LYL 1¢

M mol/l

M. tibialis anterior Musculus tibialis anterior

MCP Monocyte Chemotactic Protein

MF Muskelfaser

min Minute

MIP Macrophage Inflammatory Protein

ml Milliliter

MRTF Myocardin Related Transcription Factor
N. ischiadicus Nervus ischiadicus

NF«B Nuclear Factor ,,Kappa-light-chain-enhancer* of activated B-cells
NFW Nuclease Free Water

nm Nanometer

NO Nitric oxide / Stickstoffmonoxid

NOS Nitric Oxid Synthase

pAVK Periphere Arterielle Verschlusskrankheit
PBS Phosphatgepufferte Salzsdure

PCR Polymerase Chain Reaction

PDGF Platelet Derived Growth Factor

PEI Polyethylenimin

PI3K Phosphoinositid-3-Kinase

PMN Polymorphonukledre Neutrophile Leukozyten
rAAV Rekombinanter AAV

RNA Ribonucleic Acid

rpm Umdrehungen pro Minute

rt-PCR Echtzeit-PCR
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SCID

SRF

ssDNA

TA

TGF-B
TIVA
TNF-a

V. femoralis
VEGF

VM

Severe Combined Immunodeficiency
Serum Response Factor

Einzelstrang DNA

M. tibialis anterior

Transforming Growth Factor Beta
Total Intravendse Anisthesie

Tumor Nekrose Faktor a

Vena femoralis

Vascular Endothelial Growth Factor

M. Vastus medialis
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