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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Klinische Grundlage: Die periphere arterielle Verschlusskrankheit

Die periphere arterielle Verschlusskrankheit (PAVK) definiert sich durch eine eingeschrénkte
Durchblutung der Extremitdten-versorgenden Arterien oder seltener der Aorta. Die
Behinderung des Blutflusses kann durch eine Einengung (Stenose) oder einen
Komplettverschluss (Okklusion) bedingt sein [1]. Ungeféhr 95 % der Félle chronischer PAVK
sind mit Arteriosklerose assoziiert. Dabei kommt der Atherothrombose als symptomatischer
Auspragung eine besondere Bedeutung zu [2]. Ebenso spielen embolische Ereignisse kardialer
und arterieller Genese mit zunehmendem Alter eine wichtige Rolle [3]. In Deutschland wird
die PAVK (blicherweise nach Fontaine klassifiziert, wéhrend im angloamerikanischen Raum

die Einteilung nach Rutherford haufiger angewandt wird (siehe Tabelle 1).

Fontaine Rutherford

Stadium  Klinisches Bild Grad Kategorie  Klinisches Bild

I asymptomatisch 0 0 asymptomatisch

la Gehstrecke > 200m I 1 leichte Claudicatio intermittens

b Gehstrecke < 200m I 2 méRige Claudicatio intermittens
I 3 schwere Claudicatio intermittens

i ischdmischer Ruheschmerz | I 4 ischdmischer Ruheschmerz

v Ulkus, Gangrén i 5 kleinflachige Nekrose
I 6 grolflachige Nekrose

Tabelle 1: Klassifikation der PAVK nach Fontaine und Rutherford. Das Stadium Il nach Fontaine
entspricht der ,,Claudicatio intermittens* (im Volksmund ,,Schaufensterkrankheit*). Stadium Ill und
IV werden auch als ,kritische Extremitatenischamie* (critical limb ischemia, CLI) bezeichnet (gemafr
der Leitlinie zur PAVK, 2015 [1]).

Durch objektive Messverfahren (Kndchel-Arm-Index) konnte in epidemiologischen Studien
eine Gesamtpravalenz der PAVK von 3-10% festgestellt werden, mit einem Anstieg der
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Préavalenz auf Uber 20% bei Uber 65-Jahrigen [4-6]. Eine Auswertung von DRG-
Aufnahmediagnosen konnte auRerdem einen Anstieg der Krankheitsstadien mit dem Alter
sowie eine gesteigerte Inzidenz der PAVK in Deutschland anhand der Hospitalisierungsraten
zeigen (2,67 % aller Hospitalisierungen in 2005 auf 3,0 % in 2009) [7]. Fur die Einstufung als
Hockrisikopatient scheinen auBer dem Alter vor allem Rauchen und Diabetes mellitus eine
wichtige Rolle zu spielen [8, 9]. In der PARTNERS-Studie betrug die Pravalenz der PAVK in
solch einer Risikopopulation 29 % [10]. PAVK-Patienten weisen zudem eine deutlich
erhOhtes Mortalitats- und Morbiditatsrisiko hinsichtlich weiterer kardiovaskularer Ereignisse
wie Schlaganfall und Herzinfarkt auf [11, 12]. Diese Komorbiditdten sind mafRgeblich
mitbestimmend fur die Prognose der Patienten. Die 4-Jahres-Sterblichkeit liegt bei Patienten
mit Claudicatio intermittens bei 18,9 % und steigt vom Anfangs- bis zum Endstadium der
kritischen Extremitatenischamie von 37,7 % auf 63,5 % an. Das Amputationsrisiko auf 4
Jahre gerechnet liegt vom ersten bis zum letzten Stadium nach Rutherford zwischen 4,6 %
und 67,3 % [13]. Diabetiker haben eine deutlich schlechtere Prognose mit einer
durchschnittlichen 1-Jahres Mortalitat von 26 % im Vergleich zu 12 % bei Nichtdiabetikern.
Bei der Halfte aller diabetischen Patienten war aullerdem innerhalb eines Jahres eine
Majoramputation erforderlich [14]. In der weltweit groRten internationalen Register-Studie
zur Atherothrombose konnte sogar gezeigt werden, dass die jahrliche Sterblichkeitsrate bei
PAVK-Patienten hoher liegt (2,4 %) als bei KHK-Patienten (1,8 %) [15].

Die aktuelle Therapieempfehlung der PAVK umfasst konservative, medikamentose,
chirurgische und interventionelle Verfahren. Die Basis jeder Behandlung stellen dabei die
Kontrolle der kardiovaskuldren Risikofaktoren und ihrer Begleiterkrankungen sowie die
Verbesserung des peripheren Blutflusses zur Hemmung der Krankheitsprogression dar. Je
nach Stadium der Erkrankung stehen unterschiedliche Ziele im Vordergrund. Wéhrend im
asymptomatischen Stadium der PAVK zunéchst auf die Risikoreduktion von vaskuldren
Ereignissen geachtet wird, spielt im Stadium der Claudicatio intermittens eher die
symptomatische Verbesserung mit Verldngerung der schmerzfreien Gehstrecke und
Optimierung von Mobilitdt und Lebensqualitit eine Ubergeordnete Rolle. Im Stadium der
kritischen Extremitatenischamie gewinnt zudem die Vermeidung von Ulzerationen und der
Gliedmalienerhalt an Bedeutung [16, 17]. Bei allen Patienten ist stadienunabhdngig ein
Management vorliegender Risikofaktoren, vor allem Rauchen, Diabetes, Hypertonie und
Dyslipidamie, essentiell [18-20]. Des Weiteren wird eine
Thrombozytenaggregationshemmung mit ASS oder Clopidogrel in fast allen Féllen (in

Stadium | nach Fontaine umstritten) empfohlen [21, 22]. Als wichtigste nichtmedikamentdse
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Therapie konnte das strukturierte Gehtraining einen bedeutenden Nutzen flir asymptomatische
und Patienten mit einer Claudicatio intermittens erzielen [23]. Letztere profitierten auch von
einer spezifischen medikamentdsen Therapie mit dem Phosphodiesterase-111-Hemmer
Cilostazol oder dem Vasodilatator Naftidrofuryl [24, 25]. Fur Patienten mit Kritischer
Extremitatenischamie, aber auch fir ausgewahlte Patienten mit Claudicatio kommen
schlieBlich invasive Methoden zum Einsatz, wobei der interventionellen Therapie aufgrund
des geringeren perioperativen Rsikios bei gleichem Nutzen der VVorzug gegeben wird [26, 27].
Langst nicht bei allen Patienten fihren diese MaRnahmen jedoch zum Erfolg. Mehrere
Studien weisen darauf hin, dass der Anteil an sogenannten ,,no-option* Patienten aufgrund
zunehmenden Alters und Komorbiditét steigen wird [28, 29]. Um auch diesen Menschen ein
amputationsfreies Uberleben zu ermdglichen, fanden neben den konventionellen Verfahren in
den letzten Jahren immer mehr Ansétze neuer Therapieformen aus der experimentellen
Forschung Einzug in Klinische Studien. Der wohl vielversprechendste Ansatz der molekularen
Medizin zur Bek&mpfung chronischer Ischamien ist das Konzept der therapeutischen

Neovaskularisierung.

1.2 Prozesse des Gefal3neubildung

Bevor auf die neueren Therapiemdglichkeiten im Detail eingegangen wird, sollen zunéchst die
Prozesse der GefaRneubildung erldutert werden. Eine Grundkenntnis von Angiogenese,
Gefélstabilisierung und Arteriogenese ist essentiell, um die Ansatzpunkte molekularer

Verfahren zur therapeutischen Neovaskularisierung zu verstehen.

1.2.1 Angiogenese und Vaskulogenese

Angiogenese definiert das Wachstum von BlutgefaBen als Prozess der Aussprossung
endothelialer Zellen aus bereits existierenden Gefal3strukturen und deren rohrenférmige
Anordnung zu neuen Kapillaren [30, 31]. Dem gegenubergestellt steht der Begriff der
Vaskulogenese, der die ,de novo“ Entstehung von Gefdlen aus mesodermalen
Vorléauferzellen, sogenannten Angioblasten, meint [32]. Da letzterer Vorgang vor allem fur
die Entwicklung des embryonalen Gefél3systems Relevanz hat und dessen postnatale Genese
durch frei zirkulierende, endotheliale Progenitorzellen (EPCs) eher umstritten ist, wird an

dieser Stelle nicht néher darauf eingegangen. Es sei jedoch erwahnt, dass die Anwesenheit
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dieser Zellen durch parakrine Stimulation durchaus einen Einfluss auf das Gefalwachstum zu
haben scheint [33].

Im adulten, gesunden Organismus befinden sich Endothelzellen in einem Ruhezustand, der
durch wandbildende Zellen, sogenannte Perizyten, und deren gemeinsame Basalmembran mit
Endothelzellen aufrechterhalten wird [34]. Damit Angiogenese geschehen kann, ist ein
Auflosen dieses stabilen Komplexes erforderlich. Bestimmte Pathologien, z.B. Entziindung,
Tumoren oder Ischamie, sind durch Milieuverdnderungen dazu in der Lage, diesen Prozess
einzuleiten. Einer der wohl stérksten Trigger ist die Hypoxie. Sie fuhrt zur Stabilisierung des
Hypoxie-induzierbaren Faktors 1 (HIF-1) und infolgedessen zur Freisetzung pro-angiogener
Substanzen, wie z.B. VEGF [35]. Dieser Faktor ist zusammen mit Notch mal3geblich an der
Ausbildung zweier fur die Angiogenese essentieller endothelialer Zelltypen verantwortlich:
Stiel- und Endzellen.

Endzellen (tip cells) bilden die Spitze der Aussprossung. Sie sind reich an Matrix-
Metalloproteasen, z.B. MMP-1, die in der Lage sind die Basalmembran aufzuspalten und pro-
angiogene Stoffe daraus freizusetzen [36]. Ebenso werden anti-angiogene Fakoren freigesetzt,
um ein kontrolliertes Wachstum des neu entstehenden GefaRbaums zu ermdglichen [37].
Endzellen haben einen dichten Besatz an VEGF-Rezeptor-2 (VEGFR-2) und werden daher
durch VEGF aktiviert und zur Migration und Ausbildung von sogenannten Filopodien
angeregt, die quasi als Sensor fir das VEGF-Signal fungieren. Gleichzeitig sorgen Endzellen
durch laterale Inhibition dafir, dass es nicht zu einer UbermaRigen Entwicklung ihrer Sorte
kommt, sondern dass ihre benachbarten Zellen sich zu Stielzellen formieren. Dies geschieht,
da alle Endothelzellen auf das VEGF-Signal hin den Notch Liganden DLL4 exprimieren,
jedoch in unterschiedlichem Male. Nur die Zellen mit den hdchsten Spiegeln an DLL4
entwickeln sich zu Endzellen, da sie das Notch-Signal in Nachbarzellen besser aktivieren und
diese damit zur Umwandlung in Stielzellen zwingen [38]. Stielzellen (stalk cells) sind
gekennzeichnet durch hohe Notch-Aktivitdt und verantwortlich fur die Proliferation des
wachsenden Gefél3astes und die Lumenbildung. Dieser Prozess wird maRgeblich durch die
Aktivierung des Wnt-Signalwegs durch Notch gesteuert. Stielzellen sind vor allem mit
VEGFR-1 besetzt und tragen damit ihrerseits zur lateralen Inhibition durch Limitierung
ubermé&Rigen Wachstums von Endzellen bei [39]. Die Umwandlung in einen der beiden
Zelltypen ist kein finaler Zustand, sondern ein dynamischer Prozess, um veranderten
Anforderungen, z.B. dem Bedarf erneuter Aufzweigungen, gerecht zu werden [40].

Um eine geschlossene Blutzirkulation zu ermdéglichen, missen Endzellen mit den Filopodien

andere Endzellen interagieren, sodass es zu einer Anastomose der Kapillarstumpfe kommt.
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Dieser Prozess kann durch Makrophagen unterstitzt werden [41]. Die Anastomose wird dann
durch VE-Cadherin-haltige Zellverbindungen aufrechterhalten. Im Anschluss ist eine
Perfusion des neuen GefdRes moglich, wodurch wiederum eine Remodellierung durch
Scherspannung-sensitive Transkriptionsfaktoren, wie z.B. KLF-2, induziert wird [42].
Schliel3lich kommt es zu einem Versiegen des VEGF-Signals durch Reoxygenierung des
hypoxischen Areals. Die Endothelzellen kehren wieder in ihren Ruhezustand, aufgrund ihrer

Morphologie als sogenannte Phalanxzellen bezeichnet, zurtick [43].

1.2.2 GefalBmaturierung

Damit neu entstandene Kapillaren ihre Funktion erflllen kdnnen, mussen sie ausreifen und
stabilisiert werden. Dieser Prozess wird Maturierung genannt und meint vor allem die
Anlagerung von Perizyten an Endothelzellen und die Bildung einer gemeinsamen
Basalmembran. Diese beiden Vorgénge konnen z.B. sehr gut mit dem Faktor TGF-R induziert
werden, der auch fir den Wachstumsarrest proliferierender Endothelzellen von Bedeutung ist
[44]. Die Bindung an TGF-R-Rezeptor-2 (TGFRR-2) fihrt entweder Uber ALK-1 zur
Migration und Proliferation von Perizyten oder tber ALK-5 zur Ausdifferenzierung mit
konsekutiver Gefalstabilisierung [45].

Perizyten haben eine starke Ahnlichkeit mit mesenchymalen Stammzellen [46, 47]. Oft
werden sie auch zu den myofibroblastischen Zellen gezahlt [48]. Tats&chlich ist die Herkunft
von Perizyten unklar, es wird davon ausgegangen, dass sie in der Lage sind eine epithelial-
mesenchymale Transition (EMT) zu durchlaufen. Manche Autoren sind sogar der Auffassung,
dass alle mesenchymale Stammzellen Perizyten seien [49]. Ein wesentlicher Unterschied
zwischen Perizyten und glatten GefaBmuskelzellen ist, dass Perizyten direkte
Zellverbindungen mit Endothelzellen aufweisen und nicht durch extrazellulare Matrix von
diesen getrennt werden [50, 51]. Fir die Vermittlung dieser Endothelzell-Perizyten Kontakte
scheint endotheliales Sphingosin-1-Posphat (S1P) eine bedeutende Rolle zu spielen, das an G-
Protein-gekoppelten Rezeptoren (S1PR1-5) bindet [52]. Die Interaktion Uber diese Zell-Zell-
Kontakte ist wichtig, da Perizyten dazu in der Lage sind geringe Mengen an VEGF zu
produzieren, was die ruhenden Endothelzellen vor der Apoptose bewahrt [53].

Ein weiterer wichtiger Faktor der Gefaimaturierung mit einem starken Einfluss auf murale
Zellen ist PDGF-B. Er wird von Endothelzellen sezerniert und stimuliert Perizyten durch
Bindung an PDGF-Rezeptor-R (PDGFR-R). Dadurch kénnen Perizyten entweder von einer
lokalen Quelle oder aus dem Knochenmark rekrutiert werden [54]. Da PDGF-B vor allem von
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Endzellen sezerniert wird, finden sich Perizyten vertdrkt im Bereich des wachsenden
Gefalsprosses.

Das fir die Perizytenrekrutierung ebenfalls wichtige Angiopoietin/Tie2 System wird
gesondert in Kapitel 1.4 behandelt, da es aufgrund der Anwendung in den Versuchen dieser

Arbeit einer ausfuhrlicheren Auseinandersetzung bedarf.

1.2.3 Arteriogenese

Fir eine funktionale Durchblutung sind maturierte Mikrogeféal3e nicht ausreichend. Es bedarf
arterieller KonduktanzgefélRe, die groRere VVolumina an Blut zum Kapillarbett transportieren
kénnen und auflerdem durch glatte GefaBmuskelzellen tonusregulierende Eigenschaften
besitzen. Bei stenosierten oder okkludierten Arterien kommt dem Bluttransport Gber
Umgehungskreislaufe eine besondere Bedeutung zu. Im adulten Organismus meint
Arteriogenese das Wachstum solcher Kollateralgefdle aus pra-existenten, arterioldren
Anastomosen [55].

Es herrscht Uneinigkeit dartiber, ob Kollateralen lediglich aus bereits vorhandenen,
arteriolaren Netzwerken entstehen oder sich selbst beim Erwachsenen noch ,,de novo* bilden
kdnnen [56]. Genauere Messverfahren konnten jedoch zeigen, dass neu-entstanden geglaubte
arterielle Kreislaufe bereits in Form (mit konventionellen Methoden) nicht detektierbarer
Arteriolen vorhanden waren [57, 58]. Als relativ gesichert gilt hingegen, dass es sich beim
mafgeblichen Stimulus der Arteriogenese nicht um einen chemischen (Hypoxie) wie bei der
Angiogenese handelt, sondern um eine physikalische Grol3e, genannt Scherspannung [59]. Im
Falle einer progredienten Stenosierung oder Okklusion entsteht in den Mikrokollateralen
durch Druckabfall im post-stenotischen Gebiet ein Blutstrom entlang des Druckgradienten mit
konsekutivem Anstieg der Scherspannung auf Endothelzellen [60]. Diese Ubersetzen den
physikalischen Reiz in verénderte Genexpressionsmuster, wodurch die Arteriogenese
eingeleitet wird.

Eine essentielle Rolle dabei spielen mononukledre Zellen, da sie mit Wachstumsfaktoren, wie
z.B. FGF, beladen sind [61]. Fir die Rekrutierung von mononukledren Zellen ist das
chemotaktisch wirksame MCP-1 wichtig, das den monozytaren Rezeptor CCR2 bindet [62].
Durch die Scherspannung kann das Endothel aulerdem zur Produktion der
Adhésionsmolekiile ICAM-1 und VCAM-1 (iber den NFxB-Signalweg angeregt werden, was
ebenso zur Akkumulation von Monozyten am Ort der Arteriogenese fiihrt [63]. Diese

infiltrieren die Gefalwand, differenzieren zu Makrophagen und bereiten das Kollateralgefal
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durch Zersetzung der extrazellularen Matrix mit Matrix-Metalloproteasen auf den
Umbauprozess vor. Der inflammatorische Vorgang wird durch T-Lymphozyten, die tber die
Adventitia einwandern, unterstitzt und ist essentiell fiir die Arteriogenese [64, 65].

Im Anschluss kann im aufgelockerten Bindegewebe eine Proliferation von Endothelzellen und
glatter GefaBmuskulatur stattfinden. Im Endothel kommt es zur Aktivierung zahlreicher
Signalkaskaden, wie z.B. PI3K/Akt und ERK-1/2, die fur die Regulation der Arteriogenese
essentiell sind [66, 67]. Fir die Rekrutierung von glatten GefaBmuskelzellen konnte die
Bedeutung der Scherspannungs-abhéngigen Aktivierung der endothelialen NO-Synthase
(eNOS) identifziert werden [68, 69]. Die NO-vermittelte Vasodilatation fuhrt zu einer
vergroRerten zirkuldaren Wandspannung mit konsekutiver Mediaproliferation und -
hypertrophie [70]. Nachdem eine bis zu 20-fache VergrofRerung des Gefdlles eingetreten ist
[71] kommt es zur Maturierung durch Wiederanlagerung der glatten GefaBmuskelzellen und
erneuten Stabilisierung der Wandschichten mit Elastin und Kollagen [72]. Da das
Kollateralwachstum unterschiedlich schnell ablduft, kommt es in kleineren Arteriolen durch
Abfall der Scherspannung im Verlauf zu einer Uberschielenden Intimaproliferation mit
konsekutivem Verschluss. Die Folge ist ein effizienterer Bluttransport Uber wenige grofle
Kollateralen [73].

1.3 Neue Therapieansatze

Zahlreiche Verfahren der Gen- und Stammzell-vermittelten Therapie wurden bereits
entwickelt und erforscht mit dem Ziel eine funktionelle Revaskularisation ischamischen
Muskelgewebes zu erreichen. Im Folgenden wird aufgrund des thematischen Schwerpunktes

dieser Arbeit lediglich auf die gentherapeutischen Aspekte naher eingegangen.

1.3.1 Gentherapie

Gentherapie meint das Einbringen von RNA oder DNA in korpereigene Zellen zu
therapeutischen Zwecken. Dies kann zum einen ex vivo erfolgen, indem zunéchst Zellen dem
Korper entnommen und dann gentherapeutisch aufbereitet werden, bevor sie wieder in den
Korper verpflanzt werden. Zum anderen kann die Einbringung von Genen auch in vivo
durchgefuhrt werden, vorausgesetzt man kann Zielareal und Zielzellen erfolgreich genug

erreichen. Dabei kann das gewunschte Gen entweder in die Wirts-DNA eingebaut werden
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oder als Episom extrachromosomal verbleiben. Es lassen sich also integrierende von nicht-
integrierenden Genen unterscheiden. Es gibt zwei Formen der Gentherapie: In der
Keimbahntherapie werden Keimzellen oder frihe Embryonalzellen genetisch verdndert,
sodass die genetische Modifikation vererbbar wird. Da diese Form der Gentherapie aktuell
verboten ist, befasst sich die vorliegende Arbeit mit der somatischen Gentherapie, bei der in
differenzierteren Zellen, die nicht in die Keimbahn einflieBen, ein Gentransfer durchgefiihrt
wird. Damit bleibt die Veranderung auf das behandelte Individuum beschrankt [74, 75]. Die
wohl grolite Hirde der Gentherapie bleibt bis heute die Genlbertragung. Zahlreiche Vektoren
wurden bereits ausgetestet, wobei sich diese vereinfacht in non-virale (Transfektion) und
virale (Transduktion) unterscheiden lassen [76].

Die einfachste nicht-virale Methode ist die Transfektion von nackter DNA, z.B. in Form eines
Plasmids [77]. Daflir wurden mehrere chemische (z.B. Polyethylenimin) und physikalische
(z.B. Elektroporation) Verfahren entwickelt, die jedoch eher fiir die Ubertragung auf Zellen ex
vivo zuganglich sind [78]. Vielversprechender sind Transporter, die die DNA verpackt zur
Zielzelle in vivo beférdern, wie z.B. Liposomen oder Mikrobubbles [79, 80]. Allen
gemeinsam ist jedoch die im Vergleich zu viralen Verfahren relativ geringe
Transfektionseffizienz und Expressionsdauer, dafir aber eine praktisch fehlende
Immunreaktion [81]. Ein sehr interessanter Ansatz verfolgt die Einflihrung eines 47.
kinstlichen Chromosoms in Zielzellen als Vektor fur groRe oder mehrere Gene [82].

Eine groRere Hoffnung fiir die Genubertragung stellen aktuell virale Vektoren dar. Sie sind
effizienter in der Transduktion von Genen und haben prinzipiell die Féhigkeit eine
Langzeitexpression zu induzieren. Diese kann jedoch abh&ngig vom jeweiligen Virustyp
durch eine mehr oder weniger starke Immunogenitét eingeschrankt werden.

Adenovirale (Ad) Vektoren kdnnen eine breite Palette an Zellen transduzieren, darunter auch
Skelett- und glatte Muskelzellen [83]. Sie zeigen eine solide aber nur ein bis zwei Wochen
andauernde Expression des Transgens, was sie flr pro-angiogene Kurzeittherapien in
ischdmischem Muskelgewebe interessant macht [84, 85]. Der groRte Nachteil von Ad
Vektoren, vor allem dalterer Generation, ist die Immunogenitat [86]. Mit der neusten
Generation konnte die Gefahr einer Immunantwort zwar reduziert werden, jedoch bleibt eine
gewisse Toxizitat, die zudem die Wirkung weiterer Dosen herabsenkt [87]. Da diese
unerwinschte Wirkung auf den breiten Tropismus mit ungewollter Transduktion zahlreicher
unbeteiligter Zellen durch den Ad Vektor zurtickzufuhren ist, versucht man nun das Risiko
durch lokale Applikationen zu senken [88]. Dennoch ist bei der Anwendung dieser Vektoren

in klinischen Studien Vorsicht geboten. Ein weiterer denkbarer Vektor fiir die therapeutische
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Neovaskulasrisierung ist das Lentivirus (LV), das vor allem durch seinen Tropismus fiir
Endothelzellen [89] und die Erfolge in der Behandlung hdmatopoietischer Erkrankungen an
Aufmerksamkeit gewann [90, 91]. Aufgrund der Fahigkeit zufallig aber nachhaltig ins Genom
zu integrieren, eignet sich der LV Vektor gut fur eine Langzeitexpression des Zielgens [92].
Jedoch sind auch die hiermit verbundenen Risiken einer potentiellen malignen Entartung zu
beachten [93]. In der LV-gestutzten Behandlung des SCID-Syndroms bei vier Kindern kam es
bei einem Kind zur Ausbildung einer Leuk&dmie, die moglicherweise Vektor-induziert sein
konnte [94]. Durch Modifikation der LV-Vektoren wird versucht solche Nebenwirkungen in
Zukunft zu vermeiden. Lentiviren wurden bisher noch nicht in Kklinischen Studien des

kardiovaskuldaren Systems getestet.

1.3.2 Adeno-assoziierte Viren

Adeno-assoziierte virale Vektoren (AAV) werden sehr hdufig angewandt in aktuellen
gentherapeutischen Bestrebungen. Im Jahre 2012 wurde das erste Gentherapeutikum der
westlichen Welt, Glybera®, zugelassen, welches eben diese Viren als Vektoren nutzt [95].
AAVs gehoren zu den Parvoviren und kénnen sich nur in Anwesenheit eines Helfervirus, vor
allem Adenovirus (daher der Name) aber auch Herpes- und Papillomavirus, reproduzieren
[96]. Deshalb bezeichnet man sie auch als Dependoviren. Sie gelten als relativ sicher in der
Anwendung, da sie mit keinerlei Pathogenitét in Verbindung gebracht werden konnten und
viel seltener inflammatorische Ereignisse induzieren als Ad Vektoren [97]. In vielen
Zielgeweben, inklusive dem Skelettmuskel, konnten bereits lange Expressionszeiten erzielt
werden, vor allem durch rekombinante AAVs (rAAV), die nicht in das Genom integrieren,
sondern ihre genetische Information als Episom haltbar machen [98]. Daher werden rAAVS in
der modernen Gentherapie den Wildtyp-AAVs, die dazu neigen ortsspezifisch in das humane
Chromosom 19 zu integrieren, vorgezogen [99]. Ein Nachteil aller AAVs bleibt jedoch, dass
es sich um sehr kleine Viren (ca. 25 nm) handelt, in denen eine genetische Information von
maximal 4,7 kb verpackt werden kann. Verschiedene molekulare Methoden, wie z.B. trans-
splicing, erlauben allerdings die Transduktion einer doppelt so groRen genetischen
Information mittels Zwei-Vektoren-Technologie [100].

Zur Zeit kennt man 13 AAV-Serotypen und mehr als 100 Kapsid-Varianten, die sich in
Immunogenitat und ihrem Tropismus fir verschiedene Gewebe unterscheiden [101]. Darunter
zeigten in klinischen und préklinischen Studien u.a. die Serotypen AAV2 und 9 eine

erfolgreiche Transduktion von Skelettmuskelgewebe, sodass sie fir die therapeutische
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Neovaskularisierung in der PAVK interessant erscheinen [102]. Versuche einer effektiven
Transduktion von Endothel- und glatten GefalBmuskelzellen waren bisher jedoch eher
erntichternd [103].

AAV?2 ist der am besten untersuchte Serotyp, dessen Erforschung neben vielen positiven
Eigenschaften auch einige Kritikpunkte von AAVs als Vektoren aufzeigte. AAV?2 ist nicht
sehr gewebsspezifisch und zeigt nach systemischer Applikation eine nennenswerte
Transduktion zahlreicher Zellarten [104]. Hinzu kommt die hohe Prévalenz neutralisierender
Antikorper gegen AAV2 im Menschen, wodurch der Einsatz dieses Serotyps limitiert ist
[105]. Moderne Methoden erlauben jedoch die Herstellung sogenannter Hybrid-Viren durch
Kombination verschiedener Serotypen, um einen viralen Vektor mit den gewiinschten
Eigenschaften zu kreieren [106]. So ist es z.B. mdglich, AAV2-ITR-flankierte Transgene, die
extrem lange Expressionszeiten erzielten [107], in das Kapsid eines AAV9 zu verpacken, das
Muskelgewebe effektiver transduziert und weniger Probleme aufgrund von Immunogenitét
und neutralisierenden Antikorpern zeigt [108]. Durch regionale Applikationsverfahren konnte
das Risiko systemischer Nebeneffekte einer rAAV-vermittelten Therapie noch weiter gesenkt
werden [109]. Aus den genannten Grunden entschieden wir uns, rAAV2/9 als Vektor in

unserem Modell der chronischen Ischdmie des Kaninchenhinterlaufs zu nutzen [110].

Adenovirus (Generation)

Nackte 1 2 3 Adeno-assoziiertes Lentivirus
DNA Virus
Genom cDNA dsDNA dsDNA dsDNA ssDNA SSRNA
GrofRe (max.) ~10kb ~75kb ~10kb ~35kb ~45kb ~8 kb
Integration Nein Nein Nein Nein Wildtyp: Ja Zuféllig
Rekombinant: Nein
Transduktions- Gering Hoch Hoch Hoch  Hoch Hoch
effizienz
Immunantwort Gering Hoch Mittelhoch Mittel ~ Gering Gering
Expressionsdauer | Kurz Kurz Kurz Kurz Lang Lang

Tabelle 2: gentherapeutisches Profil ausgewahlter Vektoren (modifiziert nach Hinkel et al. [81]).

ds: Doppelstrang, ss: Einzelstrang, kb: Kilobasen
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1.3.3 Wachstumsfaktoren

Die Suche nach dem geeigneten Vektor zur Induktion einer therapeutischen
Neovaskularisierung in ischdmischem Muskelgewebe ist nur eine Herausforderung, die einem
bei gentherapeutischen Uberlegungen begegnet. Mindestens genauso schwierig ist es, den
optimalen Faktor dafiir zu finden. Zurzeit sind vor allem die Wachstumsfaktoren VEGF, FGF,
HGF im Fokus klinischer Studien [111].

VEGF-A (oft nur VEGF) ist der bekannteste Vertreter der VEGF-Familie, die aus VEGF-A,
B, C, D und PIGF besteht. Es existieren verschiedene Isoformen von VEGF-A, die nach
Anzahl der Aminoséuren benannt sind, mit den wichtigsten Subtypen VEGF-121, 165, 189
und 206 [112]. Da zahlreiche praklinische Studien einen starken pro-angiogenen Effekt von
VEGF zeigten, wurden die ersten Klinischen Untersuchungen fir ,,no-option“-PAVK
Patienten begonnen. Bislang konnte mit den Isoformen VEGF-165 und 121 zumindest in
einigen Studien eine Verbesserung in Aspekten wie Ulzerationen, Schmerz und
H&modynamik festgestellt werden [113]. Allerdings wurden wichtige primare Endpunkte
(reduzierte Amputationsrate, verlangerte Gehzeit, verbessertes Uberleben) nicht erreicht
[114]. Auch kam es bei machen behandelten Patienten zur Ausbildung von Beinédemen.
Wéhrend keine vektorbedingten (Adenovirus vs. Plasmid/Liposomen) oder von der
Applikationsform (i.m. vs. i.a. via Katheter) abhéngigen Beeintrachtigungen festgestellt
werden konnten, fihrte man die ernuchternden Ergebnisse u.a. auf VEGF-induzierte
Permeabilitatssteigerung und ungeniigende Gefél3maturierung zurtick [85].

Ein weiterer pro-angiogener Faktor, der zudem proliferative Effekte auf glatte
GefaBmuskelzellen zeigte, ist FGF. Es existieren mindestens 23 Subtypen, wovon aFGF und
bFGF am besten untersucht sind und in klinischen Studien getestet wurden [115]. Ahnlich wie
bei VEGF zeigten frihe Phase | und Il Studien sehr positive Ergebnisse wie weniger
Ulzerationen, Schmerz und einen verbesserten ABI und sogar signifikant weniger
Amputationen mit einer Tendenz zum verbesserten Uberleben [116, 117]. Aber in groRen
Phase Il Studien waren diese Befunde alle nicht reproduzierbar [118].

Ein vielversprechender Wachstumsfaktor, dessen pro-angiogenes Potential erst spéter
entdeckt wurde und aktuell in klinischen Studien untersucht wird, ist HGF. Im Gegensatz zu
FGF wirkt HGF nicht pro-inflammatorisch und induziert auch keine Permeabilitatserhhung
wie VEGF [119]. Eine reprasentative Phase Il Studie konnte ihren priméren Endpunkt
(verbesserter Ruheschmerz/geringere Ulzerationen) erreichen und zeigte keine zur

Kontrollgruppe signifikant unterschiedlichen Nebenwirkungen [120]. Jedoch war die
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Amputationsrate in der Therapiegruppe nicht geringer. Auf Basis dieser Ergebnisse ist eine
grol’ angelegte Phase 111 Studie geplant.

Die Ergebnisse der klinischen Studien zeigen das Potential aber auch die Enttduschungen der
Gen-basierten therapeutischen Neovaskularisierung. Weitere Forschung von der ,,Bench* bis
zum Patientenbett wird notig sein, um dem Traum des amputationsfreien Uberlebens naher zu
kommen [121].

1.4 Angiopoietine und ihre Funktion

Wachstumsfaktoren, die die Zukunft der therapeutischen Neovaskulasrisierung mafRgeblich
mitbestimmen konnten und es zum Teil bereits tun, sind die Angiopoietine. Im Folgenden
wird detailliert auf die Angiopoietine und ihre Signalkaskade Uber die Tie-Rezeptoren
eingegangen sowie deren wichtigste Funktionen fur die Homoostase des Geféalisystems

besprochen.

1.4.1 Der Angiopoietin/Tie Signalweg

Bei der Familie der Angiopoietine (Ang) handelt es sich um ca. 70 kDa groRe Glykoproteine.
Die vier Mitglieder, Ang-1 bis 4, sind Liganden des Tie-2 Rezeptors [122]. Tie-2 gehért mit
Tie-1 zu den Rezeptortyrosinkinasen, wobei Tie-1 keine direkten Bindungen mit Ang eingeht,
sondern durch Heterodimerisierung mit Tie-2 dessen Aktivitat regulieren kann. Tie ist ein
Akronym  fur  Tyrosinkinase-mit-lmmunglobulin-und-EGF-homologer-Doméne  und
beschreibt damit die wichtigsten Strukturmerkmale des Rezeptors [123]. Unter den
Angiopoietinen sind Ang-1 und Ang-2 die bedeutenderen. Um eine Wirkung am Rezeptor
auszuiiben, muss Ang-2 als Dimer, Trimer oder Tetramer vorliegen, Ang-1 mindestens als
Tetramer [124].

Ang-1 flhrt durch seine Bindung zur Autophosphorylierung von Tie-2 und damit zur
Aktivierung nachgeschalteter Signalwege. Dabei muss Tie-2 sich mindestens zu Tetrameren
formieren, um das Signal weiterzuleiten [125]. Von Bedeutung ist vor allem die durch die
Phosphoinositid-3-Kinase-vermittelte (PI3K) Stimulation der Proteinkinase B (Akt) und
mitogenaktivierten Proteinkinase (MAPK). Auch die Inhibition der NFxB-Aktivitat durch
A20-bindenden Inhibitor von NFkB 2 (ABIN-2) wird durch Ang-1 gesteuert. Ang-1 ist damit
ein starker Agonist der Tie-2 Aktivitat [126].
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Die Wirkung der Ang-2-Bindung ist etwas komplexer. Unter bestimmten Bedingungen
(verlangerte Stimulation, hohe Konzentration) in vitro konnte ein schwacher Agonismus am
Tie-2 Rezeptor gezeigt werden [127]. Die Tatsache, dass Ang-1- oder Tie-2-defizinete M&use
nahezu denselben Phanotyp zeigten wie Ang-2-lberexprimierende Mduse, stiitzen jedoch die
Hypothese von Ang-2 als Antagonist des Tie-2 Signals [128]. Ang-2 ist also maximal als
Partialagonist von Tie-2 zu bewerten. Tatsdchlich scheint die antagonistische Funktion im
lebenden Organismus durch Verdrangung des starken Aktivators Ang-1 vom Rezeptor
wesentlich relevanter zu sein. Das richtige Zusammenspiel von Ang-1 und Ang-2 ist sehr

komplex, aber essentiell fiir die Funktion dieses Signalwegs in der GefalRphysiologie [129].

1.4.2 Angiopoietine in der Gefal3physiologie

Ang-1 wird vor allem von perivaskularen Zellen (Perizyten, glatte Gefallmuskelzellen,
Fibroblasten) exprimiert und sezerniert. Es liegt dann zumeist gebunden an
Extrazellularmatrix vor, von wo aus es jederzeit an seinen Rezeptor dissoziieren kann [130].
Im adulten Organismus findet man die Ang-Rezeptoren hauptsachlich auf Endothelzellen, so
dass von diesen Zellen auch die Hauptwirkung der Ang-vermittelten Signale ausgeht. In
ruhenden Endothelzellen, also dem Normalzustand in gesundem adultem Gewebe, scheint
Tie-2 konstitutiv aktiv zu sein und damit eine wichtige Rolle in der Aufrechterhaltung eines
stabilen Gefal3zustandes zu spielen [131]. Ob Ang-1 fiir diesen Prozess relevant ist, ist jedoch
seit kurzem umstritten [132]. Unter hypoxischen Bedingungen und daraus resultierenden
Konzentrationsanstiegen von VEGF-A und PDGF-B konnte eine vermehrte Expression von
Ang-1 nachgewiesen werden [133]. Die tatséchliche Bedeutung der Ang-1/Tie-2 Interaktion
fur die VEGF-induzierte Angiogenese konnte in Doppel-transgenen Mdausen gezeigt werden.
Nur in Kombination mit Ang-1 konnte VEGF ein hoch differenziertes Kapillarnetz ausbilden,
das keine Undichtigkeit aufgrund gesteigerter Permeabilitat zeigte wie mit VEGF allein. Ang-
1 flhrte nicht nur zu einer verbesserten Maturierung der neu gebildeten GefaRe durch
Induktion eines dichten Perizytenbesatzes. Durch die gesteigerte Stabilitdt konnten auch
wesentlich mehr, durch VEGF zum Spriel3en gebrachte Kapillaren aufrechterhalten werden
[134]. Wichtig dabei ist, dass Tie-2 wahrend der Angiogenese vor allem auf Stielzellen
exprimiert wird und daher die Maturierung vom Ursprung des wachsenden GefaRes aus
stattfindet, um nicht den Spross einzumauern [135]. Ang-1 ist aul’erdem anti-inflammatorisch
wirksam und beugt damit die Entstehung eines dysfunktionalen Gefalinetzes vor [136].

Im Gegensatz zu Ang-1 wird Ang-2 in Endothelzellen selbst produziert und in speziellen
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Zellorganellen, den Weibel-Palade-Korperchen, gespeichert. Wéhrend es in ruhenden
Endothelzellen keine nennenswerte Rolle spielt, kommt es zur schlagartigen Uberexpression
durch pro-angiogene Stimuli wie VEGF und Hypoxie. Unter diesen Umstadnden kann mithilfe
von Thrombin, Histamin oder Harnsdure eine rapide Freisetzung von Ang-2 aus den
Speicherorganellen erfolgen [137]. Danach konkurriert es mit Ang-1 um die Bindung am Tie-
2 Rezeptor. Endothelzellen kdnnen dadurch (ber einen autokrinen Mechanismus, eine Art
negative Rickkopplungsschleife, das Ang-1 Signal regulieren [138]. In inflammatorischen
Storungen wie der Sepsis fand man hohe Konzentrationen an Ang-2, die zur Dissoziation der
Perizyten vom Endothel und damit zu einer gesteigerten Permeabilitat fiihrten. Ang-2 kann
somit, wenn es als kompetitiver Inhibitor von Ang-1 wirkt, GefaRdestabilisierung férdern
[139]. Diese pro-inflammatorische Eigenschaft kann sich jedoch in der Anwesenheit von
VEGEF als niitzlich erweisen, da durch die vermehrte Infiltration von Leukozyten und erhohte
Konzentration an Zytokinen und Proteasen die Induktion der Angiogenese unterstutzt wird.
Solange das Ang-2 Signal Uberwiegt kann ein ungestortes Wachstum des destabilisierten
Gefélsprosses stattfinden. In Abwesenheit eines pro-angiogenen Stimulus kommt es jedoch
unter Ang-2 zur GefaRregression [140]. Allerdings kann Ang-2 Tie-2-unabhdngig Uber
Integrine eine direkt pro-angiogene Wirkung entfalten [141].

Fir den Prozess der Neovaskularisierung lasst sich also schlussfolgern, dass zunéchst Ang-2
fur die Induktion und Proliferationsphase relevant zu sein scheint wahrend Ang-1 erst spater
den neuen GefaRen durch Perizytenanlagerung und Maturierung Stabilitat verleiht und ein

dysfunktionales Wachstum einddmmt.

1.5 Die MRTF/SRF Achse

Bislang dominieren vor allem Wachstumsfaktoren das Feld der therapeutischen
Neovaskularisierung. lhre Anwendung stellt sich jedoch als schwierig heraus, da sie zum
einen in aller Regel mehrere Signalwege regulieren, zum anderen diese Signale von vielen
anderen Einflussen gestort werden koénnen. Der Effekt ist daher nicht sehr gezielt,
situationsabhangig und schwer absehbar. Es erscheint also sinnvoll, mdglichst generelle
Signalkaskaden nach potentiellen therapeutischen Faktoren zu Uberprifen, idealerweise auf
Ebene der Transkriptionsfaktoren. In unseren Untersuchungen stieBen wir so auf die
MRTF/SRF Achse.
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1.5.1 ,,Myocardin Related Transcription Factors*“ (MRTFs)

MRTFs (MRTF-A und MRTF-B) und Myocardin gehdren zu einer Familie aktivierender Ko-
Transkriptionsfaktoren von ,Serum Response Factor“ (SRF). Wahrend Myocardin
ausschlieBlich in Herz- und glatten Muskelzellen exprimiert wird, kommen MRTF-A und B
ubiquitdr vor. MRTF-A (auch MKL-1 oder MAL) ist dabei in den meisten Zellen der
pradominierende Typ und aktiviert SRF starker als MRTF-B [142]. Die folgenden
Ausfiihrungen sprechen vereinfacht von ,,MRTF“, leiten sich aber aus den fundierteren
Erkenntnissen Uber ,,MRTF-A* ab und sind nicht ohne weiteres auf ,,MRTF-B* libertragbar.
MRTFs haben die Eigenschaft, Gber drei N-terminal gelegene RPEL-Motive an monomeres
Aktin (G-Aktin) zu binden. Weitere Domanen sind wichtig fur die SRF-Interaktion (B1 und
Q), Zielgenspezifitdat (SAP), Homo- und Heterodimerisierung (LZ) und Aktivierung der
Transkription (TAD) [143]. Liegt eine maximale Beladung von MRTF mit flinf G-Aktinen
vor, ist MRTF im Zytosol inaktiviert und kann nicht Gber eine Bindung an Importin o/p in den
Zellkern translozieren. Kommt es jedoch zu einer Polymerisierung von G-Aktin zu
filamentosem Aktin (F-Aktin) durch mechanische oder humorale Stimulation einer Zelle, wird
MRTF freigegeben und dessen Translokation in den Zellkern ermdglicht. Nur bei geringen G-
Aktin Konzentrationen kann also eine MRTF-vermittelte SRF-Aktivierung erfolgen [144]. Da
Aktinmonomere aber auch nukleér vorliegen, kann es auch dort zu einer Bindung an MRTF
kommen und damit die Inaktivierung und sogar der nukledre Export von MRTF induziert
werden [145]. In ruhenden Zellen, in denen hohe G-Aktin Konzentrationen (nukledr und im
Zytoplasma) ublich sind, liegt MRTF daher hauptsachlich inaktiviert im Zytosol vor.
Verschiedene Signale bewirken eine Zellaktivierung Uber Aktinpolymerisierung und
regulieren damit indirekt auch die intrazelluldre Lokalisation und Funktion von MRTF [146].
Am besten erforscht in der Regulierung der MRTF-Aktivitat ist die Familie der Rho-GTPasen
(RhoA, Racl, Cdc42). RhoA fihrt Gber die Stimulation der Rho-assoziierten Kinase (ROCK)
zur Aktivierung von Profilin und mDia, die die Polymerisierung von Aktin férdern. Dadurch
wird die Dissoziation von G-Aktin und MRTF induziert und MRTF fur den nukledren Import
freigegeben. Der Effekt wird aufrechterhalten mithilfe der ebenfalls Rho-abhéngigen LIM
Kinase. Diese inhibiert eine sofortige Depolymerisierung des gebildeten F-Aktin durch
Cofilin [144].

Es gibt zahlreiche extra- und intrazellulare Stimuli, die die Aktivitdt von MRTF entweder
Rho-abhangig oder —unabhangig regulieren, sei es Uber Zellrezeptoren, biomechanische
Kréfte oder Zell-Zell- bzw. Zell-Matrix-Kontakte [147, 148]. Ein etwas neuerer, Rho-
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assoziierter Faktor, der vor allem in Muskelzellen zur Bildung von F-Aktin beitragt und damit
einen Einfluss auf MRTF austibt, ist STARS [149]. Auch bekannte Wachstumsfaktoren wie
TGF-R oder PDGF-B, Integrine und kontraktile Substanzen wie Angiotensin Il, Endothelin-1
und Spingosin-1-Phosphat konnten mit Aktindynamik und der MRTF/SRF Achse in
Verbindung gebracht werden [150, 151]. Zu den Rho-unabhdngigen Mechanismen sei gesagt,
dass MRTF direkt Gber MAP Kinasen (ERK-1/2) im Zellkern phosphoryliert werden kann,

wodurch der nukleére Export und damit die Inaktivierung von MRTF geférdert werden [152].

1.5.2 Thymosin-beta-4 (TR4) und MRTF

Ein flr unsere Gruppe sehr wichtiges Aktin-regulierendes Peptid, das die MRTF/SRF-Achse
aufgrund eines moglichen therapeutischen Potentials in der Neovaskularisierung interessant
erscheinen lieR, ist Thymosin-beta-4. TR4 besteht aus 43 Aminosauren, kommt wie MRTF
ubiquitér vor und ist das hdufigste B-Thymosin in den meisten Geweben von S&ugetieren
[153]. Es bindet G-Aktin, verhindert dessen Polymerisierung und kann sogar die
Depolymerisierung von F-Aktin fordern [154]. Damit bt TR4 unmittelbar Einfluss auf die
MRTF-Kaskade aus, indem es mit MRTF um die Bindung an freies G-Aktin konkurriert.
Hohe TR4-Konzentrationen resultieren also in vermehrt ungebundenem MRTF und folglich
dessen nukledrem Import und Aktivierung von SRF [155]. Diese Entdeckung lasst vermuten,
dass TR4 seine physiologische Wirkung via MRTF entfaltet.

TR4 zeigt bedeutende Eigenschaften in vitro und in vivo, die die Erforschung des
nachgeschalteten Signalweges empfehlenswert machen. Zunédchst konnten zahlreiche
Untersuchungen eine anti-inflammatorische Komponente aufdecken. Sowohl in der Zellkultur
[156] als auch im LPS-induzierten Sepsismodell beobachtete man eine Inhibition und
Reduktion von Entziindungsmediatoren mit verbessertem Uberleben im Tierversuch [157]. Im
Ischamie-Reperfusion-Modell des Schweineherzens konnte unsere Gruppe zudem einen
kardioprotektiven Effekt von TR4 herausarbeiten [158]. Des Weiteren scheint TR4 eine
wichtige Rolle in der Neovaskularisierung zu spielen [159]. Neben ersten positiven
Ergebnissen in Angiogenese-Assays [160] erreichte TR4 u.a. durch die Stabilisierung von
HIF-1a eine gesteigerte Expression von VEGF und zeigte damit einen starken pro-angiogenen
Effekt [161]. Weitere Untersuchungen konnten ebenso einen positiven Effekt von TR4 auf die
Geféllmaturierung Uber die Modulation der TGF-B Kaskade offen legen [162]. SchlieBlich
konnten Vorarbeiten unserer Gruppe zeigen, dass TR4 das Potential hat, eine therapeutische

Neovaskularisierung im lebenden Organismus zu induzieren und dass die PI3K/Akt Achse
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hierfur von Bedeutung ist [163].

Die Interaktion mit G-Aktin legt nahe, dass MRTF &hnliche Effekte in der GefélRneubildung
erzielen konnte wie T34, jedoch gibt es bislang kaum Daten in diesem Zusammenhang. Erste
Experimente weisen allerdings auf die Bedeutung von MRTF fir die Gefdhomdostase hin
[164].

1.5.3 Der ,,Serum Response Factor* (SRF) und dessen Zielgene

Wie bereits mehrfach erwéhnt, geht die Aktivierung von MRTF mit einer Bindung an SRF
und konsekutiver transkriptioneller Aktivitdt einher. SRF gehort zu einer Familie von
Transkriptionsfaktoren, die die stark konservierte MADS-Box enthalten. Diese Domane
vermittelt alle wichtigen molekularen Funktionen, namlich Homodimerisierung, DNA-
Bindung und Bindung von Ko-Faktoren [165]. SRF kommt ubiquitdr vor und bindet als
Homodimer mit hoher Affinitat an eine palindromische DNA-Sequenz, genannt CArG-Box,
die Teil des ,,Serum Response Element” (SRE) ist. Abhangig vom jeweiligen Ko-Faktor
interagiert SRF mit unterschiedlichen Promotoren und reguliert dadurch die spezifische
Transkription von insgesamt tiber 200 Zielgenen [166].

Ko-Faktoren konnen gewebespezifisch oder (ber verschiedene Signalkaskaden bestimmte
Transkriptionsmuster induzieren, wobei zwei besonders relevant sind. Zum einen wird die
Expression von ,,Immediate Early Genes* (IEG), z.B. c-fos und egr-1, vor allem durch
Hternary complex factors“ (TCF) stimuliert. TCFs werden Uber den MAPK-Signalweg
phosphoryliert und binden dann kompetitiv an SRF. Daraufthin werden IEGs rasch und kurz
als Antwort auf eine zelluldre Stimulation, die keiner Proteinsynthese bedarf, transkribiert und
fhren damit eine ruhende Zelle aus der GO-Phase zurtick in den Zellzyklus [167]. Zum
anderen kompetitieren MRTFs, die bereits detailliert besprochen wurden, um die SRF-
Bindestelle. Sie sind hauptséchlich fur die Transkription von kontraktilen und zytoskelettalen
Genen verantwortlich und spielen damit eine unverzichtbare Rolle fir Prozesse wie
Zellzyklus, Adhé&sion und intrazelluldrer Transport sowie Migration, Teilung, Wachstum und
Differenzierung von Zellen. Da MRTFs auch die Expression von G-Aktin férdern, wird in
einer auto-regulatorischen Schleife eine GbermaRige Aktivierung von SRF verhindert. Ganz
allgemein fordern MRTFs also einen motilen und kontraktilen Zelltypus, nicht nur in
Muskelzellen [144]. In glatten GefaBmuskelzellen wurde die Bedeutung der MRTF/SRF-
Kaskade bereits eingéngig veranschaulicht [151]. Die beschriebenen Effekte legen die

Vermutung nahe, dass moglicherweise MRTF tber SRF auch andere Zellen des GefaRsystems
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reguliert und damit potentiellen Einfluss auf Prozesse der GefaRneubildung haben kdnnte
[168].

CCN-1 (CYR61) und CCN-2 (CTGF), die bekanntesten Mitglieder der CCN-Familie
matrizellulé&rer Proteine, stehen unter dem Zielgenprofil des MRTF/SRF-Signals [169] und
erwecken besonderes Interesse, da sie bereits im Zusammenhang mit Mechanismen der
Gefallmodulation beschrieben wurden. CCN-1 konnte bereits starke pro-angiogene Effekte in
vitro und in vivo zeigen, die sogar das Potential von VEGF uberstiegen [170]. Die
Hauptwirkung scheint tber das Integrin av3 vermittelt zu werden, welches vor allem fur die
Prozesse Adhésion, Migration und Proliferation von Endothelzellen essentiell ist. Jedoch kann
CCN-1 seine Wirkung auch indirekt tber eine Expressionssteigerung von VEGF entfalten
[171]. CCN-2 hingegen scheint essentiell fur Prozesse der Gefalmaturierung zu sein [172].
Wahrend bei Genablation von CCN-2 glatte GefaBmuskelzellen lediglich eine abnorme
Morphologie zeigten, war der Perizytenbesatz kleiner Geféalle deutlich vermindert. CCN-2
hemmt die Perizytenrekrutierung vermutlich (ber eine Herabregulierung von Ang-1 und

PDGF-B und die Basalmembranproduktion durch Verminderung von Fibronektin [173].

1.6 Zielsetzung der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Bedeutung der GefaRRdestabilisierung im Prozess der
Gefalneubildung zu analysieren. Die Untersuchungen erfolgten am Modell der chronischen
Hinterlaufischdmie des Kaninchens. Die Induktion der Neovaskularisierung sollte mit dem
Ko-Transkriptionsfaktor MRTF-A versucht werden, der fiir diesen Zweck noch nicht evaluiert
wurde.

Zunachst sollte tberpruft werden, ob MRTF-A dazu in der Lage ist, eine Verbesserung der
Perfusion ischamischen Muskelgewebes hervorzurufen. Anschliefend sollte durch Ko-
Applikation von Ang-2 ein potentieller Effekt von MRTF-A auf die Perizyten inhibiert
werden, um zu untersuchen inwieweit die Ubrigen Aspekte der Gefalneubildung dadurch
beeintrachtigt werden.

Des Weiteren sollte eine therapeutische Neovaskularisierung vor allem durch Modulation der
Perizytenrekrutierung nach dem Prinzip friihe Destabilisierung durch Ang-2 und konsekutive
Stabilisierung durch Ang-1 erfolgen. Dieses Konzept sollte dann in Kombination mit MRTF-
A der Augmentation eines mdglichen therapeutischen Effektes dienen.

Parallel zu den beschriebenen Versuchen sollten AAVs als Vektoren in der Gentherapie
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validiert werden. Ebenso wurde das tet-off System als Werkzeug einer gezielten
Genexpression evaluiert.

Schliel3lich sollten auch potentielle unerwiinschte Nebenwirkungen einer MRTF-A-
vermittelten Therapie, wie Fibrose oder Hypertrophie, bei den Untersuchungen nicht zu kurz

kommen.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien

Aceton Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, DE
2-Methylbutan Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, DE
Benzonase®Nuclease Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, DE
Césiumchlorid Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, DE
Chloroform Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, DE
Desoxycholséure Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, DE
Diethylpyrocarbonat Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, DE
Direct Red 80 (Sirius Red) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, DE
EDTA Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, DE
Eisessig Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, DE
Ethanol > 99,9 % Merck KGaA, Darmstadt, DE
Formaldehydldsung 37% Merck KGaA, Darmstadt, DE

Hamalaunldsung sauer nach Mayer Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, DE
Isopropanol 100 % Merck KGaA, Darmstadt, DE

Kaliumchlorid (3M) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, DE
Kaliumdihydrogenphosphat Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, DE
Kalziumchlorid Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, DE
Magnesiumchlorid Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, DE
Natriumdihydrogenphosphat Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, DE
Pikrinsdure Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, DE
Polyethylenimin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, DE
RNALater™ Qiagen GmbH, Hilden, DE

Salzséure (HCI) Merck KGaA, Darmstadt, DE

Stickstoff (flussig) Linde AG, Pullach, DE
Tris(hydroxymethyl)aminomethan Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, DE
Triton® X-100 Merck KGaA, Darmstadt, DE

Trockeneis Linde AG, Pullach, DE

Trypsin/EDTA 0,05% / 0,02% Merck KGaA, Darmstadt, DE

Xylol Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, DE
2.1.2 Gerate
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C-Bogen, Exposcop 8000
Eismaschine

Flow MSC 12

Gefrierschrank (-80° C) Colora UF80-450S
Inkubator CB 150

Inkubator EB 55
Kontrastmittel-Injektionspumpe
LABOPORT® Vakuumpumpe
Leica CM3050 S Kryotom
Magnetruhrer

Mikroskop Axiovert 100
Mikroskop Axiovert 200M
Mikroskop-Kamera AxioCam HRc
Milli-Q® Reinstwassersystem

Ziehm Imaging GmbH, Nurnberg, DE
ZIEGRA Eismaschinen GmbH, Isernhagen, DE
Jouan GmbH, Unterhaching, DE

Colora Messtechnik GmbH, Lorch, DE
Binder GmbH, Tuttlingen, DE

Jouan GmbH, Unterhaching, DE

Harvard Apparatus GmbH, March, DE
KNF Neuberger GmbH, Freiburg, DE
Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, DE
IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen, DE
Carl Zeiss, Jena, DE

Carl Zeiss, Jena, DE

Carl Zeiss, Jena, DE

Merck KGaA, Darmstadt, DE

MyiQ™ Single-Color Real-Time PCR Detection System Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, DE

PCR Thermocycler

Perfusor® secura

Refraktometer

Rotor: SW 28 Ti

Rotor: Type 70 Ti
Schermaschine Favorita Il
Schttler

Sonikator

Thermostat Typ K2 MGW
Ultraschallbad ( Sonorex TK52H)
ULTRA-TURRAX®
Ultrazentrifuge: Optima™ L-80XP
UV/Visible Spectrophotometer
Vortexer (Vortex-Genie 2)
Waage: Sartorius CP64-OCE
Zentrifuge: Rotina 420 R

2.1.3 Histologie

Antibody Diluent

Bovines Serum Albumin (BSA)
Deckglaser

Einbettkassetten

Farbekasten (durchsichtig)
Entellan® Eindeckmedium

Farbekasten (lichtundurchlassig)
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Perkin ElImer Germany GmbH, Hamburg, DE

B. Braun Melsungen AG, Melsungen DE

PCE Deutschland GmbH, Meschede, DE
Beckman Coulter GmbH, Krefeld, DE

Beckman Coulter GmbH, Krefeld, DE

Aesculap AG, Tuttlingen, DE

Bibby Scientific Ltd., Stone, UK

Bandelin electronic GmbH & Co. KG, Berlin, DE
Lauda GmbH & Co. KG, Lauda Kdnigshofen, DE
Bandelin electronic GmbH & Co. KG, Berlin, DE
IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen, DE
Beckman Coulter GmbH, Krefeld, DE
Amersham Pharmacia, Freiburg, DE

Bender & Hobein AG, Zirich, CH

Sartorius AG, Gottingen, DE

Andreas Hettich GmbH & Co, Tuttlingen, DE

Dako GmbH, Hamburg, DE

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, DE
Thermo Fisher Scientific GmbH, Ulm, DE
Simport Scientific Inc., Beloeil, QC, CA

Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, DE
Merck KGaA, Darmstadt, DE

VWR International GmbH, Darmstadt, DE
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Hydrophober Stift (Dako® Pen)

Objekttrager Superfrost® Plus

Pasteurpipetten

PIPETMAN® Pipetten

Pipettenspitzen

Salzséure (HCI)

Tissue Tek® O.C.T. Tm Compound
VECTASHIELD® Mounting Medium with DAPI

2.1.4 Zellkultur und Laborbedarf

70 Ti Quick-Seal® Ultracentrifuge Tube
Amicon® Ultra-15 Centrifugal Filter Unit
DMEM

Eppendorfgefale

Falcon Blue Max 15 ml

Falcon Blue Max 50 ml

Fotales Bovines Serum (FBS)
PCR-Tubes & Strips
Penicillin/Streptomycin, 100-fach
Prézisionskuvetten

SW-28 Tubes

ULTRA-TURRAX® Tubes
Zellkulturflaschen 25¢cm?
Zellkulturschalen, 147,8 cm?
Zellschaber, 25cm, Klinge 17cm

2.1.5 Operationszubehor

Adrekar® (Adenosin 6mg/2ml)
Atropinsulfat 0,5mg/ml

Bepanthen® Augen und Nasensalbe
Desinfektionsmittel Cutasept®
Doxycyclin 100

Flhrungsdraht (GréRe 0,014)
Futter Spezialdiat Kaninchen
Gentamicin 80mg/2ml SF
Heparin-Natrium (25000 I.E. / 5ml)
lomeprol-Kontrastmittel (Imeron® 300)
Katheter (4 French)
Ketaminhydrochlorid

Dako GmbH, Hamburg, DE

Thermo Fisher Scientific GmbH, Ulm, DE
Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, DE
Gilson, Inc., Middleton, WI, USA

Gilson, Inc., Middleton, WI, USA

Merck KGaA, Darmstadt, DE

Sakura Finetek Germany GmbH, Staufen, DE
Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA

Beckman Coulter GmbH, Krefeld, DE

Merck KGaA, Darmstadt, DE

Merck KGaA, Darmstadt, DE

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, DE
Becton-Dickinson GmbH, Heidelberg, DE
Becton-Dickinson GmbH, Heidelberg, DE

Merck KGaA, Darmstadt, DE

Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen, DE
Merck KGaA, Darmstadt, DE

Hellma GmbH & Co KG, Miilheim, DE
Beckman Coulter GmbH, Krefeld, DE
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, DE
Merck KGaA, Darmstadt, DE

Merck KGaA, Darmstadt, DE

Sarstedt AG & Co, Nirnbrecht, DE

Sanofi-Aventis Deutschland GmbH, Frankfurt, DE
B. Braun Melsungen AG, Melsungen, DE

Bayer Vital, Bayer Leverkusen, DE

Bode Chemie, Hamburg , DE

1 A Pharma GmbH, Oberhaching, DE

Cordis Corp., Miami, FL, USA

ssniff Spezialdiaten GmbH, Soest, DE

ratiopharm GmbH, Ulm, DE

ratiopharm GmbH, Ulm, DE

Bracco Imaging Deutschland GmbH, Konstanz, DE
Cordis Corp., Miami, FL, USA

Inresa, Freiburg, DE

22



Material und Methoden

Kompressen, Verband

Leukoplast® Hospital 1,25/5cm x 9,2 m
Ligaturen: Perma-Hand Seide 4-0 (12x0,45m)
NaCl 0,9%

Nahtmaterial: Supolene® DS40, 3.5 metric
Operationsinstrumente

Perfusorleitung

Povidon-Jod (Braunol®

PVK 24 G (BD Neoflon™ 24G*0,75)
Roéntgenplakette

Roéntgenschutzbekleidung

Schleuse (Radifocus® Introducer Il, 4F)
Skalpell: Feather® Disposable Scalpel No. 20/22
Spritzen 2ml, 5ml, 10ml, 50ml

Spritzen Omnican® 100

Sterican® Einmalkaniilen

Sterile Handschuhe Flex Plus

Stethoskop

Tramadolhydrochlorid (Tramal®)

Xylazinhydrochlorid (Rompun® 2%)

2.1.6 Kits

DNase I, Amplification Grade
Green Supermix iQ™ SYBR®
Reverse Transcription System
RNeasy® Mini Kit 50

FastStart TagMan® Probe Master
TRIReagent®

2.1.7 Software

Axiovision, Version 4.8

ImageJ, Version 1.50i

MyIQ™ Optical, Version 1.0.410
Office Professional Plus 2013
Photoshop CS6

SPSS, Version 22.0.0.0

2.1.8 Losungen und Puffer

NOBAMED Paul Danz AG, Wetter/Ruhr, DE
BSN medical GmbH, Hamburg, DE

Johnson & Johnson Medical GmbH, Norderstedt, DE

B. Braun Melsungen AG, Melsungen, DE
Resorba, Nurnberg, DE

Aesculap AG, Tuttlingen, DE

B. Braun Melsungen AG, Melsungen, DE
B. Braun Melsungen AG, Melsungen, DE
Becton-Dickinson GmbH, Heidelberg, DE
Helmholtz Zentrum Miinchen, DE
MAVIG GmbH, Miinchen DE

Terumo Deutschland GmbH, Eschborn, DE
Feather Safety Raser Co, LTD.,Osaka, Japan
B. Braun Melsungen AG, Melsungen, DE
B. Braun Melsungen AG, Melsungen, DE
B. Braun Melsungen AG, Melsungen, DE
MaiMed GmbH, Neuenkirchen, DE
euromed GmbH, Passau, DE

Grinenthal Ges. m. b. H., Brunn am Gebirge, AT

Bayer Vital GmbH, Leverkusen, DE

Thermo Fisher Scientific GmbH, Ulm, DE
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, DE
Promega GmbH, Mannheim, DE

Qiagen GmbH, Hilden, DE

Roche Diagnostics GmbH, Penzberg, DE
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, DE

Carl Zeiss, Jena, DE
National Insitute of Health, Bethesda, MD, USA
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, DE

Microsoft Deutschland GmbH, UnterschleiRheim, DE

Adobe Systems, San José, CA, USA
IBM Deutschland GmbH, Ehningen, DE
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Bouin’sche Ldsung:

Gesattigte wassrige Pikrinséureldosung (1,22 %) 15 ml

Formolldsung (37 %) 5ml
Eisessig 1ml
pH-Wert von 1,5 bis 2

PBS-Puffer:

NaCl 8¢

KCI 029
NaH2PO4 1,44 ¢
KH2PO4 0,24 g
Aqua dest. 1000 ml
pH-Wert von 7,4

TMN-Puffer:

Tris 50 mM
MgCl; 1mM

pH-Wertvon 7,4

2.1.9 Primer

Zielgen: Oligonukleotid forward: Oligonukleotid backward:
GAPDH AATTCAACGGCACAGTCAAG ATGGTGGTGAAGACACCAGT
MRTF-A AATCCATGGGTCGACGGTATCGAT ATACCATGGTCAGGCACCGGGCTT
Ang-2 TCGAATACGATGACTCGGTG GTTTGTCCCTATTTCTATC
CCN1(CYR61) |GCTAAACAACTCAACGAGGA TCTGACTGAGCTCTGCAG
CCN2(CTGF) |CCCTAGCTGCCTACCGACT CATTCCACAGGTCTTAGAACAGG
BGH TCTAGTTGCCAGCCATCTGTTGT TGGGAGTGGCACCTTCCA

2.1.10 Antikorper und Lektine
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Verdinnung:
Goat anti-Mouse 19gG (H+L),
Alexa Fluor® 594 conjugate Thermo Fisher Scientific GmbH, Ulm, DE 1:200
Goat anti-Rabbit 19gG (H+L),
Alexa Fluor® 488 conjugate Thermo Fisher Scientific GmbH, Ulm, DE 1:200
Mouse Anti-CD31 (JC/70a)  Abcam, Cambridge, UK 1:100
Rabbit Anti-NG2 Merck KGaA, Darmstadt, DE 1:200
Wheat Germ Agglutinin,
Alexa Fluor® 488 conjugate Thermo Fisher Scientific GmbH, Ulm, DE 1:50

2.2 Produktion rekombinanter adeno-assoziierter Viren

2.2.1 Kultivierung der verwendeten Zelllinie

Zur Herstellung rekombinanter adeno-assoziierter Viren wurden HEK (Human Embryonic
Kidney)-293 Zellen verwendet. Diese hatten sich aufgrund der Zusammensetzung ihres
Genoms mit adenoviralen Anteilen als besonders geeignet herausgestellt.

Die Zellen wurden auf Zellkulturplatten in einem Gemisch aus Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM) mit 10% FBS und 1% Penicillin/Streptomycin kultiviert. Alle 2-3 Tage
wurde das Medium abgesaugt und die Zellen gesplittet. Nach Waschen mit 1 ml PBS folgte
die zwei-mindtige Inkubation in 1 ml Trypsin bei 37 °C, um ein Loslésen der Zellen von der
Kulturflasche zu ermdglichen. AnschlieBend wurde die Trypsin-Zell-Suspension auf Falcons
aufgeteilt, mit 8 ml Kulturmedium vermischt und fir flinf Minuten bei 2000 rpm zentrifugiert.
Der Uberstand wurde verworfen, das Zellprézipitat in Kulturmedium wieder aufgelost und

erneut in einer Zellkulturflasche bei 37 °C inkubiert.

2.2.2 Tripeltransfektion von HEK293-Zellen

Um die Zellen zur Produktion des gewunschten AAV-Vektors zu nutzen wurde die
Tripeltransfektionsmethode angewandt. Hierfur ist es notig drei Plasmide in einer Zelle
zusammenzufuhren.

Damit es zu einer intrazellularen Vermehrung des viralen Vektors in vitro kommen kann ist
zundchst ein sogenanntes Adenovirus-Helferplasmid erforderlich, da adeno-assoziierte Viren

allein nicht in der Lage sind sich zu replizieren. Dieses Plasmid codiert die relevanten
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Informationen fur adenovirale Gene wund st damit fir die Herstellung der
Replikationsféhigkeit des produzierten AAVs essentiell [174, 175].

Des Weiteren wird ein Transplasmid genutzt, um typische AAV-Sequenzen in die Zelle
einzuschleusen. Es codiert ebenfalls fur die Rep- und Cap-Gene, die fir Replikation und
Verkapselung wichtig sind. Fir die Versuche wurden eine AAV2 Rep und eine AAV9 Cap
Sequenz verwendet. So gelang es ein Hybridvirus vom Typ rAAV 2/9 herzustellen, welches
sich als besonders geeignet flr die Transduktion von Muskelzellen herausstellte [176, 177].
Als letztes wird ein Plasmid benétigt, das Cisplasmid, das das Transgen enthélt (in dieser
Arbeit LacZ, MRTF-A, Angiopoietin-1, Angiopoietin-2 und Tet-off Angiopoietin-2), sowie
die Inverted Terminal Repeats (ITRs) und einen CMV-Promotor fir die Transkription.

AAV2 IR

Cis plasmld

HEK293-Zellen

4 Adcmmms
Hclfcmlaam'd in Kulturmedium |
M\-” Rup \/\

lj:. Tr: mspl 1sTnid k '-\\ ;JI,-;. CAAV
[aavocw ] m— // .
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i~ 1-.\ /”'

Abbildung 1: grafische Ubersicht der Tripeltransfektion von HEK293-Zellen mit Polyethylenimin

(PEI) zur Herstellung rekombinanter adeno-assoziierter Viren (rAAV).

Zur Vorbereitung der Transfektion wurden die HEK293-Zellen zunéchst auf Zellkulturschalen
(147,8 cm?) verteilt und solange kultiviert und gesplittet bis auf 50 Schalen eine Konfluenz
von 70-80% entstand. Zwei Stunden vor Hinzugabe der Transfektionslosung wurde das alte
Medium abgesaugt und durch frisches, serumfreies Medium ausgetauscht.

Zur Herstellung des Transfektionsgemisches mussten zuerst 40 ml serumfreies Medium in
einem 50 ml Falcon vorgelegt werden. Folgende Plasmide wurden anschlieend hinzugefigt:
1300 pg Adenovirus Helferplasmid (pA A F6) und jeweils 650 pg Transplasmid (p600) und
Cisplasmid.

Die Losung wurde gevortext und gleichmé&Rig auf 4 Falcons verteilt. Zusatzlich wurden pro
Tube 15 ml des serumfreien Mediums beigemischt sowie 1300 ug Polyethylenimin (PEI)

hinzu pipettiert. PEI ist ein Polymer, das die Endozytose durch die negativ geladene
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Zellmembran férdert, indem es positiv geladene DNA-Partikel umschliet [178] Erneutes
Vortexen und 15- mindtige Inkubation bei Raumtemperatur schlossen die Produktion der
Losung ab, die sodann in 2,1 ml-Portionen auf den Platten verteilt werden konnte. Nach
vierstiindiger Inkubation im Brutschrank wurde dem Medium 5 ml DMEM mit 50% FBS und
1% Penicillin/Streptomycin beigefugt (siehe Abbildung 1).

2.2.3 Ernte und Aufreinigung der Vektoren

Nach Beginn der Transfektion war ein Abwarten von 24 Stunden bis zur erneuten Substitution
des Zellmediums erforderlich. 48 Stunden nach dem Austausch war dann ein Ernten der Viren
maoglich. Dazu musste das Medium abgesaugt und die Zellen mit einem Schaber von der
Platte gelost werden, um sie dann in ein Falcon zu Uberfuhren. Bei der 15-min(tigen
Zentrifugation bei 4000 rpm und 4 °C entstand ein Zellpellet, welches ber Nacht bei -80 °C
konserviert wurde.

Fir die ersten Arbeitsschritte der Aufreinigung musste das Zellaggregat bei 37 °C fir zehn
Minuten wieder aufgetaut und anschlieBend in 27 ml TMN-Puffer resuspendiert werden. Die
Zellsuspension wurde dann auf 35 ml aufgefullt, auf Eis gelegt und im Eiswasserbad zur
Lésung der Zellen 3 x 30 Sekunden lang bei ,,output® 5 und 30% sonifiziert. Um freie DNA-
und RNA-Stiicke abzubauen wurden 3ul Benzonase® bis zu einer Endkonzentration von 25
U/ml der Suspension beigemischt und diese anschlieBend bei 37 °C fur 20 Minuten lang
inkubiert. Dabei wurde der Tube alle funf Minuten gewendet. Als néchstes erfolgte der
Zellaufschluss durch Zugabe von 1,25 ml Desoxycholsdure 10 % mit anschlielender 10-
mindtiger Inkubation bei 37 °C und weiteren 15 Minuten auf Eis. Um das nun entstandene
Zelllysat zu reinigen folgte die Zentrifugation mit 4000 rpm bei 4 °C fur 15 Minuten sowie
die Uberfiihrung des Uberstands in ein neues steriles Falcon.

Far die Aufreinigung der Viruspartikel kamen die Ultrazentrifugation und Dichtebestimmung
uber einen Caesiumchloridgradienten zum Einsatz. Hierzu wurden zuerst 0,454 ¢
Caesiumchlorid (CsCl) pro Milliliter abpipettiertem Uberstand bis zu einem Endvolumen von
32-34 ml beigemischt. Um einen 2-Phasen-Caesiumchloridgradienten herzustellen wurden
anschlieBend 9 ml CsCl-Losung (Dichte 1,41 p) in 2 SW-28 Tubes vorgelegt und weitere 9 ml
CsCl-Losung (Dichte 1,61 p) mit Vorsicht unter die erste Schicht pipettiert. Danach wurde das
Zelllysat gleichmaRig (je 16-17 ml Lysat) auf beide Tubes verteilt, ohne die 2 Phasen zu
durchmischen. Wichtig bei diesem Ansatz ist, dass die durchschnittliche Dichte des CsCl-

Gradienten ungefahr der Dichte der Viruspartikel entspricht. Fir die nachsten 18-20 h wurde
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eine Ultrazentrifugation bei 25.000 rpm und 15 °C durchgefiihrt, was ein Herabsinken der
Viruspartikel zur Folge hatte. Am Ende der Zentrifugation musste jeder Ansatz in 1 ml
Portionen auf Eppendorf-Geféle verteilt werden.

Zur ldentifikation AAV-Partikel haltiger Tubes wurden 5 pl pro Tube abpipettiert und der
Refraktionsindex mithilfe eines Refraktometers gemessen. Bei AAV-haltigen Fraktionen
betrug dieser 1,362 — 1,373. Nur diese Proben wurden weiter verwendet, der Rest wurde
verworfen. Die Fraktionen im gewinschten Refraktionsbereich wurden zusammen geflhrt
und in zwei 70 Ti-quick-seal Rohrchen verteilt. Bei Bedarf wurde mit CsCl (Dichte 1,41 p)
aufgefiillt. Nach Verschluss der Rohrchen wurde erneut ultrazentrifugiert, diesmal fir 20-24
Stunden bei 15 °C und 60.000 rpm.

Im Anschluss wurde 1 ml aus jedem verschlossenen Réhrchen mit einer 20G Nadel aspiriert
und auf zwei Eppendorf-GefaRe aufgeteilt. Nach dem Er6ffnen der Tubes mit einem Skalpell
wurden dann jeweils 500 ul des Zentrifugats in Eppendorf-GefaRe abpipettiert. Es wurde
erneut der Refraktionsindex der einzelnen Fraktionen bestimmt und wieder fihrten gemessene
Werte aullerhalb des oben genannten Zielbereichs zum Aussortieren der Probe. Eine finale
Ultrazentrifugation unter zuletzt genannten Bedingungen wurde durchgefihrt und der Inhalt
der Réhrchen erneut in 500 ul Schritten portioniert. Fir die letzte Refraktionsmessung wurden
nur noch 1,364 — 1,371 als Zielbereich toleriert. Nur solche Proben wurden beibehalten und
schlielich in einem Falcon vereinigt.

Um die Aufreinigung der Viren abzuschlieBen war letztlich die Elimination des
Caesiumchlorids erforderlich. Es wurden Amicon Ultra-15 Zentrifugationsfilter verwendet,
die zuerst mit PBS benetzt und anschlieend mit der virushaltigen Lésung sowie 4-5 ml PBS
aufgefiillt wurden. Das Endvolumen von ca. 12 ml kam bei 3000 rpm fir 15 Minuten in die
Zentrifuge. Es entstand ein Konzentrat aus etwa 2 ml, das mit 12 ml PBS gewaschen, erneut

zentrifugiert und schliellich auf 2 ml konzentriert wurde [96, 179].

2.2.4 Konzentrationsbestimmung

Um die Konzentration der Viren in der Losung zu messen wurde eine quantitative Echtzeit-
PCR (rt-PCR) angewandt. Hierfir war es notig den gesuchten Titer des AAV mit einer
standardisierten seriellen Verdunnungsreihe zu vergleichen.

Zur Vorbereitung der PCR wurde zundchst ein Verdau der DNA mithilfe des DNAse
Amplification Grade Kit vorgenommen. Hierflr wurden 10 pl der virushaltigen Lésung, 10 pl
DNAse-Puffer, 4 pl DNAse und 76 pl H2O miteinander vermischt und 15 Minuten bei
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Raumtemperatur inkubiert. 2 ul 25 mM EDTA wurden daraufhin beigefugt und dienten der
Inaktivierung der DNAse. Nach 10-minttiger Inkubation bei 65 °C wurde die Probe auf Eis
gelegt.

Als ndchstes diente ein CMV-Vektor Plasmid der Erstellung einer Standardserie flr die
gPCR. Diese setzte sich aus 4 seriellen Verdiunnungen von 0,001 ng bis 1 ng auf einer
logarithmischen Skala zusammen. Die Standardproben wurden jeweils mit einer AAV-Probe
mit unbekanntem Titer und einer Verdiinnung von entweder 1:100 oder 1:1000 in einem PCR-
Reaktionsgefall kombiniert. Zusatzlich wurde in jedes ReaktionsgefaR der TagMan-Mix und
ein Primer fur das virusspezifische BGH-Gen hinzugefligt. Sodann wurde die quantitative
Echtzeit-PCR ausgefiihrt und eine Standardkurve mithilfe der PCR-Kurven des Standards

erstellt. Diese konnte nun zum Ablesen des gesuchten AAV-Titers genutzt werden.

2.3 Genexpression mittels Tet-off System

Bei einem Vektor wurde das Transgen mit einem Tet-off System kombiniert (Tet-off
Angiopoietin-2). Dadurch wurde die gezielte Steuerung der Expression dieses Gens durch die
Gabe eines tetrazyklinhaltigen Antibiotikums mdglich. Die Produktion des Vektors erfolgte
gemél Kapitel 2.2.

Das Tetrazyklin (Tet) System nutzt das urspringlich in Bakterien befindliche Tetrazyklin-
Resistenz Operon, um Gene an- und auszuschalten. Dieser Prozess ist reversibel, was das
System interessant flr gezielte und zeitlich limitierte Gentherapie macht. Kernstiick des
sogenannten Tet-off Systems ist das Fusionsprotein tTA, bestehend aus der DNA-bindenden
Domane TetR und dem Herpes-simplex-Virus (HSV) Transaktivator Protein VP16. Die
Expression von tTa kann durch einen Promotor gesteuert werden, sodass ein Zell-spezifischer
Einsatz moglich wird. tTa selbst bindet an einen Promotor mit sieben Tet-Operator Sequenzen
(TetO7) und aktiviert diesen. TetO7 ist seinerseits an einen Zytomegalievirus (CMV)
Promotor gekoppelt, welcher im beschriebenen Fall ein Ablesen des Zielgens induziert. In
Anwesenheit von Tetrazyklinen, vor allem dem stabilen Doxyzyklin, wird tTA jedoch
abgefangen und kann nicht mehr an die sieben TetO-Doménen binden, sodass das gewiinschte
Gen inaktiviert bleibt [180].

Im Tet-on System hingegen wird analog eine rekombinante Variante des tTA-Proteins (rtTA)
verwendet, sodass die Bindung an ein Tetrazyklin obligat fir die Genexpression wird [181].

Das Tet System wurde seit der Erstbeschreibung auch in Kombination mit adeno-assoziierten

29



Material und Methoden

Viren in vitro mehrfach bestatigt und u.a. im ZNS und Skelettmuskel von Ratten mit Erfolg
angewandt [182, 183].

tTA

kcine Expresion

Abbildung 2: schematische Darstellung des Tet-off Systems in An- und Abwesenheit von Doxyzyklin
(modifiziert nach Kohan [184]).

In der vorliegenden Arbeit wurde das Tet-off System in Kombination mit dem Transgen
Angiopoietin-2 (Ang-2) in zwei Versuchsgruppen verwendet. In der einen Gruppe wurden an
Tag 0 jedem Tier 5 x 10* Viruspartikel vom Typ rAAV.Tet-off Ang-2 und 5 x 10*2 vom Typ
rAAV.MRTF-A injiziert. In der anderen Gruppe waren es an Tag 0 ebenso 5 x 10'? Partikel
rAAV.Tet-off Ang-2 pro Tier, kombiniert mit 5 x 10*2 vom Typ rAAV.Ang-1 an Tag 7. Die
Inaktivierung der Uberexpression von Ang-2 erfolgte in beiden Gruppen durch
Doxyzyklingabe p.o. Gber das Trinkwasser durchgehend ab Tag 14.

2.4 Kaninchenmodell der chronischen Hinterlaufischamie

2.4.1 Versuchstiere

Bei den Versuchstieren handelte es sich ausschlieBlich um weibliche, ca. 2,5 kg schwere
Kaninchen der Rasse New Zealand White (Charles River WIGA GmbH, Sulzfeld, DE). Den
Tieren wurde nach Ankunft eine Frist von ca. 4 Tagen bis zum Versuchsbeginn gewahrt, um
sich an die neue Umgebung zu akklimatisieren. Die Haltung erfolgte in Boxen zu jeweils 4
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Tieren desselben Wurfs, um territorialen Streitigkeiten vorzubeugen. Die Tiere hatten stets
Zugang zu Futter und Wasser sowie einem mit Tageslicht beleuchteten AuRenbereich, um
einen natirlichen Tag-Nacht-Rhythmus zu gewahrleisten.

Die Haltung und die Durchfiihrung der Versuche fanden am Walter-Brendel-Zentrum fir
experimentelle Medizin in Munchen statt. Der Umgang mit den Tieren erfolgte geméall dem
,Guide for the Care and Use of Laboratory Animals* des US National Institutes of Health
(NIH Publication No. 85-23, revised 1996). Das Versuchsprotokoll wurde vom bayerischen
Tierschutz- und gebrauchskomitee genehmigt (Aktenzeichen: 55.2-1-54-2531-106-10).

2.4.2 Versuchsaufbau

Die chronische Ischamie des Kaninchenhinterlaufs ist ein seit Jahren mit Erfolg angewandtes

Modell unserer Arbeitsgruppe, das mehrfach publiziert wurde [110, 185-187]. Der allgemeine

Versuchsaufbau ist der Ubersicht wegen in Abbildung 3 dargestellt.

Exzision der rechten Angiographie Angiographie
Femoralarterie

gef. Virusapplikation Organentnahme
Virusapplikation (nur Angiopoietin 1)

Abbildung 3: Ubersicht des Versuchsaufbaus zur chronischen Hinterlaufischimie beim Kaninchen.
Die gelbe Markierung bei Tag 0 zeigt die zu exzidierende rechte A. femoralis in situ. Die

Markierungen bei Tag 7 und 35 weisen auf das fehlende GefaR in spateren angiographischen
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Aufnahmen hin. Die Aufnahmen zeigen aufierdem die beginnende Ausbildung kollateraler Kreislaufe

an Tag 7 und die vollstandig ausgeprégte Kollateralisierung an Tag 35.

Allen Tieren wurde zu Beginn die rechte Femoralarterie entfernt. Dabei wurde nach einem
standardisierten Schema vorgegangen, das in Kapitel 2.4.4 naher beschrieben wird. Sodann
wurden die Virusvektoren unmittelbar nach der Exzision - auBer rAAV.Ang-1 - geméal dem
Versuchsprotokoll (siehe Tabelle 3 und Kapitel 2.4.5) intramuskulér in den ischamischen Lauf
injiziert. Zur Evaluation der organismuseigenen Reperaturleistung wurde an Tag 7 eine
Baseline-Angiographie angefertigt, die nach der Beschreibung in Kapitel 2.4.6 durchgefiihrt
wurde. Diese diente spater als Grundlage fiir die Auswertung von Kollateralenwachstum und
Blutflussgeschwindigkeit (Kapitel 2.4.8 und 2.4.9). Ebenso wurde das Virus mit dem
Transgen Angiopoietin-1 an diesem Tag in der jeweiligen Versuchsgruppe appliziert. Zum
Ende des Versuchs wurde erneut eine Angiographie auf dieselbe Weise wie an Tag 7
angefertigt, diesmal zur Bewertung der verschiedenen Behandlungsschemata. Im Anschluss
wurde das Tier getotet und dessen Organe flr weitere histologische und molekularbiologische

Analysen entnommen (Kapitel 2.4.7).

Versuchsgruppe Behandlung Anzahl
Kontrolle (LacZ) | Intramuskulire Injektion von 5 x 10'2 rtAAV2/9 LacZ an Tag 0 n==6
MRTF-A Intramuskulire Injektion von 5 x 10'? tAAV2/9 MRTF-A an Tag 0 n==6
MRTF-A Intramuskulidre Injektion von 5 x 102 rAAV2/9 MRTF-A an Tag 0 n=4
+ Ang-2 + intramuskulire Injektion von 5 x 102 tAAV2/9 Ang-2 an Tag 0
MRTF-A Intramuskulidre Injektion von 5 x 102 rAAV2/9 MRTF-A an Tag 0 n=4

+ Tet-off Ang-2 + intramuskulire Injektion von 5 x 10'? tAAV2/9 Tet-oft Ang-2 an Tag 0
+ Doxyzyklin 25 mg/d per os ab Tag 14

Tet-off Ang-2 Intramuskulire Injektion von 5 x 10'? tAAV2/9 Tet-oftf Ang-2 an Tag 0 n=4
+ Ang-1 + intramuskulidre Injektion von 5 x 102 rAAV2/9.Ang-1 an Tag 7
+ Doxyzyklin 25 mg/d per os ab Tag 14

Tabelle 3: Versuchsgruppenubersicht mit Behandlungsregimen und Gruppengrofe

2.4.3 Préaoperative MaRnahmen und Narkose

Die Einleitung der Tiere erfolgte im Stall mit einem Gemisch aus 1 ml Rompun® 2%
(Xylazinhydrochlorid), 2 ml Ketamin Inresa® (Ketaminhydrochlorid) und 0,3 ml Atropinsulfat
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intramuskular in den linken Hinterlauf. Sobald das Tier schlief wurde es in den Operationssaal
gebracht. Dort wurden zunichst die Augen zum Schutz vor Austrocknung mit Bepanthen®
Augensalbe bedeckt und mit einer in NaCl 0,9% durchtrankten Kompresse verbunden.
Danach wurde ein Zugang in die rechte Ohrvene mit einem 24G-PVK gelegt. Uber diesen
erhielt das Tier die intraoperative Narkose aus 5 ml Rompun® 2%, 8 ml Ketamin Inresa® und
37 ml NaCl 0,9% mittels Perfusor mit einer Geschwindigkeit von ca. 13 ml/h. Wé&hrend der

Intervention wurden Atmung und Herztétigkeit regelméBig auskultatorisch kontrolliert.

2.4.4 Induktion der Ischamie

Fir die Exzision der Femoralarterie wurde das Tier auf dem Rucken gelagert und der rechte
Schenkel auf der Innenseite grundlich rasiert und desinfiziert. Der Hautschnitt erfolgte nach
Testung auf Schmerzreiz bogenférmig vom Ligamentum inguinale Uber die Adduktorenloge
hinweg bis zum Kniespalt. Zur besseren Orientierung konnten hierfur Leistenband und
Femoralarterienpuls palpiert werden. Anschliefend wurden Muskelfaszie und weiteres
Bindegewebe stumpf mittels Overholt prapariert, um das femorale Hauptgefal? und dessen
Abgange aufzusuchen. Fir die nachfolgenden Ligaturen der arteriellen GeféalRe galt allgemein,
diese mit Handseide Starke 4,0 durchzufiihren und maglichst nah beieinander zu setzen (siehe
Abbildung 4).

Zundachst wurde die leicht freizulegende oberflachliche A. epigastrica superficialis an Punkt 1
zusammen mit der parallel verlaufenden Vene unterminiert und ligiert. Sodann folgte die
Freipréparation der Hauptarterie von Vene und Nerv im Bereich des Ligamentum inguinale.
Hierbei waren die teils auffachernden und kreuzenden Fasern des N. femoralis und die
dunnwandige V. femoralis zu beachten und zu schonen. Nach erfolgreicher Freilegung folgten
die Ligaturen an den Punkten 2-5 der arteriellen Gefalle gemalR Abbildung 4. Hierbei stellte
sich als sinnvoll heraus, das Gefal} an den bereits platzierten Faden zu fuhren, um die weitere
Préparation zu erleichtern, und die Faden anschliefend mit einer Mosquitoklemme aus dem
Operationsfeld zu halten. Als né&chstes war es nétig, im Bereich des distalen Drittelpunktes
des Femurs die Muskulatur langs zu spalten, um in der Tiefe zur Aufzweigung der A.
femoralis zu gelangen. Nach gelungener Praparation wurde zundchst das Hauptgefal? an Punkt
6 ligiert, gefolgt von den beiden Asten A. poplitea an Punkt 7 in der Tiefe und A. saphena -
entspricht der A. tibialis anterior beim Menschen - im Verlauf an Punkt 8. Da zusétzliche
Abgange in diesem Bereich keine Seltenheit sind, wurde nach solchen Ausschau gehalten und

im Falle eine Ligatur dieser Varianten durchgefuhrt. Die 9. und letzte Ligatur erfolgte im
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Bereich des Kniespalts ebenfalls an der A. saphena, die an dieser Stelle aufgrund des straffen
Bindegewebes oftmals schwer von der Vene zu trennen war. Fur die anstehende Exzision
wurde zundchst die A. saphena, die als natlrliche Verlangerung der A. femoralis zu betrachten
ist, distal der Ligatur 8 und proximal der Ligatur 9 geklemmt und dargestellt. Sodann erfolgte
die Durchtrennung des Geféalles zwischen Ligaturen und Klemmen. Eine Klemme wurde
entfernt und das Exzidat unter vorsichtigen Zug- und Drehbewegungen aus dem Bindegewebe
gelost. Kam es im seltenen unglnstigen Fall zum Abreien des Gefdlles, musste der
Arterienrest im Exzisionskanal aufgesucht und gezogen werden. Die Exzision der

Femoralarterienstiicks wurde analog gemaR Abbildung 4 durchgefiihrt [188, 189].

Vor Exzision Nach Exzision

m=ss Orientierungspunkte
Leistenband

| jgaturl-9 Leistenband

Schnitt

A. circumflexa

® Klemme femoris lateralis
A. femoralis A. epigas.'tri.ca
(superficialis) superficialis

A. poplitea
A. saphena
Exzidate
Kniespalt

Abbildung 4: schematische Darstellung der Exzision der A. femoralis (und saphena). Das
Operationsfeld befand sich zwischen Leistenband und Kniegelenk. Die schwarzen Linien bezeichnen
die Lokalisationen der 9 zu setzenden Ligaturen. Nach der Ligatur wurden die spateren Exzidate nahe
den Ligaturen geklemmt (griine Balken), vom restlichen Gefal} abgesetzt (grau gestrichelte Linie) und

mit den Klemmen aus dem Situs entfernt.

Um sicher zu gehen, dass kein arterieller Abgang bersehen und wahrend des Ziehvorgangs
abgerissen worden war, musste eine Blutung ausgeschlossen werden. Danach folgte eine

grindliche Spulung der Wunde mit NaCl 0,9% und die Verndhung der Haut mit Supolene 3.5
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als Einzelknopfnaht. Zur postoperativen Entziindungsprophylaxe wurden dem Tier 16 mg
Gentamicin (Gentamicinsulfat) als Single-Shot-Antibiose intramuskuldr in den linken
Hinterlauf injiziert. Es folgte die Desinfektion der Narbe mit Braunol® (Povidon-lod) und die
Anlage eines sogenannten Ein-Bein-Hosenverbandes mit Mullbinden um den operierten Lauf
und den unteren Rumpf. Dieser wurde noch zusatzlich mit Heftpflastern unter Aussparung des
Schamdreiecks fixiert und verstarkt, um Bissfestigkeit bis zum nédchsten Operationstag zu
gewahrleisten. Hierbei ist auf eine ausreichende Beweglichkeit des Beins und Luft im
Rumpfbereich zu achten, um die Bauchatmung nicht zu beeintrachtigen. Auerdem wurden
die Pflaster in Langsrichtung geklebt, um ein Einschniren des Laufs mit konsekutivem
Kompartmentsyndrom zu verhindern. Zuriick im Stall stand das Tier in der Aufwachphase
unter Beobachtung und erhielt fiir die ersten drei Tage postoperativ ca. 15 mg Tramal®

(Tramadolhydrochlorid) pro Tag Uber das Trinkwasser zur Schmerzprophylaxe.

2.4.,5 Behandlung

Die Behandlung in den unterschiedlichen Versuchsgruppen erfolgte nach den in Tabelle 3
aufgefiihrten Regimen. Fiir die Applikation wurde das Viruskonzentrat, bestehend aus 5 x 10*2
Partikeln des jeweiligen adeno-assoziierten Virus, mit NaCl 0,9% auf 1 ml verdinnt und in
einer 1 ml Spritze aufgezogen. Die intramuskulére Injektion an 10 verschiedenen Stellen des
ischdmischen Unterschenkels zu je 100 pl Portionen wurde an Tag 0 nach Wundverschluss
und vor Anlage des Verbandes bei allen Versuchsgruppen mit allen Vektoren - auer
rAAV.Ang-1 - gleichsam durchgefiihrt. Nur das Virus mit dem Transgen Angiopoietin-1
wurde in der jeweiligen Versuchsgruppe an Tag 7 beim Verbandswechsel verabreicht. Fir die
Tiere mit rAAV.Tet-off Ang-2 im Behandlungsregime war eine konstante Zufuhr von
Doxyzyklin ab Tag 14 erforderlich. Dafiir wurde die ungefahre Tagestrinkmenge von vier
Kaninchen (700 ml) taglich erneuert und 100 mg Doxyzyklin darin aufgeldst, sodass es ca. zu
einer Tagesgesamtdosis von 25 mg pro Tier kam. Das Trinkwasser wurde an einem
lichtgeschutzten Ort positioniert, um der Degradierung durch UV-Licht entgegenzuwirken.

Fur die Vehikel-Kontrollgruppe (rAAV.LacZ) wurden die Viren mit einem LacZ-Reportergen
ausgestattet, dass bereits in vorangegangenen Publikationen zum Nachweis einer
erfolgreichen Virustransduktion herangezogen wurde [187]. AnschlieBend wurde in den ersten
beiden Interventionsgruppen untersucht, ob rAAV.MRTF-A in der Lage ist eine
therapeutische Neovaskularisierung hervorzurufen und von welcher Bedeutung die Perizyten

fur diesen Effekt sind (Inaktivierung dieser durch zeitgleiche rAAV.Ang-2 Applikation). Die
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zwei Interventionsgruppen, in denen die etwas komplexeren Genexpressionsmuster unter
Anwendung des Tet-off Systems induziert wurden, sind zum besseren Verstdndnis in
Abbildung 5 dargestellt.

rAAV.MRTF-A + rAAV.Tet-off Ang-2

Tag 0 Tag 7 Tag 35
MRTF-A an —

Tag 0 Tag 7 Tag 14 Tag 35
_ Ang-2 aus via Doxyzyklin f—

rAAV.Tet-off Ang-2 + rAAV.Ang-1

Tag 0 Tag 7 Tag 14 Tag 35
_ Ang-2 aus via Doxyzyklin —
Tag 0 Tag 7 Tag 14 Tag 35

Abbildung 5: Uberexpressionsmuster in den Tet-off Interventionsgruppen tber die Versuchsdauer von
35 Tagen. Therapeutisch relevante Proteinspiegel werden nach ca. 7 Tagen post injectionem erreicht
und bleiben dann bis zum Versuchsende konstant erhalten [190, 191]. In beiden Gruppen sollten
Perizyten durch Aktivierung von Angiopoietin-2 in einer friihen Phase der Angioneogenese (Tag 7 —
14) inhibiert werden, um den neu wachsenden Kapillaren ausreichend Raum zu gewéhren. Erst ab Tag
14 wurde dieser Prozess durch die Gabe von Doxyzyklin beendet und eine suffiziente Anlagerung der
Perizyten an den entstehenden Endothelien mdoglich. In der einen Gruppe wurde dadurch die
anfangliche Blockade eines potentiellen positiven Effektes von MRTF-A auf die Gefalreifung wieder
aufgehoben. In der anderen Gruppe erfolgte stattdessen im Anschluss an die friihe Destabilisierung der
Kapillaren eine Unterstliitzung der Perizytenrekrutierung flr die natlrliche Gefalisprossung des
Organismus durch Angiopoietin-1 [192].

2.4.6 Angiographie

Eine Woche nach Ischdmieinduktion war das Anfertigen einer Baseline-Angiographie der

BeingefdlRe notwendig, um Vergleichswerte fiir die Angiographien am Versuchsende zu
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ermitteln. Die Aufnahmen dienten anschlieBend als Grundlage zur Auswertung von
Kollateralwachstum und Blutflussgeschwindigkeit. Das Kollateralsystem gilt ab dem 7. Tag
nach Ischamieinduktion als relativ stabil und weit von da an keine nennenswerten
funktionellen Verbesserungen mehr auf [71].

Préoperative MaRnahmen und Anésthesie wurden wie in Kapitel 2.4.3 beschrieben
durchgefuhrt. Die Lagerung des Tieres erfolgte auf dem Riicken mit einem Nackenpolster aus
Kompressen um den Kopf zu uberstrecken. Sodann wurde die rechte A. carotis communis
palpiert und die Haut dartuber grindlich rasiert und desinfiziert. Der ca. 3 c¢cm groRe
Hautschnitt erfolgte per Schere in Richtung des Karotisverlaufs. Die Praparation geschah
stumpf durch das Bindegewebe zwischen M. omohyoideus und M. sternocleidomastoideus
hindurch in das Karotisdreieck. Dort wurde die Halsschlagader auf einer Strecke von ca. 2 cm
von V. jugularis und N. vagus freigelegt und mit zwei Ligaturen unterminiert. Wahrend die
kraniale Ligatur unmittelbar geschlossen und mit einer Mosquitoklemme unter Zug gehalten
wurde, wurde der kaudale Faden nur locker geknotet und leicht angehoben, sodass der
systolische Blutdruck tberwunden und die Arterie komprimiert wurde. Anschliefend wurde
das Geféal? mit einer Mikro-Federschere 1 - 2 mm inzidiert. Die Instrumente, die von nun an
endovaskular eingefuhrt wurden, mussten vorher mit einer Verdinnung von Heparin-Natrium
auf 1000 I.E./ml gespult und benetzt werden.

Zunéchst erfolgte die Sondierung der Halsschlagader nach kaudal mit einer 4F Schleuse samt
Mandrin und Fihrungsdraht. Danach wurde die noch lockere Ligatur um Arterie und Schleuse
zugezogen und die Schleuse zusétzlich mit den Faden der Ligatur und einer Tuchklemme an
der Augenbinde fixiert. Fihrungsdraht und Mandrin wurden entfernt und ein 4F Katheter mit
eigenem Fuhrungsdraht eingefiihrt. Zur stetigen Lagekontrolle des Fuhrungsdrahts und des
Katheters wurde von nun an die Durchleuchtung mittels C-Bogen angewandt. Hierfr war auf
ausreichend Strahlenschutz der Versuchsteilnehmer mit Ganzkdérperbleischirzen und
Schilddriisenschutz zu achten. Die Strahlenbelastung wurde monatlich mithilfe wvon
Rontgenplaketten, die unter dem Bleimantel getragen werden mussten, erfasst.

Als néchstes wurde der Katheter unter rontgenologischer Sicht, immer unter vorheriger
Sondierung des nachsten GeféalRabschnittes mittels Flhrungsdraht, zundchst bis zum
Aortenbogen vorgeschoben. AnschlieBend wurde tber Aorta descendens und abdominalis bis
zur Endposition in eine der beiden Aa. iliacae communes katheterisiert. Sodann erfolgten die
Fixierung des sondierten Laufs mittels Pflasterstreifen am Operationstisch und die Einstellung
des C-Bogens flr die Angiographie. Fur die Aufnahmen wurde der CINE-Modus am C-Bogen
aktiviert, der Bilder mit 25 frames per second (fps) aufzeichnete. Nun wurde der
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Filhrungsdraht entfernt, und die GefaRe zunachst mit 0,5 - 1 ml Adrekar® (Adenosin) dilatiert.
Nach kurzem Durchspiilen des Katheters mit NaCl 0,9% wurde das Kontrastmittel Imeron®
300 mg lod/ml (lomeprol) uUber eine Spritzen-Pumpe (Harvard Apparatus) mit der
Geschwindigkeit 1 ml/s appliziert. Die Injektion erfolgte solange bis die GefalRe im Bereich
des Kniespalts kontrastiert waren (normalerweise 2 - 3 ml). Das im Katheter verbliebene
Kontrastmittel wurde nachgespult, der Katheter ein Stiick zuriickgezogen und die Prozedur am
anderen Bein wiederholt.

Nach Abschluss des zweiten Angiogramms wurden alle im GeféaR befindlichen Instrumente
gezogen und die kaudale Ligatur zum Verschluss der Halsschlagader fest verknotet. Die
abschlieBende Wundversorgung und Antibiotikaprophylaxe wurden kongruent zu Tag 0
durchgefuhrt (siehe Kapitel 2.4.4). Das Anlegen eines Verbandes tber der frischen Narbe war
nicht erforderlich, jedoch wurde die Gelegenheit der Narkose genutzt, um einen
Verbandswechsel am operierten Bein mit Inspektion der Narbe durchzufiihren. In diesem
Moment erfolgte in einer Versuchsgruppe auch die Injektion des rAAV.Ang-1 wie in Kapitel
2.4.5 beschrieben. Der vendse Zugang wurde entfernt, die Blutung gestoppt und das Tier im
Stall bis zum Erwachen beobachtet. Eine Schmerzprophylaxe war nach diesem Eingriff nicht

angezeigt.

2.4.7 Versuchsende und Organentnahme

Der abschlieBende Eingriff an Tag 35 wurde analog zu Tag 7 durchgefuhrt, mit dem
Unterschied, dass die linke A. carotis communis zur Katheterisierung verwendet wurde.

Zum Beenden des Versuchs wurde das Tier nicht wie gewohnt aus der Narkose erweckt,
sondern mit Gabe von 3 ml der TIVA-Mischung im Bolus tief sediert. In einer Spritze wurden
10 ml einer 3 molaren Kaliumchlorid-Lésung bereitgestellt. Sodann erfolgte die Punktion des
Herzens mit der Spritze von subxyphoidal nach kranial. Nach erfolgreicher Aspiration von
hellrotem Blut wurde das Tier durch intraventrikulare Injektion der Lodsung im Bolus
euthanasiert.

Im Anschluss galt es, mdglichst rasch die Gewebeproben fir PCR und Histologie zu sichern.
Dafur wurden zum einen Proben aus finf verschiedenen Muskeln je Bein entnommen (M.
tibialis anterior, M. gastrocnemius, M. fibularis, M. adduktor magnus und M. vastus medialis),
zum anderen wurden die Organe Lunge, Herz, Leber und Milz fir die Konservierung
prapariert. Fir spatere PCR-Analysen wurden kleine Gewebestiicke der gewonnenen Organe

und Muskeln in Eppendorf-GefaBen zusammen mit RNA-Later® in fliissigem Stickstoff
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schockgefroren. Fir die Histologie wurden ca. 2 cm grolRe Prdparate aus den jeweiligen
Muskeln hergestellt und in Histokéstchen Uberfuhrt. Diese wurden dann in ein Behaltnis mit
vorgekihltem Isopentan gegeben und anschliefend in flissigem Stickstoff fir 10 Minuten
weiter herabgekunhlt. Dieser Schritt verhinderte ein Auskristallisieren des intrazellularen H.O
durch zu schnelles Abkihlen der Proben, sodass es nicht zu einer Zerstérung der Zellstruktur
kommt. Nach der Aufbereitung der Proben fur die Kryokonservierung wurden diese auf

Trockeneis zwischengelagert und anschliellend in einem -80° C Gefrierschrank untergebracht.

2.4.8 Kollateralwachstum

Zur Quantifizierung des Kollateralwachstums wurde ein angiographischer Score, angelehnt an
fruheren Verfahren [193, 194], ermittelt. Dabei wurden die Werte der Angiographien am
Versuchsende mit den Ergebnissen der Angiographien an Tag 7 ins Verhéltnis zueinander
gesetzt, um die anfanglichen, nicht durch die Viren hervorgerufenen Verénderungen
herauszurechnen. Fir die Auswertung wurde ein qualitativ hochwertiges Bild aus den
Aufnahmen des jeweiligen Tieres ausgewahlt, worauf die Gefalle zwischen Leistenband und
Kniegelenk gut kontrastiert waren. Uber dieses Areal wurde dann am Computer ein
standardisiertes Gitter gelegt und Schnittstellen des Gitters mit den durch Kontrastmittel
dargestellten GeféalRen durch ein Kreuz markiert (siehe Abbildung 6). Auch das linke, nicht
ischdmische Bein wurde ausgewertet, um systemische Effekte der Gentherapie

auszuschliefen.
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Angiographie Tag 7 Angiographie Tag 35
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Abbildung 6: exemplarische Darstellung der Kollateralenauswertung. Zu sehen sind zwei
angiographische Bilder desselben Tieres an Tag 7 und 35. Das Prinzip zur Ermittlung des Scores ist
hier mit einigen Markierungen (rote Kreuze) beispielhaft prasentiert. Die Anzahl der Kreuzungspunkte
an Tag 35 wurde durch den Wert von Tag 7 geteilt und das Ergebnis in Prozent (%) von Tag 7
angegeben.

2.4.9 Messung der Flussgeschwindigkeit (Cinedensitometrie)

Zur Quantifizierung der Flie3geschwindigkeit des Blutes wurde ein Verfahren nach Gibson et
al. durchgefiihrt [195]. Die sogenannte Cinedensitometrie wurde ebenfalls auf Basis von
Angiographien analysiert. Hierfir wurde in der Bilderreihe des angiographischen Films
zundchst nach dem Bild gesucht, das die Passage des Kontrastmittels (iber eine entlang des
Leistenbands gedachte Linie zeigte. Von hier an wurden die Bilder bis zu dem Frame gezéhlt,
welches als erstes ein kontrastiertes GefaR im Bereich des Kniespalts darstellte. Die Differenz
der beiden Bildernummern konnte nun, unter Berlcksichtigung einer konstanten
Injektionsgeschwindigkeit von 1 ml/s und Aufnahmerate von 25 fps, zur Berechnung der
FlieRgeschwindigkeit des Blutes im untersuchten GeféRbett herangezogen werden. Hierbei
galt der Quotient der gezdhlten Frames von Tag 35 zu Tag 7 des nicht-ischdmischen Bein als
BezugsgroRe fir den Quotienten des ischdmischen Beins. Der ermittelte Wert, der die
genormte Anderung der Flussgeschwindigkeit von Tag 7 zu Tag 35 reprasentierte, wurde in

Prozent (%) wvon Tag 7 dargestellt. Die Cinedensitometrie kann neben der
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FlieRgeschwindigkeit, die sie misst, als guter Schétzer fir die regionale Perfusion des

Gewebes herangezogen werden (Hinkel et al., unpublizierte Daten).

2.5 Quantitative Echtzeit-PCR

Die quantitative Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (q-PCR oder rt-PCR) ermdglicht es, die
Transkriptionsrate eines Gens zum Zeitpunkt der Konservierung der Probe anhand von RNA-
Quantifizierung zu erfassen. In der vorliegenden Arbeit diente dieses Verfahren der
Uberpriifung der Funktionalitat des Tet-Off Systems, dem Nachweis einer Uberexpression des
Gens MRTF-A nach Virentransduktion und der Bestétigung einer funktionellen Wirkung von
MRTF-A durch Messung erhohter Konzentration der Downstream-Gene CCN1 und CCN2
[187].

2.5.1 Probenaufbereitung

Zu Beginn der RNA-Aufreinigung wurde das tiefgefrorene Gewebe portioniert und zu jeweils
100 mg Fragmenten in ein Homogenisatortube berfihrt. AnschlieBend wurden je Réhrchen 1
ml TRI Reagent® hinzugefiigt, um durch das enthaltene Guanidinthiocyanat ein rasches
Aufspalten der Zellen mit Inaktivierung von Enzymen, vor allem RNAsen, zu bedingen.
AuBerdem enthielt das Reagenz Phenol zur Loésung von DNA und Proteinen. Die
Homogenisierung erfolgte mittels ULTRA-TURRAX®. Hierbei war eine Reinigung mit
Diethylpyrocarbonat (DEPC) zwischen den Proben notig, um Kontaminationen zu verhindern.
In den folgenden Ausfuhrungen werden exemplarisch die Mengenangaben fir jeweils ein
Reaktionsgefal? verwendet. Nach 5-mindtiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde eine
Phasentrennung mit 200 pl Chloroform vorgenommen. Es folgte eine erneute kurze
Inkubation bei Raumtemperatur unter Verriihren des Gemischs. Danach wurden die Réhrchen
fir 15 Minuten bei 4° C und 12000 rpm zentrifugiert. Sodann wurde der RNA-haltige
Uberstand in ein Eppendorf-GefaR pipettiert und mit 500 pl Isopropanol 96% zum Ausfallen
gebracht. Nach Vortexen und 10-mindtiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde erneut bei
4° C und 12000 rpm fiir zehn Minuten zentrifugiert. Diesmal wurde der Uberstand abpipettiert
und verworfen, das Prézipitat in 1 ml Ethanol 75 % gewaschen, gevortext und kurz bei
Raumtemperatur abzentrifugiert. Der Uberstand wurde erneut verworfen und das Pellet fiir 10

Minuten auf einem Heizblock bei 40° C getrocknet. Die Resuspension erfolgte in abhangig
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von der Menge des Prazipitats in 50 - 100 ul Nuclease-Free Water (NFW) [196].

Nun konnte die RNA-Konzentration photometrisch bestimmt werden. Hierfir wurden 5 pl des
erzeugten Gemischs mit 495 pul NFW 1:100 in einer Kuvette verdinnt. Daraufhin erfolgte die
Bestimmung des RNA-Gehalts bei 260 nm Wellenldnge und wurde ins Verhéltnis mit der
Proteinmenge gesetzt, die bei 280 nm gemessen wurde. Bei einem Quotienten von 1,9 bis 2,1
wurde die gemessene RNA-Konzentration mal 4 genommen und auf 1 pg RNA/ul eingestellt.
Dann wurde erneut eine Photometrie durchgefuhrt.

Um ein Umschreiben der RNA auf die cDNA zu ermdglichen, stand als néchster Schritt der
DNAse-Verdau an. Hierfiir wurde 1 pl der RNA-Probe mit 1ul DNase 10x Puffer, 1l DNase
und 7 pl NFW kombiniert und fir 30 Minuten bei 37° C inkubiert. Danach wurde die
Reaktion mit 1 pl 25 mM EDTA beendet. Vor dem Umschreiben wurde die Losung bei 70° C
inkubiert, kurz zentrifugiert und anschlielend 5 Minuten auf Eis gelegt. Um gegebenenfalls zu
kontrollieren, ob das Gemisch DNA-frei war, wurde 1 pl der Probe enthommen und

aufbewabhrt. Die restlichen 10 pl dienten zur Herstellung der cDNA.

2.5.2 cDNA-Herstellung

Zum Umschreiben von RNA in einzelstréngige cDNA wurde das Reverse-Transkription-
System Protokoll der Firma Promega angewandt. Hierzu wurden folgende Bestandteile in
angegebener Reihenfolge in ein Reaktionsglas hinzugefugt:

4 pl 25 mM MgCly, 2l Reverse Transkriptase 10x Puffer, 2 pul 10 mM dNTP Mischung, 0,5
ul Recombinant RNasin® Ribonuklease Inhibitor, 0,6 - 0,75 pl hochkonzentrierte AMV
Reverse Transkriptase, 0,5 ug Random Primer und schlielich die 10 ul hergestellte RNA-
haltige Losung. Das Endvolumen sollte mit NFW auf 20 ul aufgestockt werden.

Das Gemisch wurde dann zunédchst 10 Minuten bei Raumtemperatur und anschlieRend 45
Minuten bei 42 °C inkubiert. Im Anschluss erfolgte die Erhitzung auf 95° C fur 5 Minuten
und die Zwischenlagerung fur 5 Minuten auf Eis, um die Reverse Transkriptase zu
inaktivieren. Die Probe konnte dann bis zur Durchfiihrung der PCR bei —20 ° C gelagert

werden

253 rt-PCR

Der Ansatz fir die rt-PCR bestand aus folgenden Substanzen:

10 pl iQ™ SYBR® Green Supermix, jeweils 1 pl Primer forward und reverse (siehe Kapitel
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2.1.9), 6 pl destilliertes H.O und zuletzt 2ul des umgeschriebenen cDNA-Reagenz.

Fir die Messung wurde ein MyiQ™ single color real-time PCR detection system von Bio-Rad
verwendet. Die PCR-Tubes wurden darin positioniert und die Reaktion ausgefuhrt. Im
Gegensatz zu einer gewohnlichen PCR war das Gerét zusétzlich in der Lage die amplifizierte
doppelstrangige DNA zu quantifizieren. Dazu interkalierte zunachst das zugesetzte SYBR®
Green mit der Doppelstrang-DNA, sodass es zu einer Fluoreszenz kam. Die Intensitat des
fluoreszierenden Farbstoffs konnte dann mittels Signalmessung bei einer Wellenlange von
521 nm bestimmt werden, wobei die Stérke des Signals proportional zur Menge der DNA war.
Die Quantifizierung erfolgte mittels MyiQ™ Software bei optimalen Reaktionsbedingungen
wahrend des exponentiellen Wachstums. Das Ergebnis wurde in Relation zum

Expressionslevels des Housekeeping-Gens GAPDH angegeben.

2.6 Histologische Farbungen

Die histologischen Analysen des entnommenen Muskelgewebes dienten zur Quantifizierung
von Kapillarwachstum und Gefélireifung (PECAM-1/NG-2 Doppelfarbung), Muskelfaser-
Durchmesser (WGA Farbung) und Fibrose (Siriusrot Farbung).

Alle Muskelpraparate wurden zundchst mit einem Leica 3050 S Kryotom zu 5 pum dicken
Schnitten verarbeitet. Hierfir mussten die Proben zun&chst von -80° C auf -20° C
aufgewdrmt, mit einem Skalpell zugeschnitten und mit Tissue-Tek® auf einem vorgekiihlten
Préparattrager befestigt werden. Dabei war zu beachten, dass die Muskelfasern senkrecht zur
Schnittrichtung positioniert wurden, um Querschnitte der Muskulatur zu erhalten. Sodann
wurden sechs bis neun Schnitte pro Muskel angefertigt und jeweils drei auf einem
Objekttrager aufgezogen. Zur besseren Vergleichbarkeit wurde immer an der dicksten Stelle
des Muskelbauchs mit den Schnitten begonnen. Die Zwischenlagerung bis zur Farbung
erfolgte bei 4° C.

2.6.1 PECAM-1/NG-2 Doppelfarbung

Die PECAM-1/NG-2 Doppelfarbung ist eine immunhistochemische Farbung mit
fluoreszierenden Antikorpern. Sie bietet die Moglichkeit nicht nur Kapillarwachstum mithilfe
des Endothelzellmarkers CD-31 (PECAM-1) zu quantifizieren [197], sondern zusétzlich eine

Aussage Uber den Grad der Reifung der Kapillaren durch Markierung von NG-2 zu treffen,
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das u.a. auf Perizyten exprimiert wird [198, 199].

Zur Fixierung wurden die Objekttrdger mit den Proben fiir 15 Minuten in 4° C kaltes Aceton
gelegt. Nach drei Waschschritten a finf Minuten in PBS wurden Uberschiissige Tropfen
abgeklopft und die einzelnen Schnitte vorsichtig mit einem hydrophoben Dako Pen umrahmt.
Um unspezifische Antikorperbindungen, die zu Hintergrundfluoreszenz fihren kénnen, zu
blocken wurden 2 % bovines Serumalbumin (BSA) und 0,2 % Triton™ X-100 in PBS gel6st
und auf die Schnitte pipettiert. Nach 60-mindtiger Inkubation wurde erneut drei mal funf
Minuten in PBS gewaschen und anschlielend der primére Antikorper gegen PECAM-1
(platelet-endothelial cell adhesion molecule-1) 1:100 in der vorher hergestellten Blocking-
Losung verdinnt und gleichmaRig auf die Schnitte verteilt. Die Proben wurden dann tber
Nacht bei 4° C gelagert.

Am ndchsten Tag wurden die Schnitte wie gewohnt gewaschen und anschlieRend mit einem
rot fluoreszierenden sekundaren Antikdérper (Verdinnung 1:200 in Antibody Diluent) benetzt.
Ab diesem Zeitpunkt war moglichst unter Abdunkelung zu arbeiten, um die Fluoreszenz des
Farbstoffes nicht zu beeintréchtigen. Nach zwei-stiindiger Inkubation bei Raumtemperatur
unter Lichtschutz wurde wieder wie Ublich gewaschen und danach der zweite primére
Antikorper, diesmal gegen NG-2 (neuron-glial Antigen-2 oder Chondroitinsulfat
Proteoglykan), 1:200 in Antibody Diluent verdinnt aufgetragen. Es folgte eine erneute
Inkubation bei 4° C Uber Nacht und am néchsten Tag die Befreiung von Uberschissigem
Antikorper durch drei Waschschritte je funf Minuten. Danach wurde der zweite sekundare
Antikorper, diesmal mit einem griin fluoreszierenden Farbstoff markiert, pipettiert und nach 2
Stunden Inkubation bei Raumtemperatur abgewaschen. Alle verwendeten Antikorper sind in
Kapitel 2.1.10 detailliert aufgefihrt.

Zum Schluss wurde noch die Kern-DNA mit DAPI-haltigen VECTASHIELD® Eindeck-
Medium angeférbt (blau fluoreszierend) und die Schnitte mit einem Deckglas geschiitzt. Die
Lagerung erfolgte bei 4° C bis zur Auswertung unter dem Fluoreszenzmikroskop, die
maoglichst innerhalb einer Woche erfolgen sollte.

Fur die Mikroskopie wurde ein Axiovert 200M Mikroskop verwendet und die Bilder mit einer
AxioCam HRc in 400-facher VergrolRerung aufgenommen. Es wurden sechs Bilder je Muskel
aus unterschiedlichen Hauptgesichtsfeldern fotografiert und mit der AxioVision Software
bearbeitet. Die Auswertung erfolgte mittels ImageJ, indem die roten und griinen Signale
gezéhlt und dann ins Verhaltnis zueinander gesetzt wurden, um den Grad der GefaRreifung zu

bestimmen.
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2.6.2 WGA Farbung

Mit der WGA (wheat germ agglutinin) Farbung ist es moglich Sialinsaure- und N-
Acetylglucosamin-haltige Glykoproteine und Glykolipide der Zellmembran anzufarben [200].
Da Skelettmuskelzellen einen groBen Querdurchmesser haben eignet sich diese Férbung
besonders gut, um Querschnittsflachen von Muskelfasern darzustellen, auszumessen und zur
Bewertung von Hypertrophie oder Atrophie heranzuziehen. Zu beachten ist aulerdem, dass
WGA kein Antikorper, sondern ein Lektin ist [201].

Far die Farbung wurden die Proben zehn Minuten in 4° C kaltem Aceton fixiert. Es folgten
ein Waschschritt von drei mal zehn Minuten mit PBS und das Entfernen von uberschissigen
Tropfen im Anschluss. Das mit einem griinen Fluoreszenzfarbstoff versehene WGA wurde
50-fach verdunnt in PBS mit 1 mM CaCl, aufbereitet und auf die Schnitte pipettiert. Nach 60
Minuten Inkubation bei Raumtemperatur unter Lichtschutz wurden die Schnitte erneut drei
mal zehn Minuten gewaschen, trocken geklopft und danach mit VECTASHIELD® DAPI
eingedeckelt.

Die Mikroskopie erfolgte mit denselben Gerdten und Software wie in Kapitel 2.6.1
beschrieben. Es wurden immer jeweils zehn nebeneinanderliegende Muskelzellen in sechs
unterschiedlichen Hauptgesichtsfeldern pro Muskel untersucht. Fir die Auswertung wurde in
AxioVision die Querschnittsflache der einzelnen Muskelfasern gemessen und anschliefend
gemittelt.

2.6.3 Pikro-Siriusrot Farbung

Die Pikro-Siriusrot Farbung nach Puchtler ist eine histologische Methode zur Darstellung von
kollagenem Bindegewebe [202]. Sie eignet sich daher besonders zur Quantifizierung von
Fibrose.

Zur Fixierung wurde eine Bouin“sche Losung hergestellt und die Proben darin 60 Minuten bei
37° C inkubiert. Danach wurden die Schnitte eine Stunde lang in 0,1 %-iger Siriusrot-
[Pikrinsaurelosung gefarbt. Um ein Uberfiarben zu vermeiden, wurden die Objekttrager im
Anschluss fur 20 Sekunden in 10 mM Salzsdure tberflihrt. Nach kurzer Reinigung in H20
wurde die Kernfarbung in Mayer’s Hamalaun fur finf bis zehn Minuten durchgefiihrt. Sodann
wurde Uberschissige Farbelosung funf Minuten unter flieBendem Wasser entfernt. Zur
Dehydrierung wurde eine Alkoholreihe angewandt. Dafuir wurden die Schnitte kurz in 70 %-

iges Ethanol und dann fur drei Minuten in 96 %-iges Ethanol getaucht. Weiterhin folgten drei
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Uberfithrungen in 100 %-iges Ethanol, die ersten beiden Male fiir jeweils drei Minuten und
das letzte Mal fiir zwei Minuten. Die Alkoholreihe wurde mit zehn-minttiger Inkubation in
Xylol abgeschlossen. SchlieRlich wurden die Proben mit Entellan® eingebettet.

Fur die Mikroskopie wurde ein Axiovert 100 Mikroskop verwendet und mit einer AxioCam
HCr sechs Bilder unterschiedlicher Lokalisation pro Muskel bei 50-facher VergrofRerung
geschossen.

Die Auswertung wurde mit den Programmen ImageJ und Photoshop durchgefiihrt. Hierbei
wurde das gewunschte Bild an zufdlliger Stelle zu einem standardisierten Quadrat
zugeschnitten und in dem ausgewdhlten Bereich eine Schwellenanalyse (Threshold)
durchgefuhrt. Dabei wurde die Schwelle so lange angepasst bis der gesamte, im
histologischen Schnitt rot gefarbte Bereich (entspricht dem Anteil an kollagenem
Bindegewebe) erfasst wurde. Die Berechnung lieferte dann den Anteil von fibrosiertem

Gewebe am Gesamtbild in Prozent.

2.7 Statistische Analyse

Die nachfolgenden Ergebnisse sind als Mittelwert (MW) + Standardfehler (standard error of
the mean, SEM) angegeben. Zur Berechnung des p-Werts wurden die statistischen Methoden
ungepaarter t-Test, ANOVA und Bonferroni-Korrektur verwendet. Als signifikant wurden
Ergebnisse mit p<0,05 gewertet. Signifikante Unterschiede wurden in Abbildungen mit *

gekennzeichnet, hochsignifikante Ergebnisse (p<0,001) mit **,
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3 Ergebnisse

3.1 Effekte der rAAV.MRTF-A Transduktion auf die Genexpression in vivo

Zur Analyse der rAAV.MRTF-A-vermittelten Expressionslevel der Gene MRTF-A, CCN-1
und CCN-2 wurden Messungen mittels quantitativer Echtzeit-PCR durchgefiihrt. Die
untersuchte RNA wurde aus Proben der Unterschenkelmuskeln (M. tibialis anterior und M.
gastrocnemius) des operierten Beins isoliert, die 35 Tage nach intramuskuldrer
Virusapplikation entnommen worden waren. Es wurden jeweils die Expressionsniveaus in
rAAV.LacZ- und rAAV.MRTF-A-transduziertem Gewebe miteinander verglichen. Die
Ergebnisse sind auf einer logarithmischen Skala und normalisiert zur Expression von GAPDH

aufgefunhrt.
3.1.1 rt-PCR-Nachweis von MRTF-A

Um die Eignung des rekombinanten adeno-assoziierten Virus 2/9 fir die Ubertragung von
Genen mit konsekutiver Uberexpression in vivo zu belegen, wurde exemplarisch die
Transkriptionsrate von MRTF-A in Skelettmuskeln, worin Viren mit dem gleichnamigen
Transgen injiziert worden waren, untersucht. In Kontrolltieren Ubertrugen die Vektoren
lediglich ein Reportergen. Der Vergleich der lokalen Expressionslevel von MRTF-A zeigte in
rAAV-MRTF-A-behandelten Tieren nach 35 Tagen einen signifikanten Anstieg gegentber
Tieren, die nur das Kontrollvirus erhalten hatten (11,13 = 5,76 vs. 0,36 = 0,06) (siehe
Abbildung 7).
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Abbildung 7: Vergleich von MRTF-A Expressionsniveaus in Kontroll- und Therapietieren. Die
MRTF-A Expression in rAAV.MRTF-A-transduzierten Tieren war nach 35 Tagen ca. 30-fach und
damit signifikant hoher als in Kontrolltieren (Mittelwert + Standardfehler, *p <0,05).

3.1.2 rt-PCR-Nachweis von CCN-1

Um aufzuzeigen, dass sich die erhdéhten MRTF-A Spiegel auch in funktionell relevantes
Protein Ubersetzt hatten, wurde zusétzlich die Expression von zwei nachgeschalteten Genen
der TR4/MRTF-A/SRF-Achse analysiert. Eines davon war der pro-angiogene Faktor CCN-1
(CYR61) [203]. Die CCN-1 Expression war unter der rAAV-induzierten Uberexpression von
MRTF-A signifikant erhoht (7,19 = 1,95), verglichen mit dem Niveau in Kontrolltieren (1,81
+ 0,21) (siehe Abbildung 8).
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Abbildung 8: Vergleich von CCN-1 Expressionsniveaus in Kontroll- und Therapietieren. CCN-1
wurde in rAAV.MRTF-A-transduzierten Tieren ca. 4-fach Uberexprimiert und war signifikant hoher
als in der Vehikel-Kontrollgruppe (Mittelwert + Standardfehler, *p <0,05).

3.1.3 rt-PCR-Nachweis von CCN-2

Das zweite Gen, das unter dem Einfluss von MRTF-A steht und deshalb untersucht wurde,
war CCN-2 (CTGF) [204]. RAAV.MRTF-A-behandelte Tiere zeigten signifikant hohere
CCN-2 Level (3,63 = 0,55) als LacZ-Kontrollen (0,71 + 0,43) (siehe Abbildung 9).
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Abbildung 9: Vergleich von CCN-2 Expressionsniveaus in Kontroll- und Therapietieren. In

rAAV.MRTF-A transduziertem Gewebe war an Tag 35 im Vergleich zum Kontrollgewebe ein ca. 5-
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facher und signifikanter Anstieg des CCN-2 Expressionsniveaus zu beobachten (Mittelwert +
Standardfehler, *p <0,05).

3.2 Effekte des Tet-off Systems auf die Genexpression in vivo

Um die Funktionalitat des Tet-off Systems zur Steuerung der Genexpression in vivo zu zeigen,
wurde eine quantitative Echtzeit-PCR-Messung angewandt. Dabei wurden im Vorfeld Tiere,
die aufgrund einer Transduktion mit rAAV.Tet-off Ang-2 Doxyzyklin oral zugefuhrt
bekamen, randomisiert zur einen Halfte geméaR Versuchsprotokoll bis zur Euthanasie mit dem
Tetrazyklin-Antibiotikum weiter behandelt. Bei der anderen Hélfte wurde Doxyzyklin drei
Tage vor Beendigung des Versuchs ausgesetzt. AnschlieRend wurden exemplarisch im M.
gastrocnemius des operierten Beins die Expressionsniveaus von Angiopoietin-2 in den beiden
Vergleichsgruppen gegenuber gestellt. Zu beobachten war ein signifikant hohes
Expressionslevel in der ausgesetzten ,,Kontrollgruppe* (2,39 + 0,18), verglichen mit dem
niedrigen Expressionsniveau in der Doxyzyklin-behandelten Gruppe (0,26 + 0,06) (siehe
Abbildung 10).
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Abbildung 10: Vergleich von Angiopoietin-2 Expressionsniveaus in Tieren mit und ohne
Doxyzyklinzufuhr zum Zeitpunkt der Muskelentnahme. Mit ,,Kontrolle* sind hier Tiere gemeint, die 3
Tage vor Versuchsende kein Doxyzyklin mehr erhalten haben. Es zeigte sich eine signifikante, ca. 9-

fache Reduktion der Ang-2 Expression bei Tetrazyklin-behandelten Tieren. (Mittelwert =+
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Standardfehler, *p <0,05).

3.3 Funktionelle Effekte von MRTF-A in vivo

Zundchst sollte nun untersucht werden ob mit dem in der Kaskade nachgeschalteten Ko-
Transkriptionsfaktor MRTF-A ein vergleichbarer oder gar verstarkter funktioneller Effekt
erzielt werden kann wie mit dem pleiotropen Peptid TR4. Zusétzlich sollte die Rolle der
Gefalidestabilisierung im Prozess der Gefalineubildung nédher betrachtet werden. Hierzu
wurde durch Ko-Applikation von Angiopoietin-2 eine Inhibition dieser Zellen bewirkt, um die
Auswirkungen auf die therapeutischen Effekte von MRTF-A zu analysieren. Die
histologischen Untersuchungen wurden exemplarisch an Schnitten des M. tibialis anterior des
operierten  Hinterlaufs durchgefiihrt.  Untersuchungen der Kollateralisierung und
Blutflussgeschwindigkeit wurden an Angiographien beider Hinterldufe durchgefihrt.

3.3.1 Analyse des Kapillarwachstums mittels Immunofluoreszenzhistochemie

Zur Quantifizierung der Angiogenese wurden die PECAM-1 Signale (rote Fluoreszenz in
Abbildung 11) pro Hauptgesichtsfeld in der PECAM-1/NG-2 Doppelfarbung gezahlt. Es
lieen sich hoch signifikant mehr Kapillaren in der Unterschenkelmuskulatur der MRTF-A
Gruppe finden (39,0 + 1,8 PECAM-1" Zellen/ hpf) als im Gewebe der Kontrolltiere (25,4 +
0,6 PECAM-1" Zellen/ hpf). Durch die Ko-Applikation von Angiopoietin-2 in MRTF-A-
behandelten Tieren blieb dieser Effekt aus, sodass die Kapillardichte wieder hoch signifikant
niedriger als in mono-therapierten Tieren war (20,7 = 0,6 PECAM-1* Zellen/ hpf). Der

Unterschied zu Kontrolltieren war nicht signifikant (siehe Abbildung 12).
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Kontrolle MRTF-A MRTF-A + Ang-2
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Abbildung 11: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Querschnitten des M. tibialis anterior zur
représentativen Darstellung der Ergebnisse. PECAM-1 Antikérper wurden mit einem rot-
fluoreszierenden, NG-2 Antikorper mit einem griin-fluoreszierenden sekundédren Antikorper beladen.
DAPI stellt die Kern-DNA blau-fluoreszierend dar. Die Anzahl der PECAM-1 Signale ist ein Mal fir
die Kapillardichte und damit fir die Angiogenese. NG-2 Signale markieren die perivaskularen
Perizyten. Im Mischbild erscheinen maturierte Kapillaren gelb aufgrund der Fusion von roter und
griiner Fluoreszenz. Die Ausschnitte wurden in 400-facher VergroBerung aufgenommen. Der
Malstabsbalken entspricht einer L&nge von 50 pm.
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Abbildung 12: Potential von MRTF-A fiir die Kapillarisierung in vivo. In MRTF-A-therapierten
Tieren liel sich eine hoch signifikant gesteigerte Endothelialisierung beobachten (ca. Faktor 1,5 zu
Kontrollen). In Kombination mit Angiopoietin-2 liel? sich dieser Effekt verhindern, die Werte blieben

im Bereich des Kontrollniveaus (Mittelwert + Standardfehler, **p <0,001).

3.3.2 Analyse der Kapillarreifung mittels Doppelimmunofluoreszenzhistochemie

Zur Evaluation der Perizytenrekrutierung wurden zundchst die NG-2 Signale (griine
Fluoreszenz in Abbildung 11) pro Hauptgesichtsfeld in der PECAM-1/NG-2 Doppelfarbung
gezdhlt. Der Wert wurde sodann ins Verhéltnis zum entsprechenden Wert fiir die
Endothelialisierung gesetzt, um den Anteil reifer Kapillaren zu bestimmen. Wie bei der
Angiogenese zeigte sich eine hoch signifikante Steigerung der Perizytendichte in der MRTF-
A Therapiegruppe verglichen mit der Kontrollgruppe (22,0 + 1,5 NG-2" Zellen/ hpf vs. 8,0 +
0,4 NG-2" Zellen/ hpf). Die Inhibierung der perivaskularen Zellen in MRTF-A-behandelten
Tieren durch Angiopoietin-2 fuhrte zu hoch signifikant niedrigeren Perizytenzahlen als in
Tieren, in denen diese Inhibition nicht stattfand (8,3 £ 0,4 NG-2* Zellen/ hpf). Auch hier gab
es keinen signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe (Abbildung 13).
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Abbildung 13: Potential von MRTF-A fiir Kapillarisierung und Perizytenrekrutierung in vivo. Sowohl
fur Perizyten als auch fur Endothelzellen zeigten sich hoch signifikante Erhdhungen in der MRTF-A
Gruppe verglichen zu Kontrolltieren (bei Perizyten ca. um den Faktor 2,8). Durch Ko-Applikation von
Angiopoietin-2 konnten beide Werte nicht ber das Kontrollniveau hinaus gesteigert werden und
blieben hoch signifikant niedriger als in der MRTF-A Gruppe (Mittelwert + Standardfehler, **p
<0,001).

Das Verhéltnis der korrespondierenden Werte fir Angiogenese und Perizytenrekrutierung
zeigte eine hoch signifikant gesteigerte Reife der Kapillaren im Unterschenkelgewebe der
MRTF-A Gruppe (0,56 £ 0,03) gegeniliber dem Kontrollgewebe (0,33 = 0,02). Im Vergleich
mit einer reinen MRTF-A Behandlung wurde in Kombination mit Angiopoietin-2 ein
signifikant geringerer Anteil an Endothelzellen von Perizyten stabilisiert (0,41 = 0,03). Der
Unterschied der Kombinations- zur Kontrollgruppe war nicht signifikant (siehe Abbildung 11
und Abbildung 14).
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Abbildung 14: Potential von MRTF-A fir die GefaBmaturierung in vivo. MRTF-A induzierte im
behandelten Gewebe einen hoch signifikant gesteigerten Anteil an reifen Kapillaren im Vergleich zur
Kontrolle (ca. Faktor 1,7). Durch die Kombination mit Angiopoietin-2 wurde dieser Effekt

unterbunden, sodass ein signifikant geringerer Anteil ausreifte (Mittelwert + Standardfehler, *p <0,05,

**p <0,001).

3.3.3 Analyse des Kollateralwachstums mittels Angiographie

Zur Beurteilung der Arteriogenese wurden die Kollateralgefale des rechten Hinterlaufs
mithilfe eines Gitternetzes in den Angiographien der Tage 7 und 35 gezahlt (siehe Kapitel
2.4.8). Die Werte des 35. Tages wurden dann ins Verhaltnis zu den entsprechenden Werten
des 7. Tages nach Versuchsbeginn gesetzt und als Ergebnis in Prozent prasentiert. In der
MRTF-A Gruppe fanden sich hoch signifikant mehr Kollateralen im Verhaltnis zu Tag 7 (154
+ 4 %) als in der Kontrollgruppe (101 + 3 %). In der MRTF-A + Ang-2 Gruppe konnte dieser
Effekt nicht reproduziert werden, die Werte waren hoch signifikant niedriger als in der
Monotherapie Gruppe und befanden sich auf Kontrollniveau (111 + 2 %) (siehe Abbildung 15
und Abbildung 16).
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Abbildung 15: Angiographische Aufnahmen des Oberschenkels an Tag 35 nach Versuchsbeginn zur
reprasentativen Darstellung der Ergebnisse. Zu erkennen ist ein deutlich ausgepragtes Kollateralsystem
im rechten operierten Bein der MRTF-A Gruppe gegeniiber den Extremitdten der Kontroll- und
Kombinationsgruppe, in denen kaum eine Arterioneogenese stattfand. Zum Vergleich ist eine
Angiographie des linken Hinterlaufs (Sham-Kontrolle) mit noch vorhandener Femoralarterie

dargestellt.
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Abbildung 16: Potential von MRTF-A fiir die Kollateralisierung in vivo. MRTF-A war in der Lage
eine ca. 1,5-fache, hoch signifikante Steigerung der Arteriogenese ab Tag 7 hervorzurufen. Die Ko-
Applikation von Angiopoietin-2 flihrte zum Ausbleiben einer verbesserten Kollateralisierung, die
Werte blieben im Kontrollbereich (Mittelwert + Standardfehler, **p <0,001).

3.3.4 Analyse der Blutflussgeschwindigkeit mittels Cinedensitometrie

Zur Erfassung der Blutflussgeschwindigkeit wurde die Methode der Cinedensitometrie
verwendet (siehe Kapitel 2.4.9). Die Quantifizierung erfolgte mithilfe der angiographischen
Filme des 7. Und 35. Tages beider Hinterlaufe. Das Verhéltnis der Werte des rechten
ischdmischen Beins (Tag 35 zu Tag 7) wurde zum analogen Verhaltnis der Werte des linken
gesunden Beins normalisiert und das Ergebnis in Prozent angegeben. Als Mal3 fir die
Durchblutung gilt die Blutflussgeschwindigkeit als entscheidende GrélRe zur Beantwortung
der Frage nach einer therapeutischen Neovaskularisierung.

MRTF-A induzierte eine signifikante Steigerung der FlieRgeschwindigkeit im ischdmischen
Lauf ab Tag 7 im Vergleich zu Kontrollen (202 + 21 % vs. 98 + 6 %). Dieser Effekt blieb aus,
wenn MRTF-A zusammen mit Angiopoietin-2 appliziert wurde. Die Werte waren signifikant
niedriger als bei bloBer MRTF-A Verabreichung und befanden sich im Kontrollbereich (120 +
4 %) (siehe Abbildung 17).

57



Ergebnisse

250 * *

200 (
150

100 T

50

Cinedensitometrie: Tag 35/ Tag 7 in %

Kontrolle MRTF-A MRTF-A + Ang-2

Abbildung 17: Potential von MRTF-A fiur die Durchblutung in vivo. Mit MRTF-A konnte eine
signifikante Verdopplung des Blutflusses im ischdamischen Hinterlauf verglichen mit Kontrolltieren
erzielt werden. In Kombination mit Angiopoietin-2 unterblieb eine signifikante Verbesserung tber das

Kontrollniveau hinaus (Mittelwert + Standardfehler, *p <0,05).

3.4 Funktionelle Effekte der frihen Destabilisierung der Kapillaren in vivo

Das Konzept der friihen Destabilisierung von Kapillaren wahrend der Angioneogenese wurde
in unserer Arbeitsgruppe entwickelt und bereits erfolgreich zur Induktion einer
therapeutischen Neovaskularisierung im Mausmodell eingesetzt [192]. Kerngedanke dahinter
ist die Inhibition myofibroblastischer Zellen in der Friihphase der postischamischen
GefaRneubildung, um eine ungestorte Kapillarsprossung zu ermdglichen. Das Konzept sollte
nun in dem fortgeschrittenen Modell der chronischen Ischdmie des Kaninchenhinterlaufs re-
evaluiert und auf seine Funktionalitat hin gepruft werden. Hierflr wurde in der Gruppe Tet-off
Ang-2 + Ang-1 die Perizytenrekrutierung zu Beginn der Endothelialisierung nach Ischdmie
durch Angipoietin-2 blockiert und konsekutiv mit Angiopoietin-1 wieder aktiviert. Dadurch
erhoffte man sich ein verbessertes naives Kapillarbett, das dann verzdgert stabilisiert und zur
Ausreifung gebracht wird. Aullerdem sollte untersucht werden ob eine Kopplung der friihen
Destabilisierung mit dem  Ko-Transkriptionsfaktor MRTF-A  einen  verstdrkten
neovaskulatorischen Effekt hervorrufen kann. In der Gruppe MRTF-A + Tet-off Ang-2 wurde

dabei nur anfangs die GefaRstabilisierung mittels Angiopoietin-2 Uberexpression unterbunden
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und anschlieBend durch kontinuierliche Gabe von Doxyzyklin wieder ermdglich. Eine
detaillierte Beschreibung der Behandlungsschemata ist in Kapitel 2.4.5 aufgefihrt. Das
Vorgehen zur Datenerhebung erfolgte identisch zu Kapitel 3.3.

3.4.1 Analyse des Kapillarwachstums mittels Immunofluoreszenzhistochemie

Bei der Quantifizierung der PECAM-1/NG-2 Doppelfarbung ergab sich fir die Kapillardichte
eine hoch signifikante Steigerung in der MRTF-A + Tet-off Ang-2 Gruppe gegenuber der
MRTF-A Gruppe (51,5 + 3,4 PECAM-1* Zellen/ hpf vs. 39,0 + 1,8 PECAM-1* Zellen/ hpf).
Tet-off Ang-2 + Ang-1-behandelte Tiere wiesen signifikant weniger Kapillaren (41,5 + 2,7
PECAM-1* Zellen/ hpf) im Vergleich zu den Kaninchen mit MRTF-A Kombination auf,
zeigten jedoch eine hoch signifikante Steigerung der Angioneogenese verglichen mit
Kontrollen (25,4 £ 0,6 PECAM-1* Zellen/ hpf). Zu MRTF-A-therapierten Tieren zeigte sich
in dieser Gruppe kein signifikanter Unterschied (siehe Abbildung 18 und Abbildung 19).

MRTF-A + Tet-off Ang-2
Tet-off Ang-2 + Ang-1

- “
- - ]

. . - i
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Abbildung 18: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Querschnitten des M. tibialis anterior zur

Kontrolle MRTF-A

PECAM-1

NG-2

Fusion + DAPI

reprasentativen Darstellung der Ergebnisse. Die Anzahl der PECAM-1 Signale ist ein Mal} fir die
Kapillardichte und damit fir die Angiogenese. NG-2 Signale markieren die perivaskularen Perizyten.

Im Mischbild erscheinen maturierte Kapillaren gelb aufgrund der Fusion von roter und griiner

59



Ergebnisse

Fluoreszenz. Die Ausschnitte wurden in 400-facher VergréRerung aufgenommen. Der MaRstabsbalken

entspricht einer Lange von 50 pm.
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Abbildung 19: Potential der frithen Destabilisierung fur die Kapillarisierung in vivo. Mit MRTF-A +
Tet-off Ang-2 konnte eine hoch signifikante, 1,3-fache Steigerung der Angiogenese im Vergleich zur
MRTF-A Gruppe erzielt werden. Tet-off Ang-2 + Ang-1 Tiere konnten diesen Effekt nicht erreichen
und blieben auf MRTF-A Niveau, zeigten jedoch hoch signifikant mehr Kapillaren als die
Kontrollgruppe (Mittelwert + Standardfehler, *p <0,05, **p <0,001).

3.4.2 Analyse der Kapillarreifung mittels Doppelimmunofluoreszenzhistochemie

Die Untersuchungen der Perizytendichte ergaben eine hoch signifikante Steigerung fiir das
MRTF-A + Tet-off Ang-2-behandelte Gewebe gegenuber dem Gewebe der MRTF-A Gruppe
(31,4 £ 1,3 NG-2* Zellen/ hpf vs. 22,0 £ 1,5 NG-2* Zellen/ hpf). Im Vergleich zur Tet-off
Ang-2 + Ang-1 Gruppe war noch eine signifikante Steigerung zu beobachten (25,7 £ 1,1 NG-
2" Zellen/ hpf). In Tet-off Ang-2 + Ang-1-therapierten Tieren wurden zwar hoch signifikant
mehr Perizyten rekrutiert als in Kontrolltieren (8,0 + 0,4 1 NG-2* Zellen/ hpf), jedoch zeigte
sich keine signifikante Erh6hung zu Tieren mit alleiniger MRTF-A Therapie (siehe Abbildung
18 und Abbildung 20).
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Abbildung 20: Potential der frihen Destabilisierung fur Kapillarisierung und Perizytenrekrutierung in
vivo. MRTF-A + Tet-off Ang-2 induzierte eine hoch signifikant gesteigerte Perizytendichte als es mit
bloRer MRTF-A Verabreichung mdéglich war (ca. Faktor 1,4). Tet-off Ang-2 + Ang-1 rekrutierte
signifikant weniger Perizyten als in Kombination mit MRTF-A, zeigte jedoch hoch signifikant mehr
Perizyten als die Kontrolle, vergleichbar mit Werten der MRTF-A Gruppe (Mittelwert +
Standardfehler, *p <0,05, **p <0,001).

Fur das Verhaltnis von Perizyten zu Kapillaren ergab sich eine signifikante Steigerung in der
MRTF-A + Tet-off Ang-2 Gruppe gegeniiber den MRTF-A-behandelten Tieren (0,65 = 0,04
vs. 0,56 = 0,03). Auch mit Tet-off Ang-2 + Ang-1 konnte die GeféaBstabilisierung im
Vergleich zu MRTF-A signifikant erhoht werden (0,65 = 0,03). Zwischen den beiden
Kombinationsgruppen konnte jedoch kein signifikanter Unterschied mehr festgestellt werden
(siehe Abbildung 18 und Abbildung 21).
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Abbildung 21: Potential der frihen Destabilisierung fiir die Gefalmaturierung in vivo. Beide
Kombinationsgruppen waren in der Lage den bereits durch MRTF-A erzielten Effekt auf die Reifung
der Kapillaren um ca. das 1,2-fache signifikant zu erhdhen. Zwischen diesen Gruppen liel3 sich jedoch
kein signifikanter Unterschied ausmachen, die Niveaus der GefaRreifung waren nahezu identisch

(Mittelwert + Standardfehler, *p <0,05, **p <0,001).

3.4.3 Analyse des Kollateralwachstums mittels Angiographie

Bei der Beurteilung der Arterioneogenese fand sich eine signifikante Zunahme in der Gruppe
der MRTF-A + Tet-off Ang-2-behandelten Tiere gegenlber der Kontrollgruppe (138 + 12 %
zu Tag 7 vs. 101 + 3 % zu Tag 7), jedoch kein signifikanter Unterschied zur MRTF-A Gruppe
(153 + 4 % zu Tag 7). Tiere mit Tet-off Ang-2 + Ang-1 transduziertem Gewebe zeigten
lediglich eine Kollateralisierung des Oberschenkels auf Kontrollniveau (94 =+ 8 % zu Tag 7)
und wiesen signifikant weniger Kollateralen als die Kombination mit MRTF-A und sogar
hoch signifikant weniger Kollateralgefale im Vergleich zur alleinigen MRTF-A Applikation
auf (siehe Abbildung 22 und Abbildung 23).
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Abbildung 22: Angiographische Aufnahmen des Oberschenkels an Tag 35 nach Versuchsbeginn zur
reprasentativen Darstellung der Ergebnisse. Zu erkennen ist ein gut ausgepragtes Netz aus
KollateralgefédBen in MRTF-A-behandelten Tieren (sowohl ledig als auch in Kombination mit Tet-off
Ang-2). Kontrollen und Tet-off Ang-2 + Ang-1-therapierte Tiere zeigen hingegen eine eher sparliche
Ausbildung von Umgehungskreislaufen. In der Tet-off Ang-2 + Ang-1 Gruppe sind zwar Ansatze zu

sehen, diese erscheinen jedoch zart und briichig.
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Abbildung 23: Potential der friihen Destabilisierung fir die Kollateralisierung in vivo. Die
Kombination aus MRTF-A + Tet-off Ang-2 zeigte eine signifikante Erhdhung der Arteriogenese tber
das Kontrolllevel hinaus (ca. Faktor 1,4). Verglichen mit MRTF-A alleine gab es in dieser Gruppe
jedoch keinen signifikanten Unterschied und somit auch keine Verbesserung des Effekts. Tet-off Ang-
2 + Ang-1 bewirkte nur eine Kollateralisierung auf Kontrollniveau (Mittelwert £ Standardfehler, *p
<0,05, **p <0,001).

3.4.4 Analyse der Blutflussgeschwindigkeit mittels Cinedensitometrie

Die funktionelle Evaluation des neu entstandenen Geféalisystems in den unterschiedlichen
Gruppen ergab fiir die Blutflussgeschwindigkeit folgende Ergebnisse.

MRTF-A + Tet-off Ang-2-behandelte Tiere zeigten eine signifikante Verbesserung des
Blutflusses gegentiber Kontrolltieren (220 + 52 % zu Tag 7 vs. 98 £ 6 % zu Tag 7) und
befanden sich damit auf einem vergleichbaren Level mit der MRTFA Gruppe (202 + 21 % zu
Tag 7). Die operierten Beine der Tet-off Ang-2 + Ang-1 Gruppe waren signifikant schlechter
perfundiert als die MRTF-A-behandelten Extremitaten (ledig und kombiniert mit Tet-off Ang-
2). Die Werte befanden sich eher im Kontrollbereich (95 + 14 % zu Tag 7) (siehe Abbildung
24).

64



Ergebnisse

300 . *

250

200

150

100 T

50

Cinedensitometrie: Tag 35/ Tag 7 in %

O T T T 1
Kontrolle MRTF-A  MRTF-A + Tet-off Ang-2
Tet-off Ang-2  + Ang-1

Abbildung 24: Potential der friihen Destabilisierung fur die Durchblutung in vivo. Mit MRTF-A +
Tet-off Ang-2 wurde eine signifikante Verbesserung des Blutflusses, dhnlich wie mit bloRer MRTF-A
Verabreichung, erreicht (ca. Faktor 2,2). Tet-off Ang-2 + Ang-1-behandelte Tiere zeigten eine
signifikant schlechtere Durchblutung als die beiden Gruppen unter MRTF-A Einfluss, eine Zunahme

jenseits des Kontrolllevels blieb bei dieser Kombination aus (Mittelwert + Standardfehler, *p <0,05).

3.5 Strukturelle Effekte von MRTF-A in vivo

MRTF-A steht u.a. in der Kritik mit muskul&rer Hypertrophie und Fibrose assoziiert zu sein
[205, 206]. Vor allem das in der Signalkaskade nachgeschaltete CCN-2 (CTGF) stitzt diese
Hypothese aufgrund des proliferativen Einflusses auf die Extrazelluldarmatrix [207]. Eine
néhere Betrachtung dieser beiden Aspekte schien daher lohnenswert, um neben den
identifizierten positiven Effekten auch mogliche Risiken und Schéden einer MRTF-A
Therapie zu beriicksichtigen. Da Angiopoietin-2 aufgrund seiner inhibitorischen Wirkung auf
myofibroblastische Zellen diese Prozesse beeinflussen koénnte, wurden auch Gruppen, in
denen MRTF-A mit Angiopoietin-2 kombiniert wurde, in die Untersuchung miteinbezogen.
Als Material fir die histologischen Analysen wurden exemplarisch Querschnitte des M.

gastrocnemius verwendet.

3.5.1 Quantifizierung von Fibrose mittels Pikro-Siriusrot Farbung
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Zur Quantifizierung von Fibrose diente die Pikro-Siriusrot Férbung, die kollagenes
Bindegewebe rot markiert. In den lichtmikroskopischen Aufnahmen wurde der kollagene
Flachenanteil im Verhaltnis zur gesamten Gewebsflache gemessen und in Prozent angegeben.
In allen Gruppen war der Anteil an Kollagen zum Gesamtgewebe vergleichbar hoch. Es lie3en
sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen identifizieren (Kontrolle: 8,1 £
0,6 %; MRTF-A: 7,3 + 0,4 %; MRTF-A + Ang-2: 7,8 £ 0,5 %; MRTF-A + Tet-off ang-2: 7,1
+ 0,7 %) (siehe Abbildung 25 und Abbildung 26).

MRTF-A +
Tet-off Ang-2

Kontrolle MRTF-A MRTF-A + Ang-2

Abbildung 25: Lichtmikroskopische Aufnahmen von Querschnitten des M. gastrocnemius zur
reprasentativen Darstellung der Ergebnisse. Kollagenes Bindegewebe ist Siriusrot angefarbt. In keiner
der Behandlungsgruppen lieRen sich vermehrte Anzeichen von Fibrose im Vergleich zur
Kontrollgruppe feststellen. Die Ausschnitte wurden in 50-facher VergroRerung aufgenommen. Der

MaRstabsbalken entspricht einer L&nge von 400 pm.
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Abbildung 26: Einfluss von MRTF-A und Angiopoietin-2 auf den fibrotischen Umbau von
ischdmischem Muskelgewebe. Es lieRen sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen
aufdecken. Weder MRTF-A noch Angiopoietin-2 scheinen eine nennenswerten Wirkung auf die

Fibrosierung von Skelettmuskelgewebe zu haben (Mittelwert + Standardfehler).

3.5.2 Quantifizierung von Hypertrophie mittels WGA-Farbung

Mit der WGA-Farbung lassen sich allgemein Zellmembranen anfarben. So konnten die
Querschnittsflachen einzelner Muskelfasern eingegrenzt und in pum? ausgemessen werden.
MRTF-A-behandelte Tiere wiesen hoch signifikant groRere Muskelfaserquerschnitte auf als
Kontrolltiere (1502 + 44 pm? vs. 1053 + 25 um2). Auch die MRTF-A + Ang-2 Gruppe zeigte
hoch signifikant kleinere Querschnittsflachen als MRTF-A Tiere (1013 + 37 um?) und befand
sich damit auf Kontrollniveau. In der MRTF-A + Tet-off Ang-2 Gruppe waren die
Faserquerschnittsflachen signifikant groRer (1349 + 47 um?) verglichen mit Kontrollmuskeln
und der Kombination ohne Tet-off System, allerdings zeigte sich kein signifikanter
Unterschied zu Tieren mit bloRer MRTF-A Applikation (siehe Abbildung 27 und Abbildung
28).
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Abbildung 27: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Querschnitten des M. gastrocnemius zur
reprasentativen Darstellung der Ergebnisse. Die Zellmembranen wurden mit griin-fluoreszierendem
WGA markiert. Zu sehen sind deutlich groRere Faserquerschnittsflachen in MRTF-A- und MRTF-A +
Tet-off Ang-2-behandelten Tieren verglichen mit dem Gewebe aus Kontroll- und MRTF-A + Ang-2
Gruppe. Die Ausschnitte wurden in 200-facher VergroRerung aufgenommen. Der MaRstabsbalken

entspricht einer L&nge von 100 pm.
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Abbildung 28: Einfluss von MRTF-A und Angiopoietin-2 auf die Hypertrophie von ischdmischem
Muskelgewebe. MRTF-A fiihrte zu einer ca. 1,5-fachen, hoch signifikanten VergroRerung der
Muskelfaserquerschnitte gegenliber Kontroll- und MRTF-A + Ang-2 Tieren. In MRTF-A + Tet-off
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Ang-2-transduziertem Muskelgewebe fand sich eine signifikante Zunahme im Vergleich zu diesen
beiden Gruppen, jedoch keine signifikante Minderung der Querschnittsflache gegeniiber der MRTF-A
Gruppe (Mittelwert + Standardfehler, *p <0,05, **p <0,001).
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4 Diskussion

4.1 Potential von MRTF-A in der GefaRneubildung

Erste konkrete Hinweise auf ein therapeutisches Potential von MRTF-A in der chronischen
Ischamie ergaben sich aus Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe. Zundchst konnten durch
regionale Applikation von embryonalen endothelialen Progenitorzellen (eEPCs) protektive
Effekte in Isch&miemodellen des Schweineherzens und Kaninchenhinterlaufs erzielt werden
[33, 158]. In spateren Untersuchungen wurde diese Wirkung zum Teil auf eine funktionelle
Neovaskularisierung zuruckgefiihrt, die durch parakrine Sekretion von Thymosin-beta-4 aus
den injizierten eEPCs induziert wurde [208]. TR4 zeigte sich als ein wesentlicher
vorgeschalteter Regulator der MRTF/SRF Achse, weil es im Zytosol der meisten Zellen das
wichtigste  Aktin-bindende Peptid darstellt [155]. Da jedoch keine unmittelbare
transkriptionelle Aktivitat von TR4 bekannt ist, lag die Vermutung nahe, dass TR4 seine
Wirkung Uber MRTF-A entfalten konnte. In einer groRen aktuellen Studie unserer Gruppe
wurden diese Einzelbefunde gezielt nachgeprift, auf ihren Zusammenhang hin untersucht und
zu einem mechanistischen Konzept zusammengefasst [187]. Es zeigte sich, dass die pro-
angiogenen Effekte von TR4 sowohl in vitro als auch in vivo durch die Ko-Applikation von
MRTF shRNA inhibiert wurden. Die lokale Therapie ischamischer Schweineherzen und
Hinterlaufe von Maus und Kaninchen durch einen TR4-(berexprimierenden Adeno-
assoziierten viralen Vektor zeigte in allen Modellen funktionelle Verbesserungen [187]. Diese
Ergebnisse stiitzten damit die bisherige Vermutung einer Rolle von MRTF-A in der T[4-
vermittelten GefalBneubildung. In der vorliegenden Arbeit sollte nun, als Vergleich zu der
bereits gut studierten Funktion TR4s, die Wirkung von rAAV.MRTF-A im chronischen
Ischdmiemodell des Kaninchenhinterlaufs untersucht werden.

Tatsdchlich konnte MRTF-A die Wirkung von TR4 in allen essentiellen Aspekten der
therapeutischen Neovaskularisierung reproduzieren. Auf Ebene der Mikrozirkulation
erreichten wir mithilfe von MRTF-A nicht nur ein ausgepragteres Kapillarnetz als in den
Kontrollen, sondern auch eine verbesserte Maturierung der kleinen GefaRe durch gesteigerte
Perizytenanlagerung (siehe Abbildung 12, Abbildung 13, Abbildung 14). Eine Forderung der
GefaBmaturierung durch MRTF-A konnte mittlerweile auch von der Arbeitsgruppe um Eric
Small bestétigt werden [209]. Im Hinblick auf die Makrozirkulation zeigte eine solide

Kollateralisierung den Einfluss von MRTF-A auf die Arteriogenese (siehe Abbildung 16).
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Damit konnten die drei morphologischen Kriterien einer therapeutischen Neovaskularisierung
bereits durch die alleinige Applikation dieses Faktors erfiillt werden. Dass es sich dabei nicht
um dysfunktionale GefélRe handelte, wurde durch Messungen des Blutflusses gezeigt, die
deutlich besser ausfielen als in den Kontrolltieren (siehe Abbildung 17). Analog dazu konnten
wir &hnliche Erfolge von MRTF-A in den ischdmischen Schweineherzen und
Maushinterlgufen erzielen [187]. Eine funktionelle Neovaskularisierung scheint also neben
TR4 auch direkt mit MRTF-A induzierbar zu sein. Da die Uberexpression von MRTF-A im
Vergleich zu TR4 eine unmittelbare transkriptionelle Konsequenz zur Folge hat und das Signal
nicht erst Uber das vielfach beeinflussbare G-Aktin Ubermittelt werden muss, ist MRTF-A

wohl die bessere Wahl flir eine gezielte Therapie.

4.2 Potential der frihen Destabilisierung in der Gefal3neubildung

Das Konzept der frihen Destabilisierung wurde in unserer Arbeitsgruppe entwickelt mit dem
Ziel eine therapeutische  Neovaskularisierung durch gezielte Modulation der
Gefalmaturierung zu erreichen. In der Theorie sollen Kapillaraussprossung und —wachstum
durch die verminderte Anlagerung von Perizyten und Auflockerung des perivaskularen
Bindegewebes in der Frihphase der Angiogenese gefordert werden. Diese Hypothese wurde
von unserer Arbeitsgruppe bereits in einer aktuellen Publikation untersucht [192].

Darin konnten Qin et al. in Ringformation-Assays und im Mausmodell der chronischen
Ischdmie des Hinterlaufs das starke inhibitorische Potential von Angiopoietin-2 auf die
GefaBmaturierung zeigen. Die gefalidestabilisierende Wirkung konnte von anderen Gruppen
bestatigt werden [138], Reiss et al. stellten sogar eine relevante Beeintrachtigung der
funktionellen postischdmischen Revaskularisierung durch Ang-2 fest [210]. Ang-2 minderte
jedoch nicht die angiogene Antwort, im Gegenteil zeigte es in Anwesenheit bestimmter pro-
angiogener Faktoren (VEGF, Apelin [211]) eine Augmentation der positiven Effekte auf die
Kapillaraussprossung [192]. In Kombination mit Ang-1 inhibierte Ang-2 aufgrund der
kompetitiven Hemmung am Tie-2-Rezeptor allerdings zusatzlich die Ringformation, da Ang-1
neben der gefalstabilisierenden [212] zumindest in vitro auch eine Endothel-aktivierende
Komponente aufweist. Funktionell konnte Ang-1 allein jedoch nicht Uberzeugen. Die
Arbeitsgruppe um Koh konnte allerdings mit der Kombination aus Ang-1 (stabilisierend) und
VEGF (destabilisierend, pro-angiogen) vielversprechende Erfolge in der therapeutischen
Neovaskularisierung erzielen [213]. Einzeln appliziert wirde eine zu einseitige, Perizyten-

rekrutierende (Ang-1) oder Perizyten-hemmende — wenn auch pro-angiogene - Wirkung
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(Ang-2, VEGF) einen funktionellen Effekt unterbinden [214]. In unseren Vorarbeiten fihrte
die Ko-Applikation entweder zweier stabilisierender (Apelin und Ang-1) oder zweier
destabilisierender (Ang-2 und VEGF) Faktoren ebenso zu keiner nennenswerten
Neovaskularisierung [192]. Im ersten Fall wird eine zu starke Perizytenanlagerung, die zur
»~Einmauerung” des wachsenden Gefédllastes fuhren konnte, verantwortlich gemacht, im
zweiten Fall fuhrt die gesteigerte Instabilitdt wahrscheinlich zur Regression der neuen
Kapillaren im Verlauf. Tatsachlich gelang es uns in VVorversuchen am Mausmodell mithilfe
dieser beiden Wachstumsfaktoren und dem Konzept der frihen Destabilisierung und spéten
Stabilisierung des wachsenden GefaRnetzes eine potente Neovaskularisierung hervorzurufen
[192], analog zu weiteren Tierstudien [215, 216].

Aufgabe vorliegender  Arbeit war es nun, die Ang-l-auf-Ang-2-vermittelte
Neovaskularisierung in einem stabileren Tiermodell zu Uberprifen. Dafiir bot sich das
chronische Ischamiemodell am Kaninchenhinterlauf an, das in unserer Gruppe schon
langjahrig zur Anwendung kommt [110, 185-187]. Es bietet gewisse Vorteile gegentiber dem
Mausmodell. Zun&chst ist die Ischdmie im Kaninchen ab einem gewissen Zeitpunkt eher
statisch. Innerhalb von ca. sieben Tagen kommt es physiologisch weitestgehend zum
Stillstand der funktionellen Revaskularisierung mit Erreichen von bis zu 40% der
Ausgangsperfusion [71]. Nachfolgende Verdanderungen sind dann vor allem durch
Interventionen bedingt und kénnen ab diesem Zeitpunkt gut mit dem Ist-Zustand an Tag 7
verglichen werden. Nekrosen bleiben aufgrund der gut ausgeprdgten Baseline-
Kollateralisierung in der Regel aus [58]. Im dynamischen Mausmodell I&sst sich eher das Mal3
der Verdnderung im Verlauf vergleichen, da es nicht zu einem stabilen Plateau des
ischdmischen Zustandes kommt [217]. Auch féllt die Regeneration hier sehr unterschiedlich
aus, von Nekrosen bis hin zur Restitution tber das Ausgangsniveau hinaus konnte bereits alles
beobachtet werden. Die Ischdmieinduktion im Kaninchen ist aufgrund der Exzision ganzer
Gefalistlicke effektiver und weniger fehlerbehaftet als durch bloRe Ligatur in der Maus [218].
Schliel3lich ermoglicht das Kaninchenmodell eine differenziertere Untersuchung der
Neovaskularisierung, da sich zwei Kompartimente unterscheiden lassen: der ischdmische
Unterschenkel bietet Raum zur Analyse der Hypoxie-induzierten mikrozirkulatorischen
Prozesse wahrend im nicht-ischdmischen Oberschenkel die durch Scherspannung induzierte
Arteriogenese mithilfe von Angiographien genauer betrachtet werden kann [188]. Trotz der
hoheren Kosten und der aufwandigeren Forschung entschlossen wir uns daher flr das
Kaninchenmodell zur weiteren Untersuchung der chronischen Ischamie des Skelettmuskels.

In den Ergebnissen dieser Arbeit zeigte sich wie erwartet, dass die friilhe Destabilisierung mit
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Ang-2 und die spate Stabilisierung mit Ang-1 zu einer verstarkten, angiogenen Antwort mit
verbesserter konsekutiver Perizytenrekrutierung flhrt. Das Resultat ist ein gut ausgebildetes
mikrozirkulatorisches Geféal3netz, das in Kapillarisierungs- und Maturierungsgrad mindestens
mit den Effekten des hochpotenten MRTF-A vergleichbar ist (siehe Abbildung 19, Abbildung
20, Abbildung 21). Allerdings blieben Effekte auf die Kollateralisierung und damit leider auch
eine funktionelle Verbesserung aus (siehe Abbildung 23, Abbildung 24). Momentan fallen
Erklarungsversuche fur dieses Phdanomen schwer, da noch wenig (ber die Interaktion
zwischen Mikro- und Makrozirkulation bekannt ist. Im néchsten Kapitel wird auf dieses
Thema néher eingegangen und eine unserer Ansicht nach denkbare Version présentiert. Die
Diskrepanz zwischen den Ergebnissen in der Maus und im Kaninchen l&sst folgende
Vermutung zu. Angiopoietine sind vor allem fir ihre Wirkung auf die Angiogenese und
Maturierung kleiner Gefalle bekannt, die Datenlage zu ihrem Beitrag in der Modulation der
Arteriogenese ist eher erniichternd. In der Maus scheint ihr Effekt relevanter zu sein, da viel
kleinere GefélRe als im Kaninchen (geschweige denn im Menschen) bereits eine
Perfusionsverbesserung hervorrufen. Fir die Induktion groBer KonduktanzgefélRe scheinen
Angiopoietine nicht potent genug zu sein. Die Umbauprozesse groRerer GefaRe sind ungleich
komplexer und dauern langer, da das Zusammenspiel vieler Zellen geregelt werden muss. Die
Maturierung durch glatte GefaBmuskelzellen ist ein noch schlecht verstandener Prozess, es
konnte z.B. ein ganz anderer zeitlicher Rahmen fir die Modulation durch
Maturierungsfaktoren relevant sein als bei Perizyten. Das Konzept der friilhen Destabilisierung
mithilfe von Angiopoietinen konnte sich daher in einem translationalen Modell der

chronischen Isch&dmie bislang noch nicht bewahren.

4.3 Von der Mikro- zur Makrozirkulation: Rolle der GefaRmaturierung

Die Interaktion zwischen mikro- und makrozirkulatorischen Komponenten der
GefalBneubildung ist bislang ein weitestgehend unerforschtes Terrain. In den meisten
hochrangigen Reviews zu diesem Thema wird vor allem die Bedeutung der Angiogenese und
Arteriogenese fir eine erfolgreiche Neovaskularisierung hervorgehoben. Der Einfluss der
GefaBmaturierung wird oft nur am Rande erwéhnt. Im Folgenden soll daher vor allem auf
diesen Aspekt des Gefallwachstums eingegangen und dessen Rolle fiir den Gesamtprozess der
GefalRneubildung entschliisselt werden.

Verstarkte  Aufmerksamkeit erlangte das Feld der Perizytenrekrutierung und

GefaBstabilisierung mit den ersten unzufriedenstellenden klinischen Ergebnissen des wohl
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bekanntesten pro-angiogenen Faktors VEGF. Dieser zeigte in seiner Anwendung zur Therapie
der kritischen Extremitatenischamie nur maRige Erfolge, die zum Teil auf
Permeabilitdtserh6hungen mit konsekutiver Ausbildung von Odemen zuriickgefiihrt wurden
[114]. Greenberg et al. konnten anschlielend in einer wichtigen experimentellen Studie die
destabilisierende Wirkung von VEGF belegen und damit auf die Wichtigkeit einer effektiven
Perizytenrekrutierung hinweisen [214]. Vorarbeiten unserer Gruppe konnten durch die
Kombination von VEGF-A mit PDGF-B, einem wichtigen Faktor der GefaBmaturierung, eine
merkliche funktionelle Verbesserung der therapeutischen Neovaskularisierung mittels
augmentierter Perizytenanlagerung erreichen [110]. Die Verbesserung ging mit einer
deutlichen Erhéhung des Kollateralisierungsgrades einher, wofur es zwei plausible
Erklarungen gibt. Zum einen wére ein direkter Effekt von PDGF auf glatte GefaRmuskelzellen
und damit die kollateralen Umbauprozesse denkbar [219]. Angiogenese und Arteriogenese
kénnten dann als isoliert voneinander ablaufende Prozesse angesehen werden. Zum anderen
konnte das hoch entwickelte und ausgereifte Kapillarbett die Arteriogenese fordern. Ein
Erklarungsansatz fir diese Hypothese waére eine Erhohung des Blutflusses und damit der
Scherspannung, die als wesentlicher Trigger des Kollateralwachstums gilt, durch die
Verminderung des kapillaren GeféBwiderstands gemal dem Ohm’schen Gesetz. Die
Arbeitsgruppe um Schaper erzielte mit diesem Prinzip eine enorme Induktion der
Arteriogenese, indem der periphere Widerstand durch eine Ableitung des arteriellen
Blutflusses uber einen AV-Shunt gesenkt wurde [220].

Weitere Untersuchungen unserer Gruppe erbrachten Erkenntnisse in dieser Thematik. Hierfir
eigneten sich TR4 und MRTF-A besonders, die zu den wenigen Faktoren gehdren, mit deren
Hilfe eine potente Neovaskularisierung durch Aktivierung der drei Kernprozesse
Angiogenese, Maturierung und Arteriogenese induzierbar ist [187]. Zundchst zeigte die
Kopplung TR4s mit dem NO-Synthase-Inhibitor L-NAME eine isolierte Verhinderung der
Arteriogenese mit konsekutivem Ausbleiben einer Durchblutungsverbesserung. NO ist als
wichtiger pro-arteriogener Faktor bekannt, der die Scherspannung erheblich zu erhthen
vermag, und scheint daher in der TR4-vermittelten Neovaskularisierung eine essentielle Rolle
zu spielen [221]. Des Weiteren erbrachte im Kaninchenmodell die isolierte Applikation von
TR4 in den Unterschenkel (US) genauso gute Erfolge wie bei einer Transduktion der gesamten
Beinmuskulatur. Hingegen waren isolierte Applikationen in den Oberschenkel (OS) kaum
wirksam, wodurch ebenso die Auffassung gestiitzt wird, dass die im nicht-ischamischen Areal
ablaufende Arteriogenese durch die im ischdmischen US stattfindenden Prozesse reguliert

wird, vermutlich tber NO [187]. Um diesen verbliffenden Ergebnissen weiter nachzugehen,
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wurde durch die Ko-Applikation von TR4 und Ang-2 in den US eine gezielte Inhibition der
Perizytenrekrutierung  bewirkt, um die  Auswirkung auf die therapeutische
Neovaskularisierung zu tberpriifen. Uberraschenderweise inhibierte diese Kombination nicht
nur die Perizytenanlagerung, sondern auch die Angiogenese und sogar die Arteriogenese und
damit die Perfusion. Der Erfolg der TR4-vermittelten Neovaskularisierung schien also
mafRgeblich von einer gegliickten Maturierung des Kapillarnetzes abzuhéngen. Ohne die
Ausbildung einer reifen, gut ausgebauten Mikrozirkulation sind die Voraussetzungen flr ein
verbessertes Kollateralwachstum offensichtlich nicht erfullt.

In der vorliegenden Arbeit konnten diese Ergebnisse fur die Kombination von MRTF-A und
Ang-2 validiert und bestatigt werden (siehe Abbildung 12, Abbildung 13, Abbildung 14,
Abbildung 16, Abbildung 17). Auch hier zeigte sich die perivaskulére Funktion der Perizyten
als essentiell fur einen funktionellen Effekt der Gefalineubildung. Mit Bezug auf die im
Kaninchenmodell bislang erfolglose Anwendung der friilhen GeféalRdestabilisierung wurde ein
Augmentationsversuch der MRTF-A Wirkung mit frilher Ang-2 Uberexpression gestartet.
Damit wurde die quantitativ starkste Kapillarisierung und Maturierung unter allen
Versuchsgruppen erreicht (siehe Abbildung 19, Abbildung 20, Abbildung 21). Allerdings lieR
sich der Effekt auf die Arteriogenese und den Blutfluss nicht weiter steigern, sodass der
maximal mogliche therapeutische Effekt in der post-ischdmischen Revaskularisierung mit
MRTF-A alleine momentan ausgeschopft ist (siehe Abbildung 23, Abbildung 24). Es sei
nochmals herausgehoben, dass die kontinuierliche Inhibition der Perizytenrekrutierung durch
Ang-2 Uberexpression die potente Wirkung von MRTF-A auf Mikro- und Makrozirkulation
vollstandig unterbinden konnte, wéhrend die nur kurze Destabilisierung in der
Induktionsphase der GefaRneubildung den Effekt — zumindest auf die Mikrozirkulation — eher
augmentierte. Durch gezielte Modulation der Perizytenfunktion konnte folglich ein starker
Einfluss auf den Gesamtprozess der therapeutischen Neovskularisierung ausgetibt werden.
Der Schlussel fir eine funktionelle Verbesserung uber Kollateralgefalie scheint ein optimales
Verhaltnis aus Angiogenese und Maturierung zu sein, das durch MRTF-A offenbar erzielt
werden kann. Die Ergebnisse mit friiher Ang-2 und spater Ang-1 Uberexpression zeigen uns
jedoch, dass eine gut ausgebaute Mikrozirkulation kein Garant fur eine bessere
Makrozirkulation ist. Fir die Ubersetzung lber dieses sogenannte Riickwértssignal scheinen
weitere Faktoren wie NO und Scherspannung eine Rolle zu spielen. Offensichtlich ist die
Ang-1-auf-Ang-2-Kombination nicht in der Lage, diese Mechanismen anzusprechen wie
MRTF-A und TR4. Ob eine direkte Wirkung der friihen Destabilisierung auf die
Kollateralgefalle zum Erfolg gefiihrt hétte, ist bislang unklar, da die Applikation der Faktoren
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stets regional in den US erfolgte. Dies konnte jedoch eine weitere Erklarung fir die
Funktionalitdt im Mausmodell sein, da hier das gesamte Bein behandelt wurde. Die
Ergebnisse um den Einfluss der Gefalmaturierung auf die therapeutische Neovaskularisierung
mittels MRTF-A Uberexpression sind daher nicht ohne weiteres auf den Wirkmechanismus
anderer Faktoren zu verallgemeinern. Weitere Forschung wird nétig sein, um das
Zusammenspiel von Angiogenese, GefalBmaturierung und Arteriogenese sowie die Rolle
verschiedener Signalkaskaden flr den Prozess der funktionellen Gefa3neubildung vollends zu

verstehen.

4.4 Hypertrophie und Fibrose: Probleme von MRTF-A

Bisher wurde die MRTF/SRF Achse vor allem mit Blick auf die potente Induktion einer
therapeutischen Neovaskularisierung diskutiert. Ein GrolR3teil der Erkenntnisse tber MRTF-A
und dessen fur Angiogenese und Maturierung essentiellen Zielgene CCN-1 und CCN-2
stammt jedoch aus Kontexten, die sich fur den Einsatz in der chronischen Ischamie als
limitierend erweisen konnten. Die zwei wichtigsten Probleme, die in Bezug auf post-
ischdmische Umbauprozesse mit MRTF assoziiert wurden, sind Fibrose und muskulére
Hypertrophie.

MRTF-A wurde bereits eindringlich im Zusammenhang mit der Differenzierung von
Myofibroblasten beschrieben, die die Narbenbildung mafgeblich induzieren kdnnen [144].
Sie haben eine groBe Ahnlichkeit mit Perizyten und werden sogar manchmal mit diesen
gleichgesetzt, sodass die oben beschriebene zentrale Rolle der Perizyten im
Wirkmechanismus der MRTF-A-vermittelten Neovaskularisierung plausibel erscheint [48].
Da die Expression des Maturierungsfaktors CCN-2, der auch als ,,Connective Tissue Growth
Factor (CTGF) bekannt ist, durch MRTF-A reguliert wird, ist eine Induktion von potentiellen
fibrotischen Veranderungen tGber CCN-2 denkbar [222]. Erhéhte CCN-2 Level wurden im
Hinblick auf das kardiovaskuldre System vor allem in post-ischamischen fibrotischen
Umbauprozessen des Herzens beobachtet. Eine unmittelbare Induktion dieser Prozesse durch
CTGF ist jedoch umstritten und als Kontext- und Dosis-abh&ngig anzusehen [223]. Die
eigenen Ergebnisse dieser Arbeit konnten kein verstdrktes fibrotisches Potential der
MRTF/SRF Achse im Skelettmuskel feststellen (siehe Abbildung 26). Auch in den
Schweinemodellen unserer Gruppe stellte sich MRTF-A eher als kardioprotektiv heraus und
verhinderte eine Ubermaliige Narbenbildung (Hinkel et al., unpublizierte Daten). Tatsé&chlich

ware eine Limitierung der Bindegewebsproduktion durch MRTF-A denkbar, namlich tber die
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Hochregulation des anti-fibrotisch wirksamen CCN-1 [224]. Grundsétzlich scheint es aber
sinnvoll zu sein, den Aspekt der Fibrose als potentielle unerwiinschte Wirkung beim Einsatz
von Perizyten-modulierenden Faktoren zur Beka&mpfung der chronischen Ischamie in
Erwégung zu ziehen.

Die zweite negativ bewertete, strukturelle Veranderung im post-ischdmischen ,,Remodelling*
ist die muskuldre Hypertrophie. Die Kontribution von MRTF-A in diesem Prozess ist wenig
erforscht und scheint, wenn tberhaupt, eher im Herzen Bedeutung zu haben [148]. CTGF
zeigte sich allerdings im Zusammenhang mit kardialer Hypertrophie vor allem protektiv
[225], sodass eine relevante Induktion hypertropher Muskelverdnderungen Uber die
MRTF/SRF Achse weiter angezweifelt werden kann. In den Ergebnissen dieser Arbeit am
Skelettmuskel zeigten sich gréllere Muskelfaserquerschnitte in Tieren, die funktionell
erfolgreich therapiert wurden, verglichen mit den Gruppen, die signifikant geringere
Blutflisse aufwiesen (siehe Abbildung 28). Zum einen sollte erwahnt werden, dass der Anteil
des atrophen Gewebes aufgrund starkerer Ischdmie in funktionell schlechten Tieren gréier
und damit der Mittelwert der Faserquerschnittsflache wesentlich geringer ist. Zum anderen ist
die Beanspruchbarkeit der Muskulatur in erfolgreich behandelten Tieren groRer, wodurch eine
muskuldre Atrophie weitestgehend verhindert wird. Dadurch erscheinen die Fasern der
»gestnderen” Muskulatur auf den ersten Blick zwar hypertroph, sind aber eher normotroph,
wie Vergleiche mit nicht-operierten Beinen zeigten (unpublizierte Daten). Die Diskrepanz
zwischen den Gruppen sollte also nicht primar auf MRTF-A, sondern auf die Unterschiede in
der Perfusion zurlckgefuhrt werden, sonst ware der geringe Faserdurchmesser auf
Kontrollniveau in MRTF-A + Ang-2-behandelten Tieren schwer zu erklaren. Eine direkt
hypertrophe Wirkung von MRTF-A waére jedoch im Skelettmuskel ohnehin funktionell eher

von Vorteil und lediglich im Herzen unter Umsténden problematisch.

4.5 RAAVs in der Gentherapie

RAAVs gehdren momentan zu den beliebtesten Vektoren in der kardiovaskularen
Gentherapie. Sie vereinen viele vorteilhafte Eigenschaften, denen nur wenige limitierende
Aspekte  gegeniberstehen.  Positiv  bewertet werden vor allem die fehlende
Humanpathogenitat, die hohe Transduktionseffizienz, die geringe Immunogenitéat und die teils
sehr langen Expressionszeiten. Kritiker bemangeln jedoch die geringe Kapazitat fir
genetische Informationen, die hohe Pravalenz neutralisierender Antikérpern im Menschen und

den teils noch unspezifischen Gewebetropismus. Dennoch hat unsere Arbeitsgruppe schon seit
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Jahren erfolgreich diese Vektoren in unseren kardiovaskularen Krankheitsmodellen eingesetzt
[110, 187, 226].

Mit verschiedenen Verfahren wird versucht die Nachteile der AAVs zu mindern, um dem
Traum des perfekten Vektors néher zu kommen. Beispielweise gelang es mittels trans-
splicing, Gene zu fragmentieren und auf mehrere Vektoren aufzuteilen, um somit die maximal
transduzierbare genetische Information zu verdoppeln [100] und seit neuestem sogar zu
verdreifachen [227]. Ebenso lohnt es sich, das Problem der neutralisierenden Antikorper
anzugehen, da deren hohe Pravalenz immerhin zu einem Ausschluss von bis zu 50% der
Patienten in Klinischen Studien flhrte [228]. Plasmapherese, Immunsuppression und
wiederholte Virusapplikationen werden diskutiert, bleiben jedoch problematisch, da bereits
geringe Mengen an Antikorper die Transduktion stark beeintrachtigen kdnnen [229]. Eine
beliebte Methode ist daher aktuell das ,,AAV-Shuffling“, das die Elemente der Virushille aus
unterschiedlichen Serotypen rekombiniert. Dabei wird durch Rekombination verschiedener
Wildtyp-AAV Serotypen ein den Anforderungen angepasstes Hybrid-Virus hergestellt [106].
AAV9 wird nicht nur seltener durch Antikorper neutralisiert, sondern hat auch einen besseren
Tropismus fir myozytére Zellen [108]. Die Effizienz von rAAV2/9 stellte sich flr unsere
Versuche im Tiermodell als vollig ausreichend heraus [187]. Auch in der vorliegenden Arbeit
konnte nach 35 Tagen nicht nur die Uberexpression von MRTF-A via rAAV2/9 auf der RNA-
Ebene nachgewiesen werden, sondern indirekt auch das VVorhandensein aktiven Proteins durch
eine Uberexpression der nachgeschalteten Gene CCN-1 und CCN-2 (siehe Abbildung 7,
Abbildung 8, Abbildung 9). Da aber immer noch rund 33 % der Menschen Antikdrper gegen
das AAV9-Kapsid aufweisen, gibt es weitere Bestrebungen, die Epitope der Viruspartikel zu
verandern oder unzuganglich zu machen [230]. Dabei reichen die entwickelten Methoden von
»Kapsid-Shuffling“, wobei die Kapside einzelner Serotypen untereinander rekombiniert
werden [231], bis hin zur Applikation von AAVs, die an extrazelluldre Vesikel gebunden sind
(ev-AAV) [232]. Diese und weitere Verfahren, wie z.B. die Verwendung gewebsspezifischer
Promotoren, kdnnen auch zur Verbesserung des Tropismus der Viren genutzt werden [233]. In
unserer Gruppe gelang uns durch Verwendung Nanopartikel-assoziierter AAVs die
Transduktion vaskularer Zellen zu verbessern (Lee et al., unpublizierte Daten). Ein stets zu
berticksichtigendes Risiko unserer Versuche aufgrund des starken hepatischen Tropismus von
AAVs und der Verwendung pro-angiogener Substanzen ist das der Lebermutagenese. In
Untersuchungen an der Maus konnte allerdings kein erhdhtes Risiko eines Vektor-induzierten
Hepatozelluldren Karzinoms festgestellt werden [234]. Regionale Applikationsverfahren

(Retroinfusion, intramuskuldr) konnten in unseren Versuchen dosisabhéngig die
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Kontamination anderer Organe weitestgehend verhindern [110]. Systemische Nebeneffekte,
die auf die Viren zurtickzufuhren waren, konnten daher nicht beobachtet werden, sodass der
Vektor von uns als relativ sicher eingestuft wird. Des Weiteren konnte eine andere Gruppe
den Lebertropismus von AAV9 durch Vektor-Engineering um das 10-25-fache verringern
[235].

4.6 Das Tet-off System in der Gentherapie

Das Tetrazyklin-System gehort wie das Tamoxifen-System zu den induzierbaren Systemen
der Genregulation. Das Tet-off System war 1992 das erste, das entwickelt wurde [180],
gefolgt vom Tet-on System 1995 [181]. Ersteres ermdglicht eine Abschaltung von Genen
durch Applikation eines Tetrazyklin-Antibiotikums, zweiteres deren Uberexpression. Seit
ihrer Entdeckung wurden diese beiden Systeme weiterentwickelt und in vitro sowie in vivo
validiert [236]. Aufgrund der besseren Wirksamkeit in viralen Vektoren entschieden wir uns
fur das Tet-off System zur Expressionskontrolle in unseren Versuchen [237]. Tatsé&chlich
zeigten sich signifikant unterschiedliche Niveaus des transduzierten Gens (Ang-2) zwischen
Tieren, die bis zum Versuchsende mit Doxyzyklin behandelt wurden, und Tieren, bei denen
drei Tage zuvor das Tetrazyklin abgesetzt worden war (siehe Abbildung 10). Dadurch
konnten wir zum einen die Effektivitat dieses genregulierenden Systems in unserem Modell
zeigen, zum anderen aber auch den reversiblen Charakter durch wiederholtes Ansteigen des
Expressionsniveaus bei Absetzen von Doxyzyklin veranschaulichen. Da rAAVs unter
Umsténden das transduzierte Gen noch Jahre nach Applikation exprimieren kdnnen [238],
ware der Einsatz eines Tet-on Systems zur Behandlung chronischer Ischdmien vermutlich
sinnvoller. Dadurch wére die Einnahme von Doxyzyklin nur im gew(inschten therapeutischen
Zeitraum notwendig, um im Anschluss durch Absetzten eine Gberméalige Angiogenese, z.B. in
Form eines Hamangioms, sowie unerwinschte systemische Nebenwirkungen zu verhindern
[239]. Hierfur konnte sich das optimierte Tet-on-3G System als ndtzlich erweisen, das 100-
fach sensitiver fir Doxyzyklin und 7-fach potenter als das urspriingliche Tet-on System ist
[240].

4.7 Klinischer Ausblick

Die vorliegende Arbeit ist zusammen mit den Ergebnissen im Maus- und Schweinemodell

79



Diskussion

nach unserem Kenntnisstand die erste translationale Studie, die den Faktor MRTF-A als
potenten Induktor einer therapeutischen Neovaskularisierung herausarbeitete [187]. Fur
klinische Untersuchungen ist MRTF-A daher noch zu wenig erforscht, weitere molekulare
und pré-klinische Analysen werden nétig sein, bevor dieser Schritt gewagt werden kann. Als
Gegenstand aktueller Klinischer Studien kdnnte dagegen das besser untersuchte,
vorgeschaltete Peptid TR4, dessen Wirkung mit MRTF-A vergleichbar ist, von Interesse sein.
TR4 stellte sich bereits in einer randomisierten, Placebo-kontrollierten Vertraglichkeitsstudie
als sicher und gut tolerierbar heraus [241]. Des Weiteren wurde in Patienten mit ischamischer
Herzinsuffizienz eine Verbesserung des NYHA-Stadiums mit erhéhten TR4-Levels nach
Stammzelltherapie assoziiert [242]. In einer anderen klinischen Studie konnte durch topische
TR4-Applikation ein wundheilungsférdernder Effekt in vendsen Ulzerationen erzielt werden
[243]. Weitere Untersuchungen werden womoglich zeigen, ob sich TR4 und dessen
nachgeschaltete Kaskade in der Therapie chronischer Ischdmien des Herz- und Skelettmuskels
bewdahren wird.

Mit Bezug auf den geeigneten Vektor im kardiovaskuldren System koénnen wir eine
Empfehlung fir rAAVs aussprechen. Diese Uberzeugten bislang so gut, dass sie im ersten
zugelassenen Gentherapeutikum Glybera® zum Einsatz kamen [95]. Aktuelle Verfahren des
Vektor-Engineering versprechen die Mdglichkeit, rAAVs in naher Zukunft auf die
Anforderungen moderner Gentherapie zuzuschneiden. Genmodulierende Systeme wie das Tet
System konnten hierbei eine gezieltere Therapie unterstiitzen. Zur Vermeidung systemischer
Effekte sind regionale Applikationsverfahren generell zu bevorzugen. Aufgrund der Gefahr
noch unentdeckter Risiken sollte jedoch insgesamt noch vorsichtig mit dem Einsatz viraler

Vektoren im Menschen umgegangen werden.
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5 Zusammenfassung

MRTF-A ist bekannt als Ko-Transkriptionsfaktor in der Thymosin beta 4 Signalkaskade.
Deswegen spielt es eine wichtige Rolle in Prozessen der Angiogenese und Gefalmaturierung.
Vorangehende Experimente haben gezeigt, dass MRTF-A in der Lage ist, die
GefaBneubildung in einem ischdmischen Milieu zu verstarken. Angiopoietin 1 und
Angiopoietin 2 sind beides Liganden des Tie2 Rezeptors und bewirken antagonistische
Effekte auf die Perizytenrekrutierung an Mikrogefalien. Angl erhoht die Gefalmaturierung,
Ang2 hebt diesen Effekt auf. Ausgehend von diesen Erkenntnissen haben wir in dieser Arbeit
untersucht ob die Modulation der Perizytenrekrutierung wahrend einer MRTF-A Therapie das
therapeutische Outcome in ischdmischen Kaninchenhinterldufen beeinflussen kann.

Dazu haben wir Kaninchen die Femoralarterie entfernt und die gewiinschten Faktoren und
Faktorkombinationen mithilfe von adeno-assoziierten Viren im ischdmischen Bein
Uberexprimiert. Um die Transkription in vivo zu steuern wurde zum Teil ein tet-off
Doxyzyklin-System  verwendet.  Mittels  Angiographien haben wir dann das
Kollateralwachstum und die regionale FlieRgeschwindigkeit des Blutes bestimmt.
Angiogenese und GefaBmaturierung wurden durch immunhistochemische Farbungen in
Gewebeproben des Beines untersucht.

Bei unseren Versuchen zeigten sich starke Effekte auf Kapillarwachstum und
Perizytenrekrutierung durch MRTF-A Uberexpression, was durch Ko-Applikation von Ang2
verhindert wurde. Die Effekte von MRTF-A auf diese beiden Kompartimente der
Neovaskularisierung konnten durch frilhe GefaRdestabilisierung mithilfe von Ang2 sogar
verstarkt werden. Eine friihe Destabilisierung allein gepaart mit einer spaten Stabilisierung
durch Angl in Abwesenheit von MRTF-A konnte diesen Effekt jedoch nicht im selben Male
imitieren. MRTF-A verbesserte ebenso die Arteriogenese und die Durchblutung in den
ischdmischen Extremitaten signifikant. Auch dieser Effekt wurde durch die Ko-Applikation
von Ang2 unterbunden. Es handelt sich hierbei wohl um ein therapeutisches Maximum, da
dieser Effekt durch friihe Destabilisierung nicht mehr verstéarkt werden konnte.

Somit schlussfolgern wir, dass die Modulation der Perizytenrekrutierung wahrend einer
MRTF-A Behandlung, respektive eine friihe Destabilisierung, einen wichtigen Einfluss auf
der mikrozirkulatorischen Ebene hat, diese Effekte sich jedoch nicht auf die groRen Gefélie
und den Blutfluss Ubersetzen, sodass noch mehr Forschung nétig sein wird, um die

Zusammenhange in den Prozessen der GefaRneubildung génzlich zu verstehen.
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6 Abkirzungsverzeichnis

AAV
ABI
ABIN-2
Ad
aFGF
Akt
ALK
AMV
Ang
ASS
AV-Shunt
bGH
bFGF
BSA
CAP
CCR2
Cdc42
cDNA
CLlI
CMvV
CTGF
CYR61
DAPI
DEPC
DLL4
DMEM
DNA
dNTP
DRG
dsDNA
EDTA
EMT
eNOS
eEPC
ERK
FBS
F-Aktin
FGF
G-Aktin
GAPDH
GTP
HEK
HGF
HIF-1
hpf
HSV
ICAM
IEG
ITR
KHK
KLF-2

Adeno-assoziiertes Virus
Kndéchel-Arm-Index

A20-bindender Inhibitor von NF«xB 2
Adenovirus

acidic fibroblast growth factor
Proteinkinase B

Activin receptor-like kinase

Avian Myeloblastosis Virus
Angiopoietin

Acetylsalicylsaure

arterio-vendser Shunt

boviner Wachstumsfaktor

basic fibroblast growth factor

bovines Serumalbumin

capsid protein

C-C chemokine receptor type 2

Cell division control protein 42 homolog
komplementédre DNA

critical limb ischemia

Zytomegalievirus

connective tissue growth factor/CCN-2
Cysteine-rich angiogenic inducer 61/CCN-1
4',6-Diamidin-2-phenylindol
Diethylpyrocarbonat

Delta-like canonical Notch ligand 4
Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Desoxyribonukleinséure
Desoxyribonukleosidtriphosphat
Diagnosis related groups
doppelstrangige DNA
Ethylendiamintetraessigsaure
epithelial-mesenchymale Transition
endotheliale Stickstoffmonoxid Synthase
embryonale endotheliale Progenitorzellen
extracellular signal-regulated kinase/MAPK
fetales Rinderserum
filamentdses/polymeres Aktin

fibroblast growth factor
globuldares/monomeres Aktin
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
Guanosintriphosphat

human embryonic kidney

hepatocyte growth factor
Hypoxie-induzierbarer Faktor 1

high power field

Herpes-simplex-Virus

Intercellular Adhesion Molecule
immediate early gene

inverted terminal repeat

Koronare Herzkrankheit

Kruppel-like factor 2
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LacZ Gen fur R-Galactosidase

L-NAME L-NG-Nitroarginine methyl ester

LPS Lipopolysaccharid

LV Lentivirus

MAL Myocardin related transcription factor A
MAPK mitogenaktivierte Proteinkinase

MCP-1 monocyte chemotactic protein 1

mDia mammalian diaphanous

MKL-1 megakaryoblastic leukemia 1/MRTF-A
MMP Matrix-Metalloprotease

MRTF Myocardin related transcription factor
NF«xB nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer’ of activated B-cells
NFW Nuclease-Free Water

NG-2 Neuron Glial Antigen 2

NO Stickstoffmonoxid

PAVK periphere arterielle Verschlusskrankheit
PBS phosphatgepufferte Kochsalzlésung

PDGF Platelet-derived growth factor

PDGFR Platelet-derived growth factor receptor
PECAM-1 Platelet endothelial cell adhesion molecule 1/CD-31
PEI Polyethylenimin

PI3K Phosphoinositid-3-Kinase

PIGF placental growth factor

rAAV rekombinantes Adeno-assoziiertes Virus
Racl Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1
REP replication initiation protein

RhoA Ras homolog gene family member A

RNA Ribonukleinséure

ROCK Rho-assoziierte Kinase

rpm rotations per mintue

rtPCR Echtzeit-Polymerasekettenreaktion

SCID Severe Combined Immunodeficiency
ShRNA small hairpin RNA

SRF serum response factor

sSDNA einzelstrangige DNA

STARS Striated Muscle Activator of Rho Signaling
S1P Sphingosin-1-Phosphat

S1PR Sphingosin-1-Phosphat Rezeptor

TR4 Thymosin beta 4

TCF ternary complex factor

Tet-on/off Tetrazyklin-on/off

TetR Tetrazyklin Repressor Protein

TGF-R transforming growth factor beta

TGFRR transforming growth factor receptor

Tie Tyrosine kinase with immunglobulin-like and EGF-like domains
TIVA total intravendse Anésthesie

TMN Tris-MgCl2-NaCl Puffer

tTA tetracycline-controlled transactivator protein
VCAM vascular cell adhesion molecule
VE-Cadherin vascular endothelial cadherine

VEGF vascular endothelial growth factor
VEGFR vascular endothelial growth factor receptor
VP16 alpha trans inducing factor

WGA Wheat Germ Agglutinin
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