Mechanismen der Transdifferenzierung
endothelialer Progenitorzellen in glatte

Gefallmuskelzellen

Inauguraldissertation zur
Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin
des Fachbereichs Medizin

der Justus-Liebig-Universitit Giessen

Vorgelegt von
Daniela Hef3
aus
Bremerhaven

Giefien 2008



Aus dem Medizinischen Zentrum fiir Innere Medizin
Universititsklinikum Gie3en und Marburg GmbH, Standort Gieflen
Medizinische Klinik I, Abteilung fiir Kardiologie / Angiologie
Arztl. Direktor: Prof. Dr. Harald Tillmanns

Gutachter: Herr Prof. Dr. Tillmanns
Gutachter: Frau PD Dr. K.Lips

Tag der Disputation 7.10.2009



Meinen Eltern Ursula und Peter

und meinem Bruder Tobias






Inhaltsverzeichnis:

1.1
1.2
1.3
1.4
1.5
1.6

1.7
1.7.1

3.1
3.2
33

34

3.4.1
34.2
343

3.5
3.5.1
3.5.2

3.6

3.7
3.8
3.9
3.10

3.11

3.11.1
3.11.2
3.11.3
3.11.4

3.11.5

3.12

3.12.1

Einleitung

Grundlagen der Arteriosklerose und der endothelialen Dysfunktion
Myokardremodeling

Therapiemoglichkeiten von vaskuloproliferativen Erkrankungen
Stammzellen und Progenitorzellen

Endotheliale Progenitorzellen (EPC)

Rolle von endothelialen Progenitorzellen (EPC) und die moglichen
Mechanismen ihrer Mobilisation aus dem Knochenmark

Herkunft und Rolle glatter GefaBmuskelzellen (VSMC)
Rolle von zirkulierenden glattmuskuldren Progenitorzellen bei der
Entwicklung vaskuloproliferativer Erkrankungen

Fragestellung

Material und Methoden

Gerite

Chemikalien

Kits

Kulturmedien

Endothelzellmedium (EPC-Medium)

Glatte Muskelzellmedium (SMC-Medium)
Glatte GefaBBmuskelzellmedium (VSMC-Medium)

Antikorper
Primédrantikdrper
Sekundérantikorper

Isolation der humanen peripheren mononuklearen (peripheral blood
mononuclear cells, PBMC) Zellen

Behandlung der EPC mit Atorvastatin
Behandlung der Kokultur EPC und VSMC( Ratte) mit PDGF-BB
Férben der endothelialen Progenitorzellen mit DiLDL und Lectin

Isolation von AC133 positiven Zellen durch Magnet-aktivierte
Zellsortierung (MACS)

Zellkulturen
Zellkulturen der glatten GefaBmuskelzellen (VSMC)
Vorbehandlung der VSMC mit Mitomycin oder Paraformaldehyd

Zellkulturen der glatten GefaBBmuskelzellen (VSMC) mit endothelialen

Progenitorzellen Kokultur

Humane glatte GefaBmuskelzellen , HCASMC (human coronary artery

smooth muscle cells)
Humane koronare Endothelzellen , HCAEC (human coronary artery
endothelial cells)

Fluoreszenz-Immunhistochemie zur Charakterisierung der endothelialen
Zellen ( VWF, CD31, Cadherin), der glatten GefaBmuskelzellen (a-SMA,

Calponin, SMMS) und der humanen Zellen (HLA-DR, HLA-ABC)
Fluoreszenz-Immunhistochemie fiir die Auswertung am
Fluoreszenzmikroskop(Leica)

10
10
12
13

14
17

18
19
20
20
20
22

22
22
22
22

23
23
25

25
26
26
27

27
28

28
29
29
31

31

31

31



3.12.2 Immunhistochemie fiir die DurchfluBzytometrie (FACS cell sorter EPICs
Altra, BECKMAN COULTER, Miami) USA 32

3.13 Durchflusszytometrie (FACS cell sorter EPICs Altra, BECKMAN
COULTER, Miami, USA): FACS (Fluorescence activated cell sorter) 33

3.14 RNA Isolation 34
3.15 Herstellung von complemantary DNA (cDNA) 34
3.15.1 Reverse Transkription der mRNA 34
3.15.2 RT-PCR ( Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion) 34
3.15.3 PCR Ansatz 35
3.15.4 Sequenzen, Amplikon-GréBen und Lokalisationen der Primer 36
4 Ergebnisse 39
4.1 Charakterisierung endothelialer Progenitozellen 39
4.1.1  Anfarbung der EPC mit Dil-ac-LDL und Lectin 39
4.1.2  Charakterisierung der EPC mit endothelspezifischen Markern 41
4.2 Versuch der Transdifferenzierung der EPC durch Kultivierung mit

glattem GefaBmuskelzellmedium (SMBM) und Uberstand von VSMC 42
4.3 Dil-ac-LDL Aufnahme von EPC und VSMC 43
4.4 Charakterisierung der EPC mit Ratten-VSMC in Kokultur 43
4.4.1  Morphologie der Kokultur EPC und Ratten-VSMC 45
4.4.2  Transdifferenzierung der EPC in VSMC 47
4.43  Human-spezifische Genexpression nach Kokultivierung 48
4.5 Funktionelle Charakterisierung der transdifferenzierten VSMC 50
4.6 FACS Analyse der transdifferenzierten EPC 51
4.7 Transdifferenzierung versus Fusion 53
5 Diskussion 55
5.1 Bedeutung von VSMC und bisheriges Verstindnis tiber die Herkunft von

VSMC bei der Entstehung von vaskuloproliferativen Erkrankungen 55
5.2 Stellenwert der Stammzelltherapie 56
53 Zusammenhang zwischen In-Stent-Restenose nach Angioplastie und

zirkulierenden aus dem Knochemark stammenden Progenitorzellen 58
54 Mogliche molekulare Mechanismen der Transdifferenzierung

endothelialer Progenitorzellen in glatte Muskelzellen 59
5.5 Grad der Differenzierung 61
5.6 Transdifferenzierung der EPC versus Zellfusion 62
5.7 Neoangiogenese versus Restenose 62
5.8 Therapiemoglichkeiten 64
5.9 Ausblick 64
6 Zusammenfassung 65
7 Literatur 67
8 Verdffentlichungen 73
9 Lebenslauf Fehler! Textmarke nicht definiert.

10 Danksagung 74



1 Einleitung

Herz-Kreislauf-Erkrankungen stellen die hdufigste Todesursache in Deutschland dar.
Nach Angaben des Statistischen Bundesamtes starben im Jahr 2003 396.622
Menschen an den Folgen einer Herz-Kreislauf-Erkrankung. Darunter erlagen 92.673
Menschen einem akuten Myokardinfarkt und 39.286 Menschen einem Schlaganfall.
Die chronische ischdmische Herzkrankheit war 2003 sowohl bei Minnern als auch bei
Frauen die hiufigste Todesursache.

Kardiovaskuldre Erkrankungen, insbesondere eine koronare Herzerkrankung (KHK)
und somit auch ein Myokardinfarkt, entstehen auf dem Boden arteriosklerotisch
verdnderter Gefdlle. Man geht davon aus, dass einer manifesten Arteriosklerose
funktionelle Storungen des Endothels durch gefillschiddigende Einfliisse
vorausgehen'.

Die gegenwirtigen praventiven oder therapeutischen Strategien konzentrieren sich auf
eine Reduktion der Risikofaktoren (wie z.B. der Hypercholesterindmie, des
Bluthochdruckes oder des Diabetes mellitus) oder eine therapeutische
Wiederherstellung des Blutflusses mittels Angioplastie oder chirurgischer
Revaskularisation (Bypass-Operation).

Invasiv-revaskularisierende MaBnahmen sind jedoch durch einen hohen Prozentsatz
von Wiederverschliissen (Restenosen) der betroffenen Gefalle limitiert: Bei 30%-50%
der Patienten, die eine perkutane transluminale Koronarangioplastie (PTCA) erhalten
haben, kommt es bereits in den ersten Monaten nach dem Eingriff zur Restenose der
dilatierten Gefafie®. Auch GefaBprothesen (Stents) verhindern zwar das unmittelbare
Wiederzusammenziehen des Gefiales nach Angioplastie, verstiarken jedoch sogar die
Proliferation intimaler Zellen und sind immer noch mit einer hohen Zahl an
Restenosen behaftet”,

Auch nach Bypassoperationen kommt es jdhrlich in 10-30% der Fille zu einer

Stenosierung der vendsen, implantierten GefaBe’.



1.1 Grundlagen der Arteriosklerose und der endothelialen Dysfunktion

Die Arteriosklerose bildet die Grundlage fiir die Entstehung kardiovaskulérerer
Erkrankungen wie z.B. die koronare Herzerkrankung, den Myokardinfarkt, die
periphere arterielle Verschlusskrankheit oder einen Apoplex.

Zur Klirung der Atiologie der Arteriosklerose hat die Framinghamstudie entscheidend
beigetragen. Auf der Grundlage dieser Studie wurde das Konzept der
kardiovaskuliren Risikofaktoren etabliert’. Anhand empirisch erhobener Daten
wurden Rauchen, arterielle Hypertonie, Hypercholesterinimie, Glukoseintoleranz
sowie fortgeschrittenes Alter als bedeutende Ursachen in der Entwicklung einer
koronaren Herzkrankheit identifiziert®’. Die Entstehung einer Arteriosklerose ist ein
multifaktoriell bedingter Prozess, an dem eine Vielzahl von pathogenetischen
Mechanismen beteiligt sind. Stérungen der wesentlichen Endothelfunktionen werden
als initiales Ereignis in der Entwicklung der Arteriosklerose angesehen' und unter
dem Oberbegriff der endothelialen Dysfunktion zusammengefasst®. Kardiovaskulire
Risikofaktoren schiddigen das Endothel und fiihren so zu einer endothelialen
Dysfunktion. In der Folge kommt es zu einer entziindlichen Infiltration der
GefaBintima mit Einwanderung von Leukozyten, Aktivierung und Proliferation glatter
GefalBmuskelzellen sowie Aktivierung von Thrombozyten mit Thrombusbildung. Die
eingewanderten Leukozyten akkumulieren in den entstehenden atherosklerotischen
Lisionen und sezernieren zusammen mit den geschidigten Endothelzellen,
Entziindungszellen, Thrombozyten und glatten GefdBmuskelzellen multiple
Wachstumsfaktoren und Zytokine. Diese vermitteln dann die Chemotaxis, die
Migration und Proliferation glatter GefdBmuskelzellen, die Apoptose und Synthese
extrazelluldrer Matrixproteine’. Durch zusitzliche extrazellulidre Fettakkumulation®,
Migration und Proliferation glatter Muskelzellen, sowie durch im Verlauf auftretende
regressive Verdnderungen mit bindegewebigem Umbau und Verkalkungen entstehen
fortgeschrittene Léasionen oder Atherome. Diese kénnen zu einer progressiven
hdmodynamisch relevanten Stenosierung fithren oder durch Thrombusbildung auf
dem Boden eines rupturierten Plaques einen akuten GefiBverschluss hervorrufen'.
Die Zellvermehrung (Proliferation) stellt einen Schliisselprozess sowohl bei der
Entstehung der Ateriosklerose als auch bei der Entstehung restenotischer Prozesse

2-5
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Im Zusammenhang mit dem entziindlichen Geschehen, wird die Migration und
Proliferation von glatten GefaBBmuskelzellen fiir die Entstehung der Arteriosklerose
verantwortlich gemacht''"-'2.

Zusammen mit den Zellen der Gefilwand sezernieren Leukozyten Zytokine und
Wachstumsfaktoren, — welche die  Migration und  Proliferation  glatter
GefaBmuskelzellen (VSMC) und die Synthese extrazelluldrer Matrixproteine
induzieren. Die Wachstumsfaktoren PDGF (plateled-derived growth factor), TGFf
(transforming growth factor-f), EDGF (epidermal growth-factor) fordern unter
anderem die Proliferation von glatten GefiBmuskelzellen'> .

Der Ursprung der VSMC ist dabei jedoch noch nicht genau bekannt. VSMC koénnen
aus den schon bestehenden Zellen der Neointima hervorgehen, bzw. aus der Media
und Adventitia in die Intima migrieren'®. Auch eine Herkunft neointimaler glatter
Gefdlmuskelzellen aus Endothelzellen scheint denkbar. In Studien konnte gezeigt
werden, dass sich embryonale Endothelzellen zu mesenchymalen Zellen
transdifferenzieren und ,,smooth muscle cell actin“ exprimieren konnen'®!”. Es konnte
jedoch gezeigt werden, dass auch eine Migration glatter GefdBmuskelzellen aus der
Media iiber die Lamina elastica interna oder sogar aus der Adventitia iiber die Media
in die entstehende Neointima stattfindet'®. Dariiber hinaus konnten zirkulierende
Glattmuskel-Progenitorzellen in humanem peripheren Blut identifiziert werden'®,
welche ithren Ursprung im dem Knochenmark haben kdnnten. In einer weiteren Studie
wurde nachgewiesen, dass die Rekrutierung und Differenzierung zirkulierender

Progenitorzellen in glatte GefdBmuskelzellen in groBem Umfang zur verstirkten

Neointimabildung beitragen'’.

Die Stabilisierung eines arteriosklerotischen Plaques ist im fortgeschrittenem Stadium
der Arteriosklerose wichtig, um die Ruptur eines Plaques und somit einen
GefaBverschluss zu verhindern. Auch bei diesem Prozess spielen die VSMC eine
bedeutende Rolle, indem sie zusammen mit Fibroblasten und Bindegewebe
(extrazelluldrer Matrix) eine stabile Abdeckung des Plaques bilden. In Regionen
welche einen diinnen, instabilen fibrosen Uberzug aufweisen, kann eine verstirkte
Apoptose von glatten GefaBmuskelzellen nachgewiesen werden, die letztendlich zur

Plaqueruptur fiihren kann.



1.2 Myokardremodeling

Nach einem Myokardinfarkt, werden als Folge der Ischdmie strukturelle und
funktionelle Umbauprozesse beobachtet, welche als ,,Myokardremodeling® bezeichnet
werden. Es kommt zu vegetativen und humoralen Wachstumsreizen, welche auf das
Myokard wirken. Bei Sportlern ist das Myokardremodeling ein physiologischer
Prozess und dient hier der Anpassung des Herzens an die erhohte Anforderung. Nach
einem Myokardinfarkt findet dagegen Myokardremodeling im Sinne einer
Herzinsuffizienzentwicklung statt. Es dient kurzzeitig der Aufrechterhaltung der
kardialen Leistung, welche durch das zugrunde gegangene Myokard eingeschrénkt ist.
Es handelt sich nach einem Myokardinfarkt um zeitlich unterschiedlich auftretende
strukturelle und funktionelle Verdnderungen des Myokards. Zu den frithen
Remodelingprozessen z&hlt man den in der akuten Infarktphase eintretenden
Zellverlust, gefolgt vom bindegewebigen Umbau und Narbenbildung im infarzierten
Myokard. Die daraus resultierenden strukturellen Gewebeverdnderungen, die in die
Ubergangsregion zum nichtinfarzierten Myokard hineinreichen, bilden die Grundlage
fiir die VergroBerung des infarzierten Gebietes. Zur Kompensation des Verlustes an
funktionsfdhigem Myokard reagiert das nichtinfarzierte Herzgewebe mit Dilatation
und Myozytenhypertrophie. Endresultate sind ein vergroferter Ventrikel, erhohter
linksventrikuldrer enddiastolischer Druck, gesteigerte Wandspannung. Von grofler
Bedeutung bei der Entwicklung einer Herzinsuffizienz, ist das spdte Remodeling im
nichtinfarzierten, gut-perfundierten Myokard jenseits der akuten Infarktphase als
Folge der himodynamischen Belastung und permanent gesteigerten Wandspannung.
Typisches  Zeichen des ,spiten” Remodelings ist die zunehmende
Myokardhypertrophie, welche eine Anpassung an die gesteigerte hdmodynamische
Belastung darstellt. Zunehmende Fibrosierung, Vergroferung des Kammervolumens
und eine Dilatation fiihren dazu, dass das Herz ,,dekompensiert, es wird

,insuffizient” und es kommt zum Pumpversagen.

1.3 Therapiemoglichkeiten von vaskuloproliferativen Erkrankungen

Im Vordergrund der Verhinderung arteriosklerotischen Plaquebildung steht eine
Reduzierung der Risikofaktoren, durch Umstellung von Lebens- und

Erndhrungsgewohnheiten. Tritt dadurch kein Erfolg ein, stehen medikamentdse und
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interventionelle Behandlungsmoglichkeiten zur Verfiigung. Zum einen konnen die
Risikofaktoren wie zb. Hypertonus, Diabetes mellitus, Hypercholesterindmie
medikamentos behandelt werden. Es werden heutzutage z.B.
Thrombozytenaggregationshemmer, Inhibitoren des Renin-Angiotensin-Aldosteron-
Systems und Statine bevorzugt eingesetzt. An interventionellen Verfahren steht die
PTCA und letztlich eine kardiochirurgische Bypassoperation zur Verfiigung.

Einen weiteren Angriffspunkt zur Reduktion der Restenoserate nach PTCA stellt die
Proliferation glatter GefaBmuskelzellen und hier die Hemmung des Zellzyklus dar.
Hier stellt sich die Mboglichkeit der Strahlentherapie®®®*, des Einsatzes
pharmakologischer Substanzen™ und es existieren gentherapeutische Ansitze. Des

2426
, welche

Weiteren richtet sich momentan die Aufmerksamkeit auf neueste Studien
Erfolge in der Therapie von Patienten nach akutem Myokardinfarkt mit adulten
Stammzellen aus peripherem Blut oder dem Knochenmark zeigten. Die Zunahme der
linksventrikuldren Funktion um 6,7% bei Patienten die nach erfolgreicher
Reperfusionstherapie Knochenmarkprogenitorzellen erhielten versus 0,7% Zunahme
der linksventrikuldren Funktion bei Patienten ohne Knochenmarkzelltherapie®, wird
zum einen mit der Fahigkeit der Stammzellen zur Neovaskularisation des Myokards®’,
zum anderen mit der Entwicklung von funktionellen Kardiomyozyten aus
hamatopoetischen Progenitorzellen begriindet®®.

Die TOPCARE-AMI-Studie (Transplantation of Progenitor Cells and Regeneration
Enhancement in Acute Myocardial Infarction®*) untersuchte zum einen die
intrakoronare Infusion von Knochenmarkstammezellen, zum anderen die intrakoronare
Infusion von peripheren endothelialen Progenitorzellen. Die Untersuchung erfolgte
bei Patienten 3-7 Tage nach erfolgreicher perkutaner Revaskularisation. Hier konnte
gezeigt werden, dass die Therapie mit beiden Typen von Zellen machbar und sicher
ist. Es zeigte sich eine signifikante Verbesserung der linksventrikuldren Funktion, von
im Mittel etwa 9%, eine deutliche Verbesserung der regionalen Wandbewegung in
den dysfunktionellen Wandabschnitten der Infarktregion und eine Reduktion des
enddiastolischen Ventrikelvolumens, vier Monate nach dem Myokardinfarkt. Als
Ursache fiir die Verbesserung dieser Funktionsparameter scheint ein positiver Einfluss
auf den Remodelingprozess verantwortlich zu sein”.

Zudem normalisierte sich innerhalb von 4 Monaten die koronare Flussreserve, was fiir

eine progenitorzellinduzierte Neovaskularisation spricht.
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Zur Zeit wird untersucht welcher Typ von Zellen oder Subzellpopulationen und
welche Applikationsart sich am besten fiir eine Stammzelltherapie nach akutem
Myokardinfakt eignen. In der TOPCARE-AMI-Studie waren Knochenmarkzellen
dhnlich effektiv, wie die etwas weiter differenzierten endothelialen Progenitorzellen24.
Die neuste Studie REPAIR-AMI® (Reinfusion of Enriched Progenitor Cells and
Infarct Remodeling in Acute Myocardial Infarction) ist die erste doppelblinde,
randomisierte, Placebo-kontrollierte und groBte klinische Studie, welche die
intrakoronare Knochenmark-Progenitorzelltherapie untersucht hat. Nach vier Monaten
war die Pumpfunktion in der mit den Knochenmark-Progenitorzellen behandelten
Gruppe signifikant grofer als in der Placebo-Gruppe. Diese Ergebnisse bestétigen
damit die Studien-Hypothese, dass die Infusion von Knochenmark-Progenitorzellen in
das Herz ("intrakoronar") bei Patienten mit erfolgreich revaskularisiertem Herzinfarkt,
zu einer signifikant verbesserten Erholung der Pumpfunktion fiihrt. Zudem zeigte sich
bei Doppler-Untersuchungen eine signifikant verbesserte Durchblutung im
Infarktgefd3 bei den mit Progenitorzellen behandelten Patienten, als moglicher

Hinweis auf eine verstirkte GefdBBneubildung in der Infarktregion.

1.4 Stammzellen und Progenitorzellen

Die Vermehrung und Differenzierung von Stammzellen ist die Vorraussetzung fiir die
Entstehung von Organen und Geweben. Stammzellen sind nicht spezialisierte Zellen,
welche die Féahigkeit besitzen sich uneingeschrinkt zu vermehren und in verschiedene
Zelltypen zu differenzieren. Man unterscheidet embryonale Stammzellen von adulten

30,31

Stammzellen. Neben mesenchymalen und neuronalen Stammzellen®® konnten

postnatal Himangioblasten nachgewiesen werden®>>.

Bis vor einiger Zeit nahm man an, dass die Diffenrenzierungsfahigkeit (Plastizitét)
von adulten Stammzellen auf bestimmte Zelllinien fixiert ist.

Es zeigte sich jedoch, dass eine einzelne aus dem Knochenmark entnommene adulte
Stammzelle eine sehr hohe Plastizitdt besitzt. Adulte Stamm-und Progenitorzellen
besitzen die Féahigkeit sich zu dedifferenzieren (eine unreifere Form anzunehmen) und
sich zu transdifferenzieren, also zwischen den Zelllinien zu wechseln.
Progenitorzellen (Vorlduferzellen) sind Zellen, welche bereits in eine Richtung einer

bestimmten Zellinie differenziert sind und daher in ihrer Differenzierungsfahigkeit

leicht eingeschriankt sind. Sie konnen sich z.B. in bestimmte Gewebs- bzw.
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Organzellen differenzieren (Endothelzellen, Kardiomyozyten, VSMC etc.).
Andererseits besitzen sie noch die Moglichkeit in andere Zelllinien zu
transdifferenzieren. Zur Identifizierung und Isolation von Stammzellen wird das

Vorliegen bzw. das Fehlen von Oberflichenmolekiilen genutzt*,

1.5 Endotheliale Progenitorzellen (EPC)

Neueste Studien richten ihre Aufmerksamkeit in der Stammzelltherapie auf
endotheliale Progenitorzellen. Himangioblasten kdnnen in vitro abhingig von den
Kulturbedingungen zu himatopoetischen oder endothelialen Zellen differenzieren™.

Endotheliale Progenitorzellen (EPC) wurden erstmals im peripheren Blut als kleine
Population CD34+ mononukledrer Zellen beschrieben, welche gleichzeitig die
Stammzellmarker CD133+ und den KDR bzw. VEGF-Rezeptor2 (vascular endothelial
growth factor rezeptor) tragen®. CD34 und KDR werden auch von Subpopulationen
hamatopoetischer ~Stammzellen und unreifen Endothelzellen exprimiert’®*’.
Endotheliale Progenitorzellen konnen von reifen Endothelzellen durch die Expression
von CD133+ abgegrenzt werden. CD133+ ist auf einer relativ undifferenzierten
Subpopulation der EPC nachweisbar, wihrend reife Endothelzellen diesen Marker
nicht mehr exprimieren*'. Bei gesunden Erwachsenen Personen liegt der Anteil der

EPC an der Gesamtzahl mononukledrer Zellen (MNC) im peripheren Blut unter

0,194,
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Abb.1
Herkunft und Differenzierung von endothelialen Progenitorzellen

1.6 Rolle von endothelialen Progenitorzellen (EPC) und die moglichen
Mechanismen ihrer Mobilisation aus dem Knochenmark

werden zum einen fiir die Neoangiogenese in
35,45

Endotheliale Progenitorzellen
ischamischem Gewebe verantwortlich gemacht™™™, zum anderen besitzen sie die
Fihigkeit sich in funktionelle Kardiomyozyten zu differenzieren®®

Es wurde gezeigt, dass bei Menschen mit einer erhdhten Anzahl von Risikofaktoren
fiir vaskuloproliferative Erkrankungen, sowie bei Menschen mit einer familidren
Vorbelastung fiir vaskulproliferative Erkrankungen eine verringerte Anzahl von
zirkulierenden, endothelialen Progenitorzellen nachweisbar sind®”. Weitere Studien
zeigten, dass eine regionale Ischdmie die Anzahl von zirkulierenden, endothelialen
Progenitozellen steigert™ und dass die Zytokin-induzierte Mobilisierung von
endothelialen Progenitozellen, die Neovaskularisierung von ischdmischem Gewebe
verstirkt'’. Es handelt sich hierbei um einen Reparaturmechanismus, bei dem im

Rahmen einer Ischimie neben VEGF weitere Wachstumsfaktoren wie G-CSF
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(Granulozytenkolonie-Stimulierungsfaktor) die Mobilisation von Stammzellen aus
dem Knochenmark bewirken. An der Loslosung der Progenitorzellen von den
Knochenmarkstromazellen und der Migration in die Blutsinusoide sind Stimuli wie
das Erythropoietin oder G-CSF beteiligt.

Die Anzahl und Qualitidt der EPC korreliert mit der Anzahl von kardiovaskuldren
Ereignissen. Eine hohe Anzahl von EPC ist mit einer niedrigen Anzahl von

48,49 Zirkulierende Endotheliale

kardiovaskuldren = Ereignissen  verbunden
Progenitorzellen scheinen die Reendothelialisierung nach Ballonangioplastie
unterstiitzen zu kdnnen und somit einer Restenose entgegenzuwirken™.

Wihrend die exakten Mechanismen der Freisetzung der EPC aus dem Knochenmark
noch nicht vollstindig gekldrt sind, sind verschiedene endogene oder exogene
Faktoren bekannt, welche die Mobilisation der EPC im peripheren Blut erhdhen.

Die Gewebeischimie hat einen besonderen Einfluss auf die Mobilisation der
endothelialen Progenitorzellen*’”"2, Nach akutem Myokardinfarkt’’, sowie nach
Erzeugung einer Ischimie an einem Hinterlauf einer Maus®’, zeigten sich eine erhohte
Anzahl von EPC im peripheren Blut.

Von der Mobilisierung aus dem Knochenmark bis zur Neoangiogenese durchlaufen
die EPC verschiedene wichtige Prozesse wie die Adhésion, Migration, Proliferation

und Differenzierung™>*.

Man geht davon aus, dass die Ischdmie-bedingte
Mobilisierung der EPC durch verschiedene Zytokine gesteuert wird. Es konnte ein
Anstieg des VEGF (vaskuldren endothelialen Wachstumsfaktor)s bei Patienten nach
einem akuten Myokardinfarkt nachgewiesen werden™>. Der VEGF Spiegel steigt
parallel zum Anstieg der zirkulierenden EPC nach Verbrennungstrauma oder nach
Anlage eines Koronararterienbypasses®. Auch die exogene Zufuhr verschiedener
Wachstumsfaktoren, wie z.B. VEGF, bewirkt eine Mobilisierung der EPC. Es konnte
im Mausmodell eine erhohte Anzahl zirkulierender sowie kultivierbarer EPC nach
intraperitonealer Gabe von rekombinantem VEGF nachgewiesen werden®. In
klinischen Studien mit Patienten, die an chronischer Myokardischdmie leiden, wurde
eine Mobilisierung der EPC nach VEGF-Gentransfer beobachtet™.

VEGF erh6ht aber nicht nur die Anzahl der zirkulierenden EPC, sondern auch die
Funktion der Zellen. Sowohl die Migration in ischdmische Areale, als auch die
Proliferation der EPC erhohen sich*™’.

Des Weiteren fordern die Zytokine und Wachstumsfaktoren: G-CSF ,GM-CSF, SDF
(Stromal Cell-Derived Factor), PIGF (Plazenta growth factor), Erythropoetin,
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Ostrogene, MMP (Matrixmetalloproteinase) die Mobilisation bzw. die Migration

endothelialer Progenitorzellen*'*"*6%,

Swtecblastische Zone

Physiologische
Stimuli

* MMP-3
» Erythropoietin
= VEGF

3 > SDF

‘ L * GCSF % lschamie

2@ » PIGF

MMP = Matrix-Metalloproteinase; VEGF = ,,vasaular endothelial growth factor”; SDF =, stromal cell-derived
factor”; G-CSF = ,granulocyte colony stimulating factor*; PIGF =, plazenta growth factor”

Schéchinger et al. 2006

Abb.2
Wege der Mobilisation von Progenitorzellen aus dem Knochenmark

Aktuelle Studien fanden heraus, dass HMG-CoA-Reduktasehemmer (Statine) eine
Vermehrung und eine verbesserte Funktion der zirkulierenden EPC bewirken*>®%,
Es zeigte sich hierbei jedoch kein Anstieg der mononuklearen Zellen, der CD 34+
Zellen, sowie kein Anstieg der CD 133+ hdmatopoetischen Vorlduferzellen. Statine
scheinen daher einen positiven Effekt auf die Differenzierung der EPC aus CD 34+
Zellen zu haben und nicht die absolute Anzahl der himatopoetischen Vorlduferzellen
zu erhohen*”. Vasa et al. beschreiben in ihrer Studie des Weiteren, dass sich die
Migrationskapazitit der EPC, bei Patienten mit koronarer Herzkrankheit durch
Behandlung mit Statinen erhoht”. Eine weitere Studie belegt, dass kérperliches

Training die Anzahl der EPC erhoht und einen Anstieg des Zytokins VEGF bewirkt®,
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1.7  Herkunft und Rolle glatter Gefalimuskelzellen (VSMC)

Die Migration und Proliferation von glatten GefdaBmuskelzellen wird fiir die

1,11,12

Entstehung der Arteriosklerose verantwortlich gemacht . Die Akkumulation von

glatten GefaBmuskelzellen stellt einen Schliisselprozess sowohl in der Entstehung der

12,66,67 1o . )
22" Ein Vorlaufer der sich

Arteriosklerose als auch bei restenotischen Prozessen dar
entwickelnden Lisionen scheint die Akkumulation von glatten GefdBmuskelzellen in
der Intima zu sein, welche sich beim Menschen bereits im Kindesalter entwickelt und
im Alter verdickt®"%*,

Die Herkunft der glatten GefdBmuskelzellen ist nicht genau bekannt. Aufgrund der
groflen Plastizitit von Knochenmark-Progenitorzellen, stellt sich die Frage, ob nicht
nur EPC¥*%, sondern auch VSMC'® sich aus diesen Zellen differenzieren konnen.

Es wurde gezeigt, dass bei der Entwicklung von embryonalen Gefdllen, die glatten
Gefifmuskelzellen sich aus Endothel transdifferenzieren®. Embryonale glatte
Gefdlimuskelzellen sind in der Lage, sich durch Stimulation mit Wachstumsfaktoren

in endotheliale (VEGF) oder glatte Muskelzellen (PDGF-BB)*7'zu differenzieren’”.

Simper et al. zeigten in ihrer Studie erstmals, dass es wahrscheinlich ist, dass auch
zirkulierende glatte GefaBmuskel-Progenitorzellen existieren'®. Die Studie ergab, dass
sich aus hdmatopoetischen, mononuklearen Zellen, wachsende glatte Muskelzellen
differenzieren konnen. Thre Studie stiitzt die Theorie, dass PDGF-BB (plateled-
derived-growth-factor) eine wichtige Rolle bei der Differenzierung von glatten
Muskelzellen aus zirkulierenden Vorlduferzellen spielt'®. Sie zeigten, dass PDGF-BB
sowohl das Wachstum, als auch die Differenzierung der glatten GefaBmuskelzellen
beschleunigt. Sowohl Yamashita et al.” als auch Simper et al.'® unterstiitzen mit ihren
Studien die Theorie, dass Endothelzellen und glatte Muskelzellen aus der gleichen
Population von Vorlduferzellen entstehen konnen.

In weiteren Studien wurde nachgewiesen, dass die Rekrutierung und Differenzierung
zirkulierender Progenitorzellen in glatte GefaBmuskelzellen in groBem Umfang zur

verstirkten Neointimabildung beitragen'"”.
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1.7.1 Rolle von zirkulierenden glattmuskuldaren Progenitorzellen bei der

Entwicklung vaskuloproliferativer Erkrankungen

Vaskuldre Progenitorzellen scheinen dariiber hinaus auch eine maB3gebliche Rolle bei
der Entwicklung von vaskuloproliferativen Erkrankungen zu spielen. Die
Rekrutierung und Differenzierung zirkulierender Progenitorzellen in glatte
Gefdlmuskelzellen, trdgt in groBem Umfang zur Neointimabildung bei.

Sata et al.'” zeigten in ihrer Tierstudie, dass die Therapic mit
Knochenmarkstammzellen inklusive hdmatopoetischer Stammzellen nicht nur positive
Effekte, sondern auch eine Rolle bei der Entwicklung vaskuloproliferativer
Erkrankungen zu spielen scheint.

Zwei weitere klinische Studien ergaben Hinweise auf eine erhdhte Restenoserate bzw.
eine vermehrte Progression der KHK distal der Infusionstelle’*">. Allerdings wurden
die Patienten in der MAGIC-Studie (Effects of intracoronary infusion of peripheral
blood stem-cells mobilised with granulocyte-colony stimulating factor on left
ventricular systolic function and restenosis after coronary stenting in myocardial
infarction), nach akutem Myokardinfarkt vor der Stentimplantation mehrtigig mit G-
CSF behandelt, bevor sie eine intrakoronare Infusion mit peripheren, CD34+,
hdmatopoetischen Stammzellen erhielten. G-CSF bewirkt unter anderem die
Mobilisation von Stammzellen aus dem Knochenmark. Eine vorangehende Tierstudie
zeigte, dass sich eine Mobilisation von Stammzellen mittels G-CSF positiv auf die
Funktion des Herzens nach Myokardinfarkt auswirkt. Die Kombination von G-CSF
Therapie und intrakoronarer Infusion von Stammzellen, ergab jedoch eine so hohe

Restenoserate nach Stentimplantation, dass die Studie abgebrochen werden musste”.
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2 Fragestellung

Es wird postuliert, dass zirkulierende endotheliale Progenitorzellen (EPC) die
Neoangiogenese und Wiederherstellung zugrundegegangenen Myokards giinstig
beeinflussen. EPC und Knochenmarkstammzellen werden daher bereits im Rahmen

. SO 25,26,45,76
von klinischen Studien eingesetzt™ """

. Badorff et al. zeigten in ihrer Studie, dass
endotheliale Progenitorzellen das Potential besitzen sich in Kardiomyozyten zu
differenzieren™.

Auf der anderen Seite scheinen zirkulierende vaskuldre Progenitorzellen eine
maBgebliche Rolle bei der Entwicklung vaskuloproliferativer Erkrankungen zu
spielen'’. Die Rekrutierung und Differenzierung zirkulierender Progenitorzellen in
glatte GefaBmuskelzellen, trigt beispielsweise in groBem Umfang zur verstirkten
Neointimabildung bei’. In der MAGIC-Studie ergab die Kombination von G-CSF

Therapie und intrakoronarer Infusion von Stammzellen, eine so hohe Restenoserate

nach Stentimplantation, dass die Studie abgebrochen werden musste’.

Vor dem Hintergrund, dass sich zirkulierende Progenitorzellen in glatte
GefiBmuskelzellen differenzieren konnen'® und gezeigt werden konnte, dass eine
Therapie mit Stammzellen zu einer Steigerung der Neointimabildung fithrt”, soll in
der vorliegenden Arbeit untersucht werden, ob auch endotheliale Progenitorzellen das
Potential besitzen, sich in glatte GefaBmuskelzellen zu differenzieren und so eventuell
nach therapeutischer Applikation zur Neointimaentstehung beitragen konnen.
Insbesondere sollen in der vorliegenden Arbeit modgliche Mechanismen der
Transdifferenzierung endothelialer Progenitorzellen in glatte GefaBmuskelzellen

untersucht werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Gerate

Biofuge Fresco
Blockthermostat 1302
Combitips
Elektrophoresekammer

FACS cell sorter EPICs Altra
Feinwaage

Grobwaage

Inkubator 1000

MACselect selections-Kit
MACselect Magnet und Siulen
Magnetriihrer [kamag
Mikrotiterplatte

Photometer SLT Spectra
Pipetten

Pipettenspitzen

Polypropylen Réhrchen 15ml/50ml
ReaktionsgefiaBe 0,65/1,5/2ml
Rontgenkassette

Schiittler Duomax 1030
Serologische Einmalpipetten
Sterile Zellkultur-Arbeitsbank
Mini-Blot Gelapparatur
Whatman-Filterpapier

3.2 Chemikalien

30% Acrylamidstammldsung
Atorvastatin, Calcium Salt

(8% Bisacrylamid)

HERAEUS INSTRUMENTS, Hanau
HAEP LABOR CONSULT, Bovenden
EPPENDORF, Hamburg

BIO-RAD, Miinchen

BECKMAN COULTER, Miami, USA
SARTORIUS, Gottingen
SARTORIUS, Goéttingen

HEIDOLPH, Kehlheim
MILTENYI-BIOTEC, Bergisch Gladbach
MILTENYI-BIOTEC, Bergisch Gladbach
IKA LABORTECHNIK, Staufen
GREINER, Frickenhausen

SLT LABINSTRUMENTS, Crailsheim
GILSON, Viliers-le-Bel, Frankreich
GILSON, Viliers-le-Bel, Frankreich
GREINER, Frickenhausen
EPPENDOREF, Hamburg
AMERSHAM PHARMACIA
HEIDOLPH, Kehlheim

BECKTON DICKINSON, Heidelberg
HERAEUS INSTRUMENTS, Hanau
BIO-RAD, Miinchen
SCHLEICHER&SCHULL, Dassel

MERCK, Darmstadt
CALBIOCHEM, Darmstadt
ROTH, Karlsruhe
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Aqua dest.

BSA (Bovines Serum Albumin)
BBE

Bromphenolblau

Dulbecco’s 1x PBS

(Phosphate buffered saline)
Dil-ac-LDL (1,1 -diotadecyl-3,3,3",3"
-teramethylindocarbocyanine-
labeled acetylated LDL)
Lectin (FITC labeled lectin
from Ulex europaeus)

Ethanol

FCS

Glycerol

Glycin

Horse Serum

HCL 37,3% (rauchend)
Isopropanol

Methanol

2-Mercaptomethanol
Milchpulver

Mitomycin (from streptomyces
caespitosus)

NaCl

Protein Assay (A,B,C)

PFA (Paraformaldehyd)
Rainbow marker

SDS ultra pure (Sodium Dodecyl Sulfate)
Tween 20

Trypsin-EDTA-4Na 0,25%

BRAUN, Melsungen

BIO-RAD, Miinchen

CLONETICS, Heidelberg

ROTH, Karlsruhe

Thermo Scientific Pierce Protein
Research Products, Rockford

PAA LABOR, Linz, Osterreich
HARBOUR BIOPRODUCTS, Norwood,
Massachusetts, USA

SIGMA, RBI, Taufkirchen, Germany

RIEDEL-DE HAEN, Seelze
GIBCO, Karlsruhe

SIGMA, Steinheim

ROTH, Karlsruhe

PAA Laboratories, Germany
SIGMA, Steinheim
MERCK, Darmstadt
RIEDEL DE HAEN, Seelze
SIGMA, Steinheim
BIO-RAD, Miinchen
SIGMA, Steinheim

ROTH, Karlsruhe

BIO-RAD, Miinchen
SIGMA, Steinheim
AMERSHAM, Braunschweig
ROTH, Karlsruhe

SIGMA, Steinheim

GIBCO, Karlsruhe
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3.3 Kits
Qiagen Rneasy QIAGEN

3.4 Kulturmedien

3.4.1 Endothelzellmedium (EPC-Medium)

EBM-Medium (endothelial basal medium), welches mit 1 pg/ml Hydrocortison, 3
pg/ml bovine brain extract, 30 pg/mL Gentamycin, 50 pg/mL Amphotericin B, 10
pg/mL humanem vascular endothelial growth factor und 20% fetal calf serum (FCS)
supplementiert wurde (CLONETICS Heidelberg ).

Endotheliale Progenitorzellen und Kokultur mit VSMC (glatte GefaBmuskelzellen
Ratte).

3.4.2 Glatte Muskelzellmedium (SMC-Medium)

SMBM-Medium, CLONETICS Heidelberg, 5% Horse Serum:

Kokultur Endotheliale Progenitorzellen mit VSMC (glatte GefaBmuskelzellen Ratte).

3.4.3 Glatte GefaBmuskelzellmedium (VSMC-Medium)

DMS-HAMS 12 Medium, Clonetics Heidelberg:
VSMC (glatte GefaBmuskelzellen Ratte)
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3.5 Antikorper

3.5.1 Priméarantikdrper

Antigen HLA- DR HLA-ABC h-Caldesmon

Wirt Maus Maus Maus

Isotyp Monoklonal IgG | Monoklonal IgG | Monoclonal IgG

Konz. 117pg/ml 100pg/ml 174pg/ml

Verwendete 1:200 1:50 1:100

Konz.

Lagertemp. 4-8C° 2-8C° 2-8C°

Bezug BD Biosciences | Immunotech DAKO

Corporation

Antigen SMMS-1 Calponin a-sma,

Wirt Maus Maus Maus

Isotyp Monoklonal IgG | Monoklonal IgG | Monoklonal IgG

Konz. 815ug/ml 86pg/ml 100pg/ml

Verwendete 1:50 1:50 1:1000

Konz.

Lagertemp. 4-8C° 2-8C° 2-8C*°

Bezug Dako Dako SIGMA
Corporation Corporation
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Antigen

o-sma,

Cy3 konjungiert

Wirt Maus

Isotyp Monoklonal IgG

Konz. 100pg/ml

Verwendete 1:500

Konz.

Lagertemp. 2-8°C

Bezug SIGMA

Antigen vWF CD31 Cadherin

Wirt Maus Maus Maus

Isotyp IgG IgG Monoklonal IgG

Konz. 200 pg/ml 136pg/ml 250pg/ml

Verwendete 1:50 1:100 1:50

Konz.

Lagertemp. 4C*° 4C*° 4C*°

Bezug Dako Dako BD Biosciences
Corporation Corporation
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3.5.2 Sekundarantikorper

Sofern der Primérantikorper keine direkte Fluoreszenzmarkierung aufwies, wurde ein

Fluoreszenz-markierter Sekundirantikorper, der gegen den Primérantikorper gerichtet

war, eingesetzt.

Antigen Anti Maus Alexa- | Anti Kaninchen
Fluor 488 Rhodamine Red x

Wirt Ziege Ziege

Isotyp IgG IgG

Konz. 2mg/ml 2mg/ml

Verwendete 1:200 1:200

Konz.

Lagertemp. Unter 6 C ° Unter 6°C

Bezug Mo Bi Tec Mo Bi Tec

3.6 Isolation der humanen peripheren mononuklearen (peripheral blood
mononuclear cells, PBMC) Zellen

Fiir die Isolation der humanen mononuklearen Zellen wurden sogenannte ,,Buffy
Coats™ aus der Blutbank, Uniklinikum Giessen, verwendet. Der ,,Buffy Coat™ ist ein
Lymphozytenkonzentrat, welches man nach dem Abzentrifugieren von Vollblut
erhdlt. Aus dem Lymphozytenkonzentrat lassen sich mittels Dichtegradienten-
Zentrifugation mit Ficoll-Hypaque, die mononuklearen Zellen des peripheren Blutes
isolieren.

Die ,,Buffy Coats* wurden zunichst iiber ein 70um Sieb gegeben und dann 1:1 mit
WBC-Puffer (PBS, Immol EDTA, 2% FCS, 10ml Penicillin/Streptomycin) gemischt.
Es wurde dann 15 ml Ficoll-Hypaque in ein 50 ml Réhrchen gegeben und und mit
25ml der obengenannten Mischung aus ,,Buffy Coat* und WBC-Puffer iiberschichtet.
Die Lymphozyten und Monozyten sammeln sich dabei entsprechend ihrer
spezifischen Dichte in der Interphase zwischen Uberstand (Plasma/Thrombozyten)
und Ficoll-Hypaque an. Es folgte eine Zentrifugation iiber 30 min. bei 1700g. Durch

dieses ,Ficollisieren wurden unterschiedliche Zell- und Serumbestandteile
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voneinander getrennt. Die gewiinschten mononuklearen Zellen befanden sich nach der
Zentrifugation in der Interphase zwischen Uberstand (Plasma/Thrombozyten) und
Ficoll-Hypaque und konnten so vorsichtig abpipettiert werden und bei 1200g fiir 6
min. zentrifugiert werden.

Es folgte ein dreimaliges Waschen der Zellen, indem der WBC-Puffer nach jedem
Zentrifugationsschritt (6min. bei 1200g) abpipettiert wurde und frischer WBC-Puffer
hinzugegeben wurde. Nach dem dritten Waschschritt wurde das Zellpellet in 500ul
vorgewiarmten EBM-Medium (Endothelzellmedium), 0,4%Bovine Brain Extract,
20%FCS aufgenommen und auf Fibronectin beschichtete 6fach Zellkulturplatten
ausplattiert. Diese Zellkultur wurde {iber Nacht bei 37°C inkubiert. Die Zellen welche
iiber Nacht nicht an dem Fibronectin adhédrent geworden waren, wurden am néchsten
Tag vorsichtig abpipettiert und die adhirenten Zellen mit vorgewdrmtem EBM

Medium tberschichtet und bei 37°C kultiviert.

Peripheres Blut Mononukleare Zellen

-Kokultur
= - Characterisierun
oy i

Funktionelle Analyse|
- In vivo Applikation
Ficollgradient 3 Tage in EBM
Zentrifugation + supplements
+FCS

AbDb.3
Isolation und Kultivierung von EPC

3.7 Behandlung der EPC mit Atorvastatin

Nach Isolierung der EPC wurde das EBM-Medium mit 0,1pumol Atorvastatin

(Calbiochem-Novabiochem GmbH, Bad Soden) versetzt.

3.8 Behandlung der Kokultur EPC und VSMC( Ratte) mit PDGF-BB

Das SMBM-Medium wurde mit 50ng/ml PDGF-BB (RD Systems, Minneapolis,
USA) versetzt.
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3.9 Farben der endothelialen Progenitorzellen mit Dil-ac-LDL und Lectin

Die Anfiarbung der endothelialen Progenitorzellen (EPC) erfolgte nach 3 Tagen
Kultivierung der Zellen bei 37°C. Dil-ac-LDL wurde 1:100 zu dem Medium der EPC
gegeben und weiter, fiir 1h bei 37°C inkubiert. Um die Zellen mit Lectin zu férben,
wurde das Medium von den Zellen abgezogen und es wurde 4%-iges PFA zur
Fixation der Zellen hinzugegeben. Nach 15 min. wurden die Zellen dreimal mit PBS
in den Platten vorsichtig gewaschen. Nach dem Waschen wurde Lectin 1:100 zu den
PBS iiberschichteten Zellen gegeben und fiir 1,5 h im Dunkeln inkubiert. Nach dem
Anfiarben wurde der iiberschiissige Farbstoff mit PBS vorsichtig abgewaschen und
die Zellen mit PBS nochmals iiberschichtet. Die angefarbten Zellen wurden dann

mittels eines Fluoreszenzmikroskopes (Leica DM R) ausgezahlt.

3.10 Isolation von AC133 positiven Zellen durch Magnet-aktivierte
Zellsortierung (MACYS)

Zur weiteren Auftrennung der mononuklearen Zellen (PBMCs) aus der
Dichtegradientenzentrifugation wurden AC133 positive Zellen mit Hilfe von AC133-
Antikorpern, gekoppelt an Magnetpartikel, isoliert.

8
Hierzu wurden 1*10 PBMC in 300 pul 4 °C kaltem Puffer (PBS/ 2 mM EDTA/ 0,5 %
BSA) aufgenommen und auf Eis gestellt. Jeweils 100 ul des FcR-Blocking Losung

8
und der AC133 Mikrobead Losung wurden zu diesen 1*10 Zellen pipettiert. Die

Zellsuspension wurde bei 4 °C fiir 30 min inkubiert. Bei hoheren Ausgangszellzahlen

8
wurden die Volumina entsprechend angepasst. Zellzahlen kleiner als 1*10 wurden
ebenfalls mit 100 pl FcR-Blocking Losung beziehungsweise AC133 Mikrobeads
sowie 300 ul Puffer versetzt. Nach der Inkubation wurden die Zellen in 50 ml Puffer

aufgenommen und bei 250 g fiir 10 min bei Raumtemperatur zentrifugiert. Das Pellet

8
wurde in 500 pl pro 1*10 Zellen aufgenommen und auf eine Isolationsséule aus
beschichtetem magnetisierbarem Feindrahtgewebe, die vorher in das Magnetfeld des

MACS Separators gestellt wurde, gegeben. Zuvor wurde die Sdule mit Puffer

8
dquilibriert. Bis zu einer Gesamtzellzahl von maximal 2*10 Zellen wurde die MS
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9
Siule und dariiber bis maximal 2*10 Zellen wurde die LS Sdule verwendet. Die MS

Séule wurde mit 500 pl und die LS Séule mit 5 ml Puffer dquilibriert. Nachdem die
Zellsuspension vollstindig durch die Sdule gelaufen war, wurde mit 500 ul (MS
Sédule) beziehungsweise 3 ml (LS Séule) Puffer 4x gespiilt. Die Sdule wurde dann aus
dem Magnetfeld genommen und eine neue dquilibrierte Sdule in das Feld gestellt. Die
Zellen wurden aus der ersten Sdule mittels Iml beziehungsweise 5ml Puffer und
einem Kolben herausgedriickt und auf die neue Séule gegeben. Nach weiteren 4
Waschschritten wurde auch diese Sédule aus dem Magnetfeld genommen und 2ml
beziehungsweise 6ml Puffer auf die Sdule pipettiert. Nachdem ca. 1ml der Losung
mittels Gravitation aus der Sdule getropft war, wurde der Kolben verwendet und das
restliche Volumen mechanisch herausgedriickt. Ein Aliquot der Zellsuspension wurde
zur Zellzéhlung verwendet, und die restlichen Zellen zur weiteren Untersuchung

eingesetzt.

3.11 Zellkulturen

3.11.1 Zellkulturen der glatten GefaBmuskelzellen (VSMC)

Primérkulturen glatter GefdBmuskelzellen (VSMC) wurden durch enzymatische
Verdauung aus Aorten von 7-8 Wochen alten, ménnlichen Sprague-Dawley Ratten
(Charles River Breeding Laboratories, Kingston New York) nach der Methode von
Owens et al.”” gewonnen. Es wurden ausschlieBlich Zellen der Passagen 2-6
verwendet. Die VSMC wurden mit einer Dichte von ungefiahr 10.000 Zellen/ml auf
Fibronektin-beschichtete Zellkulturflaschen ausgesit.

Die VSMC wurden in DMS-HAMS F12-Medium kultiviert. Die konfluenten Zellen
wurden durch Trypsin-EDTA von den Fibronektin-beschichteten Zellkulturflaschen
abgelost, indem das Medium von den Zellkulturen abgezogen wurde, die Zellen
einmalig mit PBS gewaschen wurden und dann 37°C warmes Trypsin (1-3ml) auf die
Kultur gegeben wurde. Nach 1-2 Min. Inkubation konnten die Zellen durch leichtes
Klopfen von dem Zellkulturboden geldst werden und in DMS-HAMS F12 (mit FCS)
neutralisiert werden. Die VSMC wurden dann in einer Dichte von ungefahr 10.000
Zellen/ml auf Fibronektin- beschichtete 6fach Zellkulturplatten und auf mit Zellen
kultivierbare Objekttrager (,,Chamberslides*) ausplattiert.
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3.11.2 Vorbehandlung der VSMC mit Mitomycin oder Paraformaldehyd

Um zu untersuchen ob die EPC sich auf noch lebenden, aber nicht mehr
teilungsfahigen (Mitomycin) oder auf abgetdteten VSMC (Paraformaldehyd) in glatte
GefdBmuskelzellen differenzieren, wurden die VSMC vor Zugabe der EPC, mit
Mitomycin oder mit Paraformaldehyd vorbehandelt. Somit ist eine Aussage dariiber
moglich, ob die EPC zur Transdifferenzierung eine Fusion mit den VSMC eingehen
missen, oder ob die Oberflichenstrukturen wund Integrine fiir eine
Transdifferenzierung der EPCs ausreichen. Die Mitomycinvorbehandlung erfolgte,
indem 2pg/ml Mitomycin zu den VSMC in das Medium gegeben wurde. Dieser
Ansatz wurde flir 2h bei 37°C inkubiert, dann dreimal mit Medium gewaschen. Die
Paraformaldehydvorbehandlung (PFA) erfolgte indem vorerst das Medium abgezogen
wurde, dann 4%iges PFA fiir 5-10 min zu den VSMC gegeben wurde, danach diese

VSMC mindestens dreimal vorsichtig mit PBS gewaschen wurden.

3.11.3 Zellkulturen der glatten GefalBmuskelzellen (VSMC) mit endothelialen

Progenitorzellen Kokultur

Die VSMC-Kulturen in den 6fach Zellkulturplatten bzw. “Chamberslides™ boten die
Grundlage fiir die sogenannten Kokulturen mit den EPC-Kulturen. Die VSMC wurden
unvorbehandelt, mit Mitomycin vorbehandelt oder mit Paraformaldehyd vorbehandelt,
fiir die Kokulturen verwendet. Die EPC wurden nach der Isolation drei Tage bei 37°C
in EBM-Medium inkubiert. Nach der Dil-ac-LDL Anfarbung wurden die EPC mit
Trypsin-EDTA von den Fibronectin-beschichteten 6fach Zellkulturplatten bzw.
“Chamberslides‘ abgelost (Methode sieche VSMC), zentrifugiert und in EBM-Medium
resuspendiert. Die EPC wurden dann auf die VSMC (,, Feederlayer®) gegeben. Die
Kokultur wurde bei 37°C fiir weitere 2 Tage in EBM-Medium inkubiert. Nach 2
Tagen erfolgte ein Mediumwechsel und die Kokultur wurde in SMBM-Medium, 5%
Horse Serum inkubiert. Je nach Fragestellung wurde die Kokultur fiir die
Charakterisierung eine bzw. zwei Wochen bei 37°C inkubiert (alle 2 Tage erfolgte ein

Mediumwechsel).
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Dil-ac-LDL
Markierung der EPCs

Ficollgradient 3 Tage in EBM
Zentrifugation + supplements
+FCS

Kokultur
EPCs + VSMC
fir 7 Tage

Abb.4
Kokultivierung von EPC mit VSMC
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3.11.4 Humane glatte GefaBRmuskelzellen, HCASMC (human coronary artery
smooth muscle cells)

Humane glatte GefaBmuskelzellen aus den Koronararterien wurden von der Firma
CellSystems® (CellSystems® Biotechnologie Vertriecb GmbH, St. Katharinen)
bezogen. Die Kultivierung der Zellen erfolgte in Smooth Muscle Cell Growth
Medium -2 (Firma CellSystems®).

Es wurden ausschlieBlich Zellen der Passagen 3- 7 verwendet.

3.11.5 Humane koronare Endothelzellen, HCAEC (human coronary artery

endothelial cells)

Humane koronare Endothelzellen (HCAEC) wurden von der Firma CellSystems®
(CellSystems® Biotechnologie Vertriecb GmbH, St. Katharinen) bezogen. Die
Kultivierung der Zellen erfolgte in Endothelial Cell Growth Medium (Firma

CellSystems®). Es wurden ausschlieflich Zellen der Passagen 2- 4 verwendet.

3.12 Fluoreszenz-Immunhistochemie zur Charakterisierung der endothelialen
Zellen ( VWF, CD31, Cadherin), der glatten GefaBmuskelzellen (a-SMA,
Calponin, SMMS) und der humanen Zellen (HLA-DR, HLA-ABC)

3.12.1 Fluoreszenz-Immunhistochemie far die Auswertung am

Fluoreszenzmikroskop (Leica)

Schritt 1: Die Zellen wurden zunichst auf den ,,Chamberslides* mittels 4% PFA,
fir 15 Min. bei 37°C fixiert.

Schritt 2: Es wurde mit einer ,,Blocking solution* (10% Ziegenserum) fiir 10 min.
geblockt.
Schritt 3: Nach dem Abziehen der ,,Blocking solution wurde der primére

Antikorper aufgetragen und die Zellen fiir 30-60 Min. abgedunkelt, bei

Raumtemperatur inkubiert.
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Schritt 4:

Schritt 5:

Schritt 6:
Schritt 7:

Der Antikorper wurde abgezogen und die Zellen dreimal mit PBS und
2,5% FCS gewaschen.

Der sekunddre Antikorper wurde aufgetragen und ungefdhr 1h
abgedunkelt, bei Raumtemperatur inkubiert.

Es folgt ein zweimaliges Waschen mit PBS und 2,5% FCS.

Nach der Farbung wurden die Zellkerne mit 100ul DAPI angefarbt und
mit Vectashield eingedeckelt.

3.12.2 Immunhistochemie fir die Durchfluf3zytometrie (FACS cell sorter EPICs
Altra, BECKMAN COULTER, Miami) USA

Schritt 1:

Schritt 2:

Schritt 3:

Schritt 4:

Schritt 5:

Schritt 6:

Schritt 7:

Die Zellen wurden durch Trypsin von der Platte geldst, neutralisiert
und in ein 15ml Rohrchen aufgenommen und Smin bei 1200g
zentrifugiert.

Resuspension der Zellen in 2m 70% Methanol (-20°C)

Zentrifugation der Zellen und waschen in 2ml PBS, 1% BSA

Zellen in 300ul PBS+1%BSA+0,1%Triton-X resuspendieren und
Antikorper in vorgegebener Konzentration (siehe 3.5.1) zu Zellen
geben.

lh abgedunkelt Zellen mit Antikorper unter leichtem Schiitteln
inkubieren.

Waschen der Zellen und resuspendieren der Zellen in 2000 pl
PBS+1%BSA+0,1%Triton-X.

Zellen sind bereit fiir die FACS Analyse
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3.13 Durchflusszytometrie  (FACS cell sorter EPICs Altra, BECKMAN
COULTER, Miami, USA): FACS (Fluorescence activated cell sorter)

Die Durchflsszytometrie (FACS steht fiir Fluorescence Activated Cell Sorting)
ermoglicht das Zdhlen und die Analyse von Zellen oder Zellpopulationen mit Hilfe
von Fluoreszenzfarbstoff-markierten Antikérpern. Grundlage ist die Antigen-
Antikorper-Reaktion, die mit Fluoreszenz-markierten Antikorpern durchgefiihrt
wurde.

Im Durchfluss werden die FITC-markierten Zellen iiber einen Laserstrahl mit einer
Wellenldnge von 488 nm angeregt, und entsprechend der physikalischen
Eigenschaften und der Fluoreszenzeigenschaften des Farbstoffs kommt es zur
Streuung des Lichtes. Die Darstellung der Ergebnisse erfolgt in einem Punktdiagramm

beziehungsweise Histogramm.

Die bei der Isolation gewonnenen Durchflusszellen wurden phidnotypisch analysiert.

Hierzu wurden die isolierten Zellen aliquotiert und in 100 ul PBS aufgenommen und
5
mit dem entsprechenden Antikorper fiir 30 min bei 4 °C inkubiert. Es wurden 1-2*10

AC133 positive sowie 1-2"‘106 Durchflusszellen pro Antikorperinkubation eingesetzt.

Die verwendeten Antikorper wiesen eine direkte Fluoreszensmarkierung (o-sma,
HLA-DR, vWF, VE Cadherin, KDR) oder eine Phycoerythrinmarkierung (HLA-DR)
auf. Nach dieser Inkubation erfolgte ein Waschschritt mit 2 ml PBS. Die Inkubation

mit diesem Antikorper wurde ebenfalls in 100 pl PBS fiir 30 min bei 4 °C
durchgefiihrt. Danach wurde zweimal gewaschen, um die nichtgebundenen
Antikorper zu entfernen. Die Zellen wurden darauthin mit 4 % Formaldehyd (in PBS)
fixiert und im FACS analysiert.
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3.14 RNA Isolation

Die Isolation der RNA erfolgte mit einem Rneasy Kit (Qiagen). Die Zellen wurden in
der Kulturflasche mit 300-600ul RPE Puffer lysiert und eine ,,Qiashreddersdule*
iiberfiihrt. Nach einer Zentrifugation bei 15000g fiir eine Minute wurde 1 Volumen
Ethanol zu dem Uberstand gegeben. Es wird dann nochmals durch eine
»Qiashreddersdule zentrifugiert. Dann wurden 700ul RWI1-Puffer hinzugegeben
nochmals zentrifugiert und die Séule mit RPE-Puffer zweimal gewaschen. Die RNA
wurde mit 30-50ul RNAse freiem Wasser aus der Siule isoliert. Die Konzentration
der RNA wurde mittels eines Photometers OD260/280 (Photometer SLT Spectra, SLT
LABINSTRUMENTS, Crailsheim) gemessen.

3.15 Herstellung von complemantary DNA (cDNA)

3.15.1 Reverse Transkription der mRNA

Um die Transkription eines Genes nachzuweisen, wird dessen Expression auf RNA-

Ebene detektiert. Hierfiir wird die RNA mittels einer Reversen Transkriptase in cDNA

umgeschrieben und diese spéter in einer real-time Reaktion amplifiziert und detektiert.

3.15.2 RT-PCR ( Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion)

Fiir eine 20 pl Reaktion galt das folgende Pipettierschema:

5 x RT Buffer 4 ul
DTT (100 mM) 2,5 ul
RNase Inhibitor (30 U/ul) 0,5 ul
Random Primer (50 Ay Units) 1,5 ul
dNTPs (10 nM) 1 ul
RT (200 U/ul) 1l

diesen 10,5 pl wurden je Reaktion einheitliche Konzentrationen an RNA beigegeben

und das Volumen mit RNase-freiem Wasser auf 20 pl aufgefiillt.
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Als Negativ-Kontrollen wurden jeweils zwei zusitzliche Reaktionen pipettiert:

eine No Template Control (NTC), bei der statt dem RNA-Template
RNase-freies Wasser eingesetzt wurde, um generelle unspezifische DNA
Kontaminationen zu detektieren, und eine No Reverse Transkriptase (NRT) Kontrolle,
bei der das Volumen der Reversen Transkriptase mit RNase-freiem Wasser ersetzt
wird, hiermit sollen genomische DNA Kontaminationen ausgeschlossen werden.

Bei mehreren Reaktionen wurde ein Mastermix mit 15% Pipettierverlust vorpipettiert.
Die Reaktion wurde 60 min bei 37°C, dann 15 min bei 95°C inkubiert. Die
resultierende ¢cDNA wurde bei -20°C gelagert oder auf Eis bis zur real-time PCR
aufbewabhrt.

3.15.3 PCR Ansatz

20 pmol Primer 3"

20 pmol Primer 5

1 ul DNTP

3 upl  10fach Puffer
0,3ul  Taq Polymerase

3 ul  cDNA

mit H20 auf 30ul aufgefiillt

,»Cycling” Konditionen:
1,5 Min. 94°C

35 Zyklen:

30 sec.94°C

30 sec.54°C

30 sec.72°C

1 Zyklus : 10 Min. 72°C
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3.15.4 Sequenzen, Amplikon-GréRen und Lokalisationen der Primer

Fiir die interne Kontrolle wurde hierfiir die mRNA des Gens, welches fiir die

Glyceraldehyd-3-phosphat Dehydrogenase (GAPDH) kodiert, verwendet.

GAPDH (Amplicon GroRe: 121 bp)
GAPDH-vorwirts: 5 GTGATGGGTGTGAACCACGAG3®
GAPDH-riickwirts: 5’CCACGATGCCAAAGTTGTCA3'

Hum.a-smooth muscle Actin (Amplicon GroRRe: 283bp)
o-SMA-vorwirts: 5'GGAATCCTGTGAAGCAGCTC3'
o-SMA-riickwirts: 5'"CTTTTCCATGTCGTCCCAGT3®

Hum. Caldesmon (Amplicon GroéfR3e: 166bp)
Hum.Caldesmon-vorwarts: 5"TTGCTCTCTGGCTGTGCTCC3®
Hum.Caldesmon-rickwirts: 5GCATCTCCTCCCTCTTTTGCC®

Hum. von Willebrand-Faktor vWF (Amplicon GroRe: 572 bp)
Hum.vWF-vorwirts: 5> AGCTGTCCCCTTGGGTACTT3"
Hum.vWF-riickwérts: 55CCACAGGGTAGATGGTGCTT3"

KDR (Amplicon Grosse: 180 bp)

KDR-vorwirts 5STACTTTGAG ATGGAAGAGGATT3®
KDR-riickwirts S"GTCCATTCCACCAAAAGATG3
Hum. ENOS ( endotheliale NO Synthase, Amplicon Gréfie: 409 bp)
ENOS-vorwirts 5'-CCAGCTAGCCAAAGTCACCAT-3"
ENOS-riickwiérts 5-GTCTCGGAGCCATACAGGATT-3"

Hum. Calponin (Amplicon Grolie: 245 bp)
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Calponin-vorwirts 5'-GAGTGTGCAGACGGAACTTCAGCC-3

Calponin-riickwirts 5'-GTCTGTGCCCAACTTGGGGTC-3"

3.16 Kultivierung glatter GefaBmuskelzellen aus der Mausaorta

Herkunft der Méause:

C57BL/6 TgN(ACTbEGFP) 10sb Méuse wurden von Jackson Laboratory, Bar
Harbor, Maine bezogen. Diese Miuse exprimieren eGFP ubiquitér, was in einer griin
Fluoreszenz aller Zellen mit Ausnahme von Erythrozyten und Haarvollikelzellen

fithrt.

Kultivierung glatter Gefalimuskelzellen aus der Maus Aorta:

Primérkulturen glatter Gefalmuskelzellen (VSMCO) wurden mittels
Explantationstechnik aus Aorten von 7-8 Wochen alten, ménnlichen C57BL/6
Maiusen (Charles River Breeding Laboratories, Kingston, New York) nach der
Methode von Owens et al. Gewonnen:

(Owens GK, Loeb A, Gordon D, Thompson MM. Expression of smooth muscle-
specific alphaisoactin in cultured vascular smooth muscle cells: relationship between

growth and cytodifferentiation. J Cell Biol. 1986;102:343-52.)

Das nétige Operationsbesteck (2 Pinzetten, 1 Schere, 1 Scalpell) wurde zuvor 1h bei
180°C hitzesterilisiert.

Die Tiere wurden mittels CO2 Narkose getdtet und die thorakale Aorta unter
aseptischen Bedingungen exzidiert und in Phosphat gepufferter Losung (PBS)
uberfiihrt.

Anhéngendes Fett- und Bindegewebe wurde mit Hilfe von Pinzetten stupf entfernt.
Unter einem Dissektions-Mikroskop wurde danach die Adventitia vorsichtig
abpripariert. Etwaige Gefafstimpfe kleinerer Arterien wurden dabei mit entfernt
werden.

Hiernach wurden mit Hilfe von Pinzetten die Endothelzellen von der luminalen Seite

der Arterie vorsichtig abgeschabt.
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Die Media-Priparation wurde in ein neues Gefdl mit frischem PBS {iberfiihrt und
erneut gewaschen.

Die Media-Praparation wurde nun mit einem Skalpell in etwa 1-2mm2 grof3e
Rechtecke disseziiert und die zerschnittenen Explantate gleichmiBig in einer Petri-
Schale verteilt. (Ggf. konnen die Explantate mit dem Skalpell noch weiter zerkleinert

werden.)

38



4 Ergebnisse

4.1 Charakterisierung endothelialer Progenitozellen

4.1.1 Anfarbung der EPC mit Dil-ac-LDL und Lectin

Die peripheren mononuklearen Zellen wurden, wie in 3.6 beschrieben isoliert und
charakterisiert. Um die Zahl der endothelialen Progenitorzellen zu bestimmen
erfolgte, nach drei Tagen Kultivierung auf Fibronectin in EBM Medium mit 20%
FCS, die Anfarbung der EPC mit Dil-ac-LDL und Lectin.

Dil-ac-LDL angefiarbte EPC

Lectin angefiarbte EPC

Dil-ac-LDL/Lectin angefiarbte EPC

Abb.5
Exemplarische Aufnahme der Dil-ac-LDL und Lectin gefarbten EPC nach 3
Tagen Kultivierung.
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Abb.6
Anteil der Dil-ac-LDL und Lectin gefirbten Zellen an der Gesamtzahl der
mononuklearen Zellen (n=23).

3 Tage nach Kultivierung der Zellen, zeigten sich 87,5% der Zellen doppelt positiv fiir
die Expression von Lectin und phagozytiertes Dil-ac-LDL, somit erfolgte die
Markierung der endothelialen Progenitorzellen, aus den isolierten mononuklearen

Zellen.
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4.1.2 Charakterisierung der EPC mit endothelspezifischen Markern

Zur weiteren Charakterisierung des endothelialen Phenotyps der EPC, wurden die so
kultivierten Zellen mittels Durchflusszytometrie (FACS) auf die Expression von
endothelspezifischen Markern untersucht. Die EPC wurden, wie in 3.6 beschrieben
isoliert. Um die endothelialen Progenitorzellen zu charakterisieren erfolgte, nach drei
Tagen Kultivierung auf Fibronectin in EBM Medium mit 20% FCS, die Markierung
der EPC mit den Antikorpern gegen die endothelspezifischen Marker vWF , KDR
und VE-Cadherin.

FACS Analyse:

Das grau markierte Areal zeigt die jeweilige Expression des Markers :

Ti
Mz - T + ™

Ry

Ewents

E i rils

Ewents

[u]

Von Willebrand Faktor KDR (VEGF 2) VE-Cadherin

Abb.7

FACS Analyse von frisch isolierten EPC nach 3 Tagen Kultur. Die Zellen wurden
mit den fluoreszierenden Antikdrpern gegen VWF, KDR und VE-Cadherin
markiert.

Wie diese Ergebnisse zeigen, exprimieren die so kultivierten Zellen nach 3 Tagen
spezifische Markermolekiile, welche nur auf Endothelzellen exprimiert werden.
Dadurch erfolgte die eindeutige Charakterisierung des endothelialen Phenotyps der
isolierten Zellen. Diese endothelialen Progenitorzellen wurden in den nachfolgenden

Transdifferenzierungsversuchen eingesetzt.
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4.2 Versuch der Transdifferenzierung der EPC durch Kultivierung mit glattem
GefaRmuskelzellmedium (SMBM) und Uberstand von VSMC

Um zu untersuchen, ob die Kultivierung von EPC in speziellem Medium (SMBM) fiir
glatte Muskelzellen oder Uberstand (konditioniertes Kulturmedium) von glatten
Muskelzellen allein bereits zu einer Transdifferenzierung in VSMC fiihrt, wurden die
Zellen tiber sieben Tage unter den entsprechenden Konditionen kultiviert und fiir
einen speziellen Glattmuskelzellmarker a-sma (a-smooth-muscle-actin), mit Hilfe von

Durchflusszytometrie analysiert.

EPC in SMBM Medium EPC in VSMC Uberstand
[[ LB [[ L
HLA+/o-sma+ HLA+/o-=ma+
1ea [TL]
e E (1.0
(1 1.3
[ e ([ wed (13 ([ 13 ed
FITC FITC
EPC in SMBM Medium EPC in VSMC Uberstand
Abb.8

Um die Kulturen zu charakterisieren wurden die transdifferenzierten EPC mit dem
glattmuskelzellspezifischen Marker a-sma (a-smooth-muscle-actin) und dem
humanen HLA+ (humanes Klasse II Antigen des MHC, major histocompatibility
complex) markiert . Die Quantifizierng der der transdifferenzierten EPC erfolgte
mittels Durchflusszytometrie

Es zeigte sich in der Durchflusszytometrie, keine Transdifferenzierung der EPC in
VSMC. Es konnte weder durch die Kultivierung der EPC in speziellem Medium der
glatten Muskelzellen, noch durch Kultivierung der EPC in Uberstand von VSMC eine
Transdifferenzierung der EPC in VSMC beobachtet werden.
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4.3 Dil-ac-LDL Aufnahme von EPC und VSMC

Da unter den in 4.2 genannten Bedingungen keine Transdifferenzierung der EPC in
VSMC beobachtet werden konnte, stellte sich die Frage, ob sich eventuell EPC in
Kokultur mit Ratten-VSMC zu VSMC transdifferenzieren.

Um zwischen EPC und VSMC in einer Kokultur unterscheiden zu konnen, wurde
mittels FACS-Analyse untersucht, ob neben den EPC auch VSMC Dil-ac-LDL
phagozytieren. Die EPC wurden wie in 3.6 beschrieben aus peripheren
mononuklearen Zellen isoliert. Um die Zahl der endothelialen Progenitorzellen zu
bestimmen, erfolgte nach 3 Tagen Kultivierung auf Fibronectin in EBM Medium mit

20% FCS, die Anfarbung mit Dil-ac-LDL und Lectin.

S0

‘ VSMCs

Events
Everils

o - = &

FL3 LOG FL3 LOG

Abb.9
Sowohl EPC als auch VSMC wurden nach Anfarbung mit Dil-ac-LDL durch das

FACS analysiert.

Wie unsere Ergebnisse zeigen, ergab die FACS Analyse, dass die VSMC kein Dil-ac-
LDL aufnahmen und nur die EPC mit Dil-ac-LDL anfarbten. Somit konnte die Dil-ac-
LDL Anfarbung als spezifische Markierung fiir die EPC in der Kokultur mit VSMC

genutzt werden, um zwischen VSMC und EPC zu unterscheiden.

4.4 Charakterisierung der EPC mit Ratten-VSMC in Kokultur

Da weder mit Medium von glatten Gefimuskelzellen, noch mit Uberstand von

glatten  GefdBmuskelzellen eine  Transdifferenzierung von  endothelialen
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Progenitorzellen (EPC) in glatte GefdBmuskelzellen (VSMC) zu beobachten war
(siehe 4.2), wurden die EPC in einer Kokultur, mit glatten Ratten-GefaBBmuskelzellen
kultiviert .

Die EPC wurden, wie in 3.6 beschrieben aus peripheren mononuklearen Zellen
isoliert. Zur Markierung der endothelialen Progenitorzellen erfolgte, nach drei Tagen
Kultivierung auf EBM Medium mit 20% FCS, die Anfirbung Dil-ac-LDL. Wie
unsere Ergebnisse in 4.3 zeigen, wird Dil-ac-LDL von den lebenden EPC phagozytiert
und nicht von VSMC. Nach drei Tagen Kultivierung wurden die EPC auf eine Ratten-
VSMC Kultur gegeben und weitere zwei Tage in EBM-Medium kultiviert. Es erfolgte
ein Mediumwechsel und die Kokultur wurde weiter 5 Tage in SMBM-Medium (5%
Horse Serum, PDGF-BB) kultiviert. Die VSMC wurden, um das Wachstum und somit

ein Uberwuchern der Kokultur durch VSMC zu stoppen, mit Mitomycin

vorbehandelt.

Durchlichtmikroskop Durchlicht und Fluoreszenzmikroskop

Abb.10
Exemplarische Aufnahmen von Dil-ac-LDL markierten EPC nach 1 Tag

Kokultivierung mit VSMC und nach 3 Tagen Kokultivierung mit VSMC

Diese Bilder zeigen, dass bereits nach 1 Tag Kokultivierung die EPC in der Kokultur
mit glatten GefdBmuskelzellen beginnen sich an die VSMC zu heften, dabei zeigte

sich noch eine weitgehend urspriingliche, runde Morphologie der EPC.
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4.4.1 Morphologie der Kokultur EPC und Ratten-VSMC

Durchlichtmikroskop

Abb.11
Diese Abbildung zeigt die Dil-ac-LDL angefarbten EPC in Kokultur mit VSMC
nach 4 Tagen Kokultivierung. Rechts in Durchlicht abgebildet.

Nach 4 Tagen Kokultivierung ist die weitere morphologische Verdnderung der EPC
unter Durchlicht deutlich erkennbar. Die endotheliale Progenitorzelle passt sich in

ihrer morphlogischen Gestalt im Sinne einer glatten Muskelzelle an.
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Abb.12

Morphologie und Markierung der VSMC mit dem spezifischen Marker fiir
glatte Muskelzellen, a-sma (griin) und Markierung der EPC mit Dil-ac-
LDL(rot) und Zellkernanfarbung mit DAPI nach 5 Tage Kokultur.

Nach 5 Tagen Kokultur passt sich die sich differenzierende endotheliale
Progenitorzelle weiter morphologisch den glatten Muskelzellen an und exprimiert
bereits den glattmuskelzellspezifischen Marker a-sma (griin).

Die weitere Entwicklung der sich transdifferenzierenden EPC ist in der ndchsten
Abbildung dargestellt. Sie zeigt die Kokultur der EPC mit VSMC nach 7 Tagen

Kokultivierung.

| -{___Transdiff.
" human

EPC

Abb 14.

Dil-ac-LDL (rot) und Zellkernanfarbung mit DAPI nach 7 Tagen Morphologie
und Markierung der VSMC mit dem spezifischen Marker fiir glatte Muskelzellen,
a-sma (griin) und Markierung der EPC mit Kokultur.

Nach 7 Tagen Kokultivierung hat morphologisch die Transdifferenzierung einer EPC
in eine VSMC stattgefunden. Zusitzlich zur Expression des o-sma (griin),
exprimierten ein Grofteil der sich transdifferenzierenden EPC weitere, spezifischere

Markermolekiile (siche 4.4.2).
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4.4.2 Transdifferenzierung der EPC in VSMC

Da a-sma (griin) nur einen spezifischen Glattmuskelzellmarker darstellt, wurden zur
genaueren Charakterisierung und um den Grad der Differenzierung der EPC in VSMC
zu bestimmen, weitere spezifischere Glattmuskelzellmarker quantfiziert.

Die EPC wurden aus peripheren mononuklearen Zellen isoliert. Um die Zahl der
endothelialen Progenitorzellen zu bestimmen erfolgte, nach drei Tagen Kultivierung
auf EBM Medium mit 20% FCS, die Anfiarbung Dil-ac-LDL. Nach drei Tagen
Kultivierung wurden die EPC auf eine Ratten-VSMC Kultur gegeben und weitere
zwei Tage in EBM-Medium kultiviert. Dann erfolgte ein Mediumwechsel und die
Kokultur wurde 5 Tage in SMBM-Medium (5% Horse Serum, PDGF-BB) kultiviert.
Die VSMC wurden, um das Wachstum zu stoppen mit Mitomycin vorbehandelt.

Es erfolgte der immunhistochemische Nachweis der EPC mit Dil-ac-LDL, der aus
EPC transdifferenzierten @~ VSMC und der Ratten-VSMC gegen die
glattmuskelzellspezifischen Marker smMHC ( smooth-muscle-myosin-heavy-chain),
Calponin, h-Caldesmon. Zellen welche positiv fiir Dil-ac-LDL und die
glattmuskelzellspezifischen Marker sind, entsprechen transdifferenzierten EPC, da
Dil-ac-LDL nicht Ratten-VSMC anfarbt (Abb.8). Die Zellkerne wurden mit DAPI

angefarbt.
Dil-acL.DL

e

Dil-acLDL Calponin

Dil-acL.DL h-Caldesmon

Zellkerne(blau) EPC(rot) VSMC(griin) gesamte Kokultur
(Pfeil in VSMC trans-
differenzierte EPC)
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Abb.15

Anfarbung von transdifferenzierten EPC mit Dil-ac-LDL und Expression von den
spezifischeren Markermolekiilen smMHC (smooth-muscle-myosin-heavy-chain),
Calponin und h-Caldesmon, welche von hohergradig differenzierten glatten
Muskelzellen exprimiert werden.

Diese Bilder zeigen, dass die transdifferenzierten endothelialen Progenitorzellen nicht
nur positiv fir den glattmuskelzellspezifischen Marker a-sma sind, sondern weitere
Marker fiir glatte Muskelzellen exprimieren. Diese Ergebnisse zeigen, dass die EPC
sich weiter, hohergradig in VSMC differenzierten. Die doppelte Anfarbung von Dil-
ac-LDL und den spezifischen Markern smMHC (smooth-muscle-myosin-heavy-
chain), Calponin und h-Caldesmon, zeigt dass es sich um transdifferenzierte EPC
handelt. Die Ratten-VSMC der Kokultur farbten sich nicht mit Dil-ac-LDL (siche
4.3). Somit lie sich eine hdohergradige Differenzierung der EPC in VSMC
nachweisen und es erfolgte darauthin die Untersuchung der Genexpression der

transdiffererenzierten EPC.

4.4.3 Human-spezifische Genexpression nach Kokultivierung

Neben dem immunhistochemischen Nachweis der VSMC Markermolekiile, erfolgte
der zuséitzliche Nachweis von VSMC-Markern, auf m-RNA Ebene mittels RT-PCR.
Die endothelspezifischen Marker vWF und ENOS wurden von den EPC, der EPC-
VSMC Kokultur und von den humanen CAEC, mittels humanspezifischer Primer
untersucht. Es wurden humanspezifische Primer verwendet, um ausschlieflich eine
Transdifferenzierung der humanen EPC zu erfassen und nicht die von den glatten
Ratten-Muskelzellen ~ der  Kokulturen  exprimierten = Marker. GAPDH
(Glyzerinaldehyd-3-phosphat Dehydrogenase) wurde als Haushaltsgen und als

Kontrolle fiir die gleiche Beladung der Proben eingesetzt.
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ENOS

Calponin

Caldesmon

GAPDH

EPC EPC+VSMC Rat Humane Humane
Kokultur VSMC VSMC* CAEC**

*humane glatte GefaRmuskelzellen, **humane koronare Endothelzellen

Abb.16

Es wurden von den jeweiligen Zellen Kulturen angelegt und fiir 7 Tage bei 37 C°
inkubiert. Die EPC-VSMC Kokultur wurde wie in 4.4.2 beschrieben, angelegt.
Nach 7 Tagen erfolgte eine m-RNA Aufarbeitung und es wurde eine reverse
Transkriptase eingesetzt, um die RNA in cDNA umzuschreiben. Die cDNA wurde
als Ausgangsprodukt fiir die PCR verwendet

Calponin und Caldesmon als glattmuskelzellspezifische Marker, wurden von der
EPC-VSMC Kokultur und den humanen VSMC exprimiert.

Es wurde keine Expression der Marker Caldesmon und Calponin von den Ratten-
VSMC beobachtet, aber von den humanen VSMC. Was den Nachweis fiir die humane
Spezifitit der Primer belegt. Die PCR zeigte, dass die EPC nach 7 Tagen Kokultur mit
Ratten-VSMC humanspezifische, glattmuskellzellspzifische Marker exprimierten.

Dies zeigte, dass die transdifferenzierten Zellen nicht nur morphologisch, sondern
auch auf m-RNA-Ebene VSMC Markergene exprimieren. Um eine komplette
Charakterisierung der transdifferenzierten Zellen durchzufiihren, wurden die sich

transdifferenzierten VSMC auf funktioneller Ebene analysiert.
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4.5 Funktionelle Charakterisierung der transdifferenzierten VSMC
Zur Ergénzung der Charakterisierung der transdifferenzierten Zellen, wurde die
Kontraktionsfahigkeit der Zellen getestet. Es wurde die Kontraktionsfdahigkeit der

transdifferenzierten VSMC durch die Zugabe von 10*-6 Angiotensin Il nachgewiesen.

Kontraktion transdifferenzierter VSMC:

Angiotensinll 10*-6

Langenreduktion der 40 - VSMC ‘;r]aéri\s/[(gff.
VSMC in %

30 -

20 -

10

o -
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Abb.17
Funktionelle Charakterisierung durch Testung der Kontraktionsfdhigkeit der
transdifferenzierten EPC, durch die Zugabe von 10*-6 Angiotensin II.

Wie unsere Ergebnisse zeigen, war 5 min. nach Zugabe des Angiotensins eine
Langenreduktion der transdifferenzierten Zellen von EPC in VSMC von 25% zu
beobachten. Dieses zeigt, dass die sich transdifferenzierten VSMC auch funktionell

glatten GefdBmuskelzellen entsprechen.

4.6 FACS Analyse der transdifferenzierten EPC

Da wunsere obigen Ergebnisse zeigten, dass Kulturiiberstand allein keine
Transdifferenzierung der EPC bewirkte, unter der Kokultur mit lebenden VSMC
jedoch eine Transdifferenzierung zu beobachten war, stellte sich die Frage, ob bereits
der alleinige Kontakt von EPC mit den VSMC-Oberflachenmolekiilen ausreicht, um
eine Transdifferenzierung der EPC in VSMC zu induzieren. Um die Zellen zu fixieren
(keine  Freisetzung parakriner Faktoren mehr), aber gleichzeitig ihre
Oberflachenstruktur zu erhalten, wurden die VSMC, vor Zugabe der EPC mit 5%
PFA fixiert.

Kokultur in SMBM-Medium Kokultur in VSMC Uberstand
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Kokultur VSMC, Mitomycin Kokultur VSMC, PFA fixiert
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Abb.18

Zur weiteren Charakterisierung, wurde eine EPC-VSMC Kokultur mit
Mitomycin vorbehandelten Ratten-VSMC kultiviert. Diese VSMC sind in ihrem
Wachstum gestoppt, sekretieren aber weiterhin parakrine Faktoren, und eine
weitere Kokultur mit PFA (Paraformaldehyd) vorbehandelten VSMC angelegt
und mit Hilfe der Durchflusszytometrie fiir a-sma und HLA quantifiziert.

a-sma positive Zellen in %
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VSMC Medium VSMC Uberstand ~ VSMC Kokultur VSMC Kokultur(PFA)

Abb.19

HLA und a-sma positive Zellen aus einer VSMC-EPC-Kokultur in SMBM-
Medium kultiviert und in VSMC Uberstand kultiviert im Vergleich zu Kokulturen
mit Mitomycin vorbehandelten VSMC und PFA fixierten VSMC.

Die Durchflusszytometrie ergab, eine nur minimale Transdifferenzierung der EPC in
VSMC nach Kultivierung in VSMC Medium (Uberstand). Es zeigte sich jedoch eine
hohe Transdifferenzierungsrate der EPC in VSMC, nach Kultivierung mit PFA
fixierten VSMC. Dieses spricht dafiir, dass extrazelluldre Adhédsionsmolekiile, bei der
Transdifferenzierung der EPC in VSMC eine Rolle spielen und nicht ausschlieBlich

die mitogenen parakrinen Faktoren. Den hochsten Anteil der transdifferenzierten EPC
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in VSMC ergab die EPC-VSMC Kokultur mit lebenden Mitomycin vorbehandelten
Ratten-VSMC. Mitomycin hemmt das Wachstum, aber nicht die Sekretion von
parakrinen Faktoren der VSMC. Im Gegensatz zu Mitomycin vorbehandelten VSMC
sezernieren die PFA fixierten VSMC keine parakrinen Faktoren. Dieses spricht dafiir,
dass sowohl extrazellulire Adhésionsmolekiile, als auch sezernierte parakrine

Faktoren in Kombination die Transdifferenzierung der EPC in VSMC vermitteln.

4.7 Transdifferenzierung versus Fusion

Bei genauer Beobachtung der immunhistochemisch angefdrbten Kokulturen fiel auf,
dass in einigen der transdifferenzierten EPC doppelte Zellkerne waren (Abb.20). In
vorausgegangenen Arbeiten wurde bereits beschrieben, dass ein signifikanter Anteil
der sich differenzierenden Stammzellen auf eine Fusion mit den umliegenden Zellen
zuriickzufiihren ist. Daher haben wir uns in dieser Arbeit die Frage gestellt inwieweit
es sich bei unseren Beobachtungen (Abb. 20) ebenfalls um eine Fusion oder eher um

eine tatsdchliche Transdifferenzierung der EPC handelt.

DAP|  Dil-ac-LDL " erge

-

Abb.20

Transdifferenzierte (o-sma-exprimierende; griin) EPC (angefarbt mit Dil-Ac-LDL;
rot) mit zwei Zellkernen (blau). Der fehlende Nachweis von GFP in den
transdifferenzierten EPC schlief3t jedoch eine Fusion aus.

Um den Anteil von transdifferenzierten bzw. fusionierten zu quantifizieren wurden die
Dil-ac-LDL markierten EPC fiir unterschiedliche Zeitrdume (1,4,7 Tage) mit GFP
exprimierenden glatten GefdBmuskelzellen kokultiviert (GFP und smooth-muscle
Cells wurden zuvor aus ubiquitir GFP exprimierenden Miusen isoliert). Der Ubertritt
von GFP in die zugegebenen EPC wire hierbei ein Hinweis fiir eine Fusion von EPC

und den kokultivierten VSMC. Der fehlende Nachweis von GFP in den
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transdifferenzierten EPC schlieft jedoch eine Fusion aus. Es wurde daher der Anteil
Dil-ac-LDL positiven und o-sma positiven Zellen sowie GFP positiven Zellen
(fusionierte EPC) ins Verhéltnis zu den Dil-ac-LDL und smooth-muscle-actin

positiven und GFP negativen Zellen (transdifferenzierte Zellen) gesetzt (Abb.21).
Hierbei zeigte sich, dass hauptsdchlich eine Transdiffernzierung und nur in einem sehr

geringem Ausmal eine Fusion stattfand. Die Fusion scheint daher bei unseren in-vitro

Beobachtungen eine sehr untergeordnete Rolle zu spielen.

% der Zellen /2 ] ODifferenzierung

B Fusion
10 -

0 L i — -

1 Tag 4 Tage 7 Tage

Abb.21

Die Graphik zeigt die Quantifizierung transdifferenzierter bzw. fusionierter EPC.
Die Ergebnisse belegen, dass die Transdifferenzierung in weit grosserem Ausmal
zur phinotypischen Verdnderung beitrdgt als die Fusion. Die Fusion von EPC und
VSMC scheint somit bei den beobachteten Prozessen eine untergeordnete Rolle zu
spielen
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5 Diskussion

5.1 Bedeutung von VSMC und bisheriges Verstandnis tber die Herkunft von
VSMC bei der Entstehung von vaskuloproliferativen Erkrankungen

Storungen der wesentlichen Endothelfunktionen werden als initiales Ereignis in der
Entwicklung der Arteriosklerose angesehen'. Die Migration und Proliferation von
glatten GefaBmuskelzellen wird neben dem entziindlichen Vorgang fiir die Entstehung

111,12
» 7. Verletzung und

vaskuloproliferativen Erkrankungen verantwortlich gemacht
mechanische Reize bewirken eine Migration von VSMC in die Intima des Gefél3es.
Dort findet eine Proliferation der VSMC und somit eine Verdickung der GefaBwand
statt. Diese Proliferation glatter GefdBmuskelzellen bildet die Grundlage fiir die
Entwicklung vaskuloproliferativer Erkrankungen.

Die Herkunft dieser VSMC und die molekularen Mechanismen der Mobilisierung und
das so genannte ,,Homing" sowie letztlich die Differenzierung von glatten Vorldufer-
Muskelzellen ist noch nicht genau bekannt.

Neben der Migration aus den schon bestehenden Zellen der Neointima ist die
Migration aus der Media und Adventitia denkbar'®. Die aktuellen Studien geben
allerdings keine eindeutigen Hinweise darauf, dass dieser Mechanismus ausschlieBlich
fiir die Neoimtimaentsehung verantwortlich gemacht werden kann. Es gibt nur wenige
Studien, die dokumentieren, dass VSMC von der Media iiber die Lamina elastica

78

interna in die subendothliale Schicht migrieren””®. Im Gegensatz dazu konnte

beobachtet werden, dass es auch zu einer Neointimaentwicklung kommen kann,

nachdem die Zellen einer Media fast vollstindig eliminiert wurden’”. Weiterhin
konnte in dieser Studie gezeigt werden, dass eine Woche nach GefaBBverletzung
neointimale Zellen keine VSMC- Marker exprimierten, sondern morphologisch eher
an hdamatopoetische Zellen erinnerten. Diese Beobachtung wird von der Erkenntnis
unterstiitzt, dass vor Entstehung einer Neointima Blutzellen sich von luminal an die
verletzte Arterie heften”™. Des Weiteren hat es Studien iiber die Adhésionsmolekiile

und Chemokine gegeben, welche eine wichtige Rolle bei der Rekrutierung von
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Blutzellen spielen, aber keinen Einfluss auf die Migration beziehungsweise auf die

Proliferation von VSMC haben. Es wurde beobachtet, dass nach ihrer Blockierung

eine neointimale Hyperplasie weitestgehend verhindert werden konnte®*,

Durch die genannten Erkenntnisse stellt sich die Frage, ob die Neointimaentsehung
nicht nur durch in der GefaBwand anséssige Zellen bedingt ist, sondern zirkulierende
hdmatogene, aus dem Knochenmark stammende Zellen zur Neointimaentstehung
beitragen konnen. Fiir diese Theorie spricht, dass Simper et al. zeigen konnten, dass
zirkulierende  Glattmuskel-Progenitorzellen in  humanem peripherem Blut
existieren'®. Weitere Studien zeigten, dass hidmatopoetische, aus dem Knochenmark
stammende Zellen an der Bildung von arteriosklerotischen Plaques beziehungsweise
an der Neointimabildung beteiligt sind'®">. Es wurde weiterhin berichtet, dass Flk-1
positive, aus embryonalen Stammzellen stammende Zellen als Gefal3-Progenitorzellen
agieren konnen und sowohl beim Foten als auch bei Erwachsenen zur
Neovaskularisierung beitragen’>®. Das Knochenmark konnte daher eine zusitzliche
Quelle von GefédBzellen sein, die bei der Post-Angioplastie-Restenose zum

pathologischen Remodeling beitragen.

5.2 Stellenwert der Stammzelltherapie

In der Therapie von kardiovaskuldren Erkrankungen spielt seit neuestem die
Stammzelltherapie eine wichtige Rolle. Es werden sowohl die Stammzelltherapie
nach akutem Myokardinfarkt und Ballonangioblastie als auch die therapeutische
Angiogenese bei peripherer arterieller Verschlusskrankheit durch Stammzellen in
neusten Studien untersucht™. Sowohl die TOPCARE-AMI-Studie und die BOOST-
Studie als auch die REPAIR-AMI-Studie®**® zeigten Erfolge in der Therapie von
Patienten nach akutem Myokardinfarkt, sowohl mit adulten Stammzellen als auch mit

endothelialen Progenitorzellen aus dem peripheren Blut oder dem Knochenmark.
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Zirkulierende, endotheliale Progenitorzellen stellen eine Vorlduferzellart aus dem
Knochenmark stammend dar.

Eine japanische Arbeitsgruppe® konnte 2002 erstmals in einer doppelblinden,
randomisierten Studie Daten prisentieren, welche Erfolge in der therapeutischen
Angiogenese durch autologe Stammzelltherapie flir Patienten mit chronischer
Extremitatenischimie dokumentierten.

Neben den positiven Effekten einer Stammzelltherapie, ist das Risikopotential einer
Stammzelltherapie allerdings noch nicht genau abschétzbar. Zirkulierende vaskuldre
Progenitorzellen scheinen beispielsweise eine maf3gebliche Rolle bei der Entwicklung
vaskuloproliferativer Erkrankungen wie der Arteriosklerose oder Restenose nach
Ballonangioblastie zu spielen'’. So zeigte die Studie von Sata et al.'’, dass
hdmatopoetische Stammzellen durch Differenzierung in glatte GefaBmuskelzellen zu
der Entwicklung einer Arteriosklerose beitragen. Die klinische MAGIC-Studie”
wurde sogar aufgrund einer erhohten Restenoserate bzw. einer vermehrten
Progression der KHK distal der Infusionstelle nach G-CSF Therapie und
intrakoronarer Infusion von Stammzellen abgebrochen.

Untersuchungen der letzten Zeit haben gezeigt, dass nicht nur primitive Stammzellen
sondern auch bereits pradifferenzierte vaskuldre Progenitorzellen wie endotheliale
Progenitorzellen weiterhin das Potential zur Transdifferenzierung sogar iiber die
Differenzierungslinien hinaus besitzen. So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass
sich EPC unter anderem in quergestreifte Muskelzellen oder sogar Kardiomyozyten
differenzieren konnen™.

Die Fragestellung der vorliegenden Arbeit, ob eventuell die bereits in klinischen
Studien eingesetzten®®, zirkulierenden, endothelialen Progenitorzellen ebenfalls noch
das Potential zur Transdifferenzierung in VSMC besitzen und so an der
Neointimaentstehung beteiligt sind, wird durch die Erkenntnis unterstiitzt, dass bei der
Entwicklung von embryonalen Gefdflen, sich die glatten GefdBBmuskelzellen aus
Endothel differenzieren® und endotheliale Progenitorzellen das Potential besitzen,
sich iiber die Differenzierungslinien hinaus zu differenzieren. Weiterhin konnte

gezeigt werden, dass embryonale Endothelzellen die Féhigkeit besitzen, zu
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mesenchymalen Zellen zu transdifferenzieren und ,,smooth muscle cell actin“ zu
exprimieren, was eine Herkunft der neointimalen glatten GefdBmuskelzellen von

Endothelzellen denkbar erscheinen lisst'”.

Diese Arbeit zeigt erstmals, dass endotheliale Progenitorzellen das Potential besitzen,
sich in funktionelle glatte Muskelzellen zu transdifferenzieren. Sie gibt Hinweise auf
die hieran beteiligten Mechanismen. Wie die obigen Ergebnisse zeigen,
transdifferenzieren sich die EPC nach 7 Tagen in Kokultur mit VSMC, aber nicht in
VSMC-Medium und VSMC-Uberstand alleine. Dabei zeigte sich, dass die Inkubation
in Medium alleine nicht ausreicht, um eine Transdifferenzierung von EPC
hervorzurufen. Erst in Kokultur mit VSMC zeigte sich eine Transdifferenzierung der
EPC in VSMC. Dieses zeigt, dass sowohl die Zell-Zell Interaktion als auch sezernierte

parakrine Faktoren bei der Transdifferenzierung der EPC in VSMC eine Rolle spielen.

5.3 Zusammenhang zwischen In-Stent-Restenose nach Angioplastie und

zirkulierenden aus dem Knochemark stammenden Progenitorzellen

Die Faktoren, die zur Restenosierung des dilatierten Gefdlles beitragen, sind im
Wesentlichen das unmittelbare elastische Zusammenziehen des Gefdlles nach
Angioplastie (Recoil), ein negatives vaskuldres Remodeling und die durch
Proliferation glatter GefiBmuskelzellen bedingte Intimahyperplasiegs’%.

In  obengenannten  klinischen  Studien = wurden EPC  beziehungsweise
Knochenmarkstammzellen nach  einer  Ballonangioplastie, nach  akutem

Myokardinfarkt —eingesetzt**2%".

Die Zellen wurden nach Ballonangioplastie
intrakoronar appliziert, in der MAGIC Studie mit der vorherigen Gabe von GCSF
kombiniert. Eine neue Studie zeigte eine Zusammenhang zwischen der Anzahl von
aus dem Knochenmark stammenden, zirkulierenden CD34+ Zellen und einer Instent-
Restenose. In dieser Studie wurde beobachtet, dass die Patienten, welche eine
Restenose nach Stentimplantation entwickelten, einen Anstieg von CD34+ Zellen
aufwiesen. Bei den Patienten welche keine Restenose entwickelten, war ein Absinken

der CD34+ Zellen zu beobachten. Die Anzahl der CD34+ Zellen wurde vor und nach
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der Ballonangioplastie mit Stentimplantation gemessen®’. Dieses spricht fiir einen
Zusammenhang zwischen der Anzahl der zirkulierenden CD34+ Progenitorzellen und
der Entwicklung einer Re-instent Stenose.

Eine Frage ist, ob die Anzahl der aus dem Knochenmark rekrutierten Progenitorzellen
von der Schwere der Gefdlldsion abhdngt. Hinweise hierzu gibt eine

tierexperimentelle Studie von Sata et al.*®

, welche ergab, dass nach schweren
Lisionen eine bedeutende Zahl der neointimalen und medialen Zellen gefunden
wurden, welche aus dem Knochenmark stammen. Im Gegensatz dazu wurden nach
leichten Lasionen in der Neointima kaum aus dem Knochenmark stammende Zellen
gefunden. Auch beim Menschen wird angenommen, dass aus dem Knochenmark
stammende Zellen immer dann wesentlich zur Plaquebildung beitragen, wenn
Arterien schwere Lisionen, wie Ballondilatation zugefiigt werden””.

Diese Ergebnisse sprechen dafiir, dass Stammzelltherapie mit peripheren, aus dem
Knochenmark stammenden Zellen beziehungsweise EPC, besonders nach

Ballonangioblastie ein Risikopotential durch Rekrutierung dieser applizierten Zellen

und dadurch vermehrt bedingte Restenose, darstellen konnte.

5.4 Mdgliche molekulare Mechanismen der Transdifferenzierung endothelialer
Progenitorzellen in glatte Muskelzellen

Wie die Ergebnisse dieser Arbeit belegen, scheint eine Inkubation von EPC mit
glattmuskuldren Wachstumstaktoren (VSMC Medium) fiir eine Transdifferenzierung
dieser Zellen nicht ausreichend zu sein. Erst die Kokultivierung von EPC mit VSMC
filhrt zu einer Transdifferenzierung eines gewissen Prozentsatzes dieser Zellen.
Daraus ergibt sich die Schlussfolgerung, dass der Zell-Zellkontakt eine essentielle
Vorraussetzung fiir die Transdifferenzierung darstellt. Entsprechend hierzu zeigen
unsere Ergebnisse in der Tat, dass eine Kokultur von EPC mit nicht mehr lebenden
VSMC, bei denen lediglich die Struktur der oberflachlichen Adhisionsmolekiile
erhalten ist (PFA), bereits zu einer Transdifferenzierungvon EPC in VSMC fiihrt.
Obwohl die interzelluliren Kontakte fiir eine Transdifferenzierung offensichtlich
essentiell sind, konnen aus VSMC sezernierte soluble Faktoren die
Transdifferenzierung dieser Zellen weiter steigern. Diese Beobachtungen entsprechen

auch jiingsten Untersuchungen von Xiao et al. die zeigen konnten, dass die
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Differenzierung endothelialer Progenitorzellen (scat) in glatte Muskelzellen sowohl
von den Integrinen alphal, alpha V und beta 1, als auch von PDGF-BB abhingig ist*’.
Welche intrazelluldren  Signaltransduktionsmechanismen  jedoch an  der
Differenzierung beteiligt sind, bleibt noch véllig unklar.

Simper at al.'® zeigte, dass die Differenzierung unselektierter humaner mononuklearer
Zellen in glatte Muskelzellen auch ohne Zell-Zellkontakt, allein durch PDGF-BB
moglich ist. Im Vergleich zu unserer Arbeit verwendeten sie aber zum einen Zellen,
welche, anders als die EPC in der vorliegenden Arbeit, nur zu einem geringeren Grad
differenziert waren. Zum anderen wurden die mononuklearen Zellen {iber 5 Wochen
inkubiert, bevor sie die Morphologie von glatten Muskelzellen zeigten. In unserer
Arbeit zeigten die EPC in Kokultur mit VSMC bereits nach 4 Tagen die beginnende
Anpassung an die Morphologie von VSMC. Maoglicherweise spielt auch bei der
Transdifferenzierung der Grad der Vordifferenzierung der verwendeteten Zellen eine
Rolle. Auch eine Studie von Badorff et al.*® zeigt, dass eine Zell-Zell-Interaktion notig
ist, damit EPC sich in funktionelle Kardiomyozyten differenzieren und durch diesen
Prozess eventuell zu einer Verbesserung der systolischen Funktion des Herzens nach
Myokardinfarkt beitragen konnten. In dieser Studie wurden die EPC in Kokultur mit
Kardiomyozyten kultiviert.

Die Zell-Zell-Interaktion wurde in der vorliegendenArbeit, durch das Anlegen der
Kokultur EPC-VSMC geschaffen und gewihrleistet letztlich den fiir die
Transdifferenzierung der EPC in VSMC nétigen Zellkontakt. Durch dieses Phanomen
wird gezeigt, dass EPC, wie es scheint, je nach Zell-Zell-Kontakt in der Lage sind,
sich in verschiedene Zellpopulationen zu differenzieren und somit sowohl einen
negativen Effekt wie die Restenose, als auch positive Effekte wie Neoangiogenese,
Reendothelialisierung und Myokardegeneration haben kdnnen.

Ein weiterer wichtiger Diskussionspunkt ist momentan die Applikationsart, die Art
der Zellaufreinigung und Zellpopulation und die kombinierte Applikation der aus dem
Knochenmark stammenden Stammzellen mit Cytokinen (zB. GCSF). Es stellt sich die
Frage ob eine bestimmte Applikationsart die Transdifferenzierung von EPC in VSMC
besonders fordert beziehungsweise hemmt. Die in dieser Arbeit vorgestellten
Ergebnisse zeigen, dass sowohl extrazelluldre Adhdsionsmolekiile als auch sezernierte
parakrine Faktoren, bei der Transdifferenzierung der EPC in VSMC eine Rolle

spielen.
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Der Granulocyte Colony-Stimulation Factor ist ein natiirlicher Stimulus der
Stammzellmobilisation aus dem Knochenmark. In der MAGIC Studie wurden
Patienten nach akutem Myokardinfarkt 4 Tage mit GCSF behandelt, dann erfolgte die
Ballonangioplastie, Stenting und die intrakoronare Applikation von CD34+ Zellen. Es
zeigte sich, dass die einzelne Gabe von GCSF sicher war, die kombinierte Gabe mit
CD34+ Zellen allerdings neben einer verbesserten systolischen Funktion, ein erhohte
Restenoserate zeigte. Eine angenommene Ursache dieser erhohten Restenose kdnnte
neben der Differenzierung von himatopoetischen Stammzellen in VSMC " eine
Transdifferenzierung der applizierten Stammzellen in VSMC sein, welche aber auf
der anderen Seite eine Verbesserung der systolischen Funktion bewirkten. Es scheint
daher besonders die Kombination einer aus dem Knochenmark stammenden
Stammzellapplikation mit GCSF, einen erhohten Risikofaktor in der intrakoronaren
Stammzellapplikation darzustellen, da die alleinige Therapie mit aus dem
Knochenmark stammenden Stammzellen, in anderen Studien eine verbesserte

linksventrikuldre Funktion und keine erhohte Restenose zeigte” .

5.5 Grad der Differenzierung

In vielen Zellarten wird die Expression von a-sma beobachtet, welches nicht immer
eine vollstdndige Transdifferenzierung dieser Zellen in glatte Muskelzellen zur Folge
hat. Wir zeigen in den vorgestellten Ergebnissen, dass die transdifferenzierten Zellen,
weitere kontraktile, glattmuskelzellspezifische Marker exprimieren. Die Expression
dieser Markerproteine spricht fiir eine hochgradige Ausdifferenzierung dieser Zellen,
da ein entsprechendes Expressionsmuster nur in terminal differenzierten VSMC zu
beobachten ist’”’. Entsprechend dem von uns beobachteten Expressionsmuster,
welches eine Ausdifferenzierung in funktionelle VSMC nahe legt, konnten wir auch
in funktionellen Untersuchungen zeigen, dass sich diese Zellen dhnlich wie aus der
koronaren Strombahn isolierte VSMC kontrahieren. Diese Ergebnisse liefern
zusammen genommen eine starke Evidenz flir eine tatsdchlich funktionelle
Differenzierung von EPC in VSMC. Ungeachtet dieser Ergebnisse bleibt jedoch die
Frage offen, ob diese von uns in vitro beobachtete Transdifferenzierung tatséchlich in
Vvivo auftritt und dort funktionelle Bedeutung hat. Hieriiber gibt es zum gegenwartigen

Zeitpunkt keine Untersuchungen.
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5.6 Transdifferenzierung der EPC versus Zellfusion

Viele Tierstudien zeigten, dass Stammzellen in der Lage sind, sich in andere

Zelllinien zu differenzieren’® 2.

Auf der anderen Seite, zeigen jlingste Studien, dass Zellfusion eine wichtige Rolle fiir
die phenotypische Differenzierung von Zellen spielen kann®. Wie unsere Ergebnisse
zeigen, kommt es nur in einem sehr geringen Prozentsatz zu einer Fusion von EPC
und VSMC, die in der Folge eine phenotypische Transdifferenzierung der EPC in
VSMC bewirkt. Vorangegangene Studien konnten jedoch auch zeigen, dass Zellfusion
auch in der sich entwickelnden Neointima zu beobachten ist™. Dieses wird durch
Beobachtungen unterstiitzt, die eine Fusion von VSMC (Polyploidisierung) nach
unterschiedlichen mechanischen und humoralen Stimuli beschreiben’. Jiingste
Untersuchungen zeigen jedoch, dass in einem in vivo Modell nach
Herztransplantation die Fusion von Spender und Empfangerzellen ein duflerst seltenes
Ereignis darstellt”. Sowohl die Beobachtungen vorrausgegangener Studien als auch
unsere eigenen Ergebnisse legen somit nahe, dass eine Fusion von EPC und VSMC
zwar in seltenen Fillen zu beobachten ist, wahrscheinlich jedoch nicht in groBerem
Ausmalie zur phenotypischen Verdnderung und Ausdifferenzierung der Zellen in vitro

als auch in vivo beitragt.

5.7 Neoangiogenese versus Restenose

Es stellt sich die Frage, ob die teilweise Transdifferenzierung von endothelialen
Progenitorzellen in glatte Muskelzellen neben des eventuellen Risikopotentials durch
die Entwicklung einer Restenose auch von Bedeutung fiir die Reifung und

Stabilisierung neuer Gefille wihrend der der Angiogenese sein konnte.
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Es wird daraus ersichtlich, dass die genaue und komplette Funktion von endothelialen
Progenitorzellen noch nicht vollends bekannt ist. Die Ursache des in den

beschriebenen Studien®*2%76:%

positiven Therapieeffektes der Stammzelltherapie wird
zum einen mit der Fihigkeit der Stammzellen zur Neovaskularisation des Myokards®’,
zum anderen mit der Entwicklung von funktionellen Kardiomyozyten aus
himatopoetischen Progenitorzellen begriindet®®. Die in der TOPCARE Studie
gemessenen Parameter unterstiitzen die Theorie, dass eine progenitorzellinduzierte
Neovaskularisation einen betridchtlichen Anteil an dem Therapieeffekt hat.

EPC spielen eine wichtige Rolle bei der Neoangiogenese. Angiogenese bezeichnet das
Wachstum von Blutgefdflen, ausgehend von bestehenden GefdBstrukturen durch
Rekrutierung, Integration und Proliferation endothelialer Prognitorzellen, welche zu
einem Aussprossen neuer Kapillaren fiihren. Zu Beginn der Gefdlneubildung, werden
EPC durch die chemotaktische Wirkung von VEGF (vascular endothelial growth
factor) zur Endothelbildung rekrutiert. Scherkrifte bewirken eine Induktion von
PDGF-B (plateled derived growth factor) und aktivieren somit perivaskulére,
mesenchymale Zellen und glatte Muskelzellen, sich an das proliferierende Endothel
anzulagern’ . Auch GCSF zihlt zu den rekrutierenden angiogenetischen Zytokinen.
Durch das hier gezeigte Potential der EPC, sich in VSMC zu differenzieren, ergibt
sich die Uberlegung ob endotheliale Progenitorzellen bei der Angiogenese zum einen

durch VEGF die Endothelbildung bewirken, zum anderen durch die

Transdifferenzierung in VSMC zur endothelumgebenden Muskelschicht beitragen
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konnen und somit die Stabilisierung des Gefdfles unterstiitzen. Es wird beschrieben,
dass diese sogenannten Perizyten unterschiedlichen Ursprungs sind'®. Yamashita et al
zeigten in ihrer Studie bereits, dass eine embryonale Vorlduferzelle existiert, welche
abhingig vom Wachstumsfaktor, in der Lage ist sich in Endothelzellen und glatte

Muskelzellen zu differenzieren’”.

5.8 Therapiemoglichkeiten

Wie diese Diskussion zeigt, ist die Konsequenz der hier vorgestellten Ergebnisse nicht
genau einschitzbar. Auf der einen Seite kann die Transdifferenzierung von EPC in
VSMC nach Stammzelltherapie ein Risikopotential fiir die Entstehung einer
Restenose nach Ballonangioplastie darstellen, auf der anderen Seite kann dieses
Potential wichtig fiir die Reifung und Stabilisierung von Gefdllen bei der Angiogenese
sein und somit die Durchblutung von Myokard nach einem Myokardinfarkt
verbessern. Es stellt sich daher die Frage, ob eine generelle therapeutische Hemmung
der Transdifferenzierung von EPC, zwar das Risiko der Entstehung einer Restenose
vermindern wiirde, aber auf der anderen Seite eine effektive Angiogenese verhindern
wiirde. Eine weitergehende Uberlegung wire, dass die Reendothelialiserung™ durch
EPC, durch die Hemmung der Transdifferenzierung von EPC in VSMC, eine

verbesserte Heilung von Gefdf3schiden bewirken konnte.

5.9 Ausblick

Obwohl unsere Ergebnisse erste Hinweise darauf geben, welche Faktoren an der
Transdifferenzierung endothelialer Progenitorzellen in glatte Muskelzellen beteiligt
sind, miissen weitere Untersuchungen kldren, welche Rolle insbesondere den Zell-Zell
Adhésionsmolekiilen beziehungsweise den solublen Faktoren zukommt. Eine
Kombination multipler Faktoren bei diesen Prozessen ist jedoch denkbar. Hieraus
konnten nun Strategien entwickelt werden, um die Transdifferenzeirung von EPC in
VSMC effektiv zu hemmen und so die Differenzierung dieser Zellen in ausschlieBlich

eine Linie (Endothelzellen) zu fordern. Auf diese Weise lieBBe sich dann untersuchen,
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welche physiologische Bedeutung die Transdifferenzierung von EPC in VSMC in
vivo tatsdchlich hat. In einem in vivo Modell der Angiogenese konnte beispielsweise
untersucht werden, ob die so vorbehandelten EPC noch effektiv eine Angiogenese
induzieren konnen. Eine mangelnde GefdBreifung aufgrund der unzureichenden
Rekrutierung von VSMC wiirde hier nur eine Bildung von vorldufigen, fragilen und
nicht funktionellen Gefdflen nach sich ziehen.

In einem weiteren in vivo Modell einer Gefdverletzung (arterielle Dilatation) kénnte
mit so vorbehandelten endothelialen Progenitorzellen untersucht werden, welche
Rolle die Transdifferenzierung von EPC bei der Entstehung von vaskuloproliferativen
Erkrankungen spielt. Hier wire es von grolem Interesse, ob eine mangelnde
Transdifferenzierung tatsdchlich eine verbesserte Reendothelialisierung und
gleichzeitig  eine  verringerte, neointimale = Akkumulation von  glatten
GefdaBmuskelzellen und somit eine verringerte Restenosierung bewirkt. Aufgrund der
vorbeschriebenen Komplikationen in klinischen Studien, bei denen EPC zum Einsatz
kamen, ist eine genaue Kenntnis ihres Differenzierungsverhaltens notwendig. Die hier
vorgestellte Arbeit soll daher eine Grundlage bieten, um den Nutzen kiinftiger
klinischer Anwendungen zu optimieren und gleichzeitig potentielle Risiken

ausschlieBen zu konnen.

6 Zusammenfassung

Mit wachsendem Interesse werden Stammzellen in klinischen Studien bei der
Therapie von vaskuloproliferativen Erkrankungen eingesetzt. Sie ist derzeit eine
vielversprechende, innovative Therapiemdoglichkeit nach akutem Myokardinfarkt und
Ballonangioplastie, aber auch bei anderen kardiovaskuldren Erkrankungen. Die
Patienten zeigten nach Stammzelltherapie mit aus dem Knochenmark stammenden
Stammzellen eine deutlich verbesserte linksventrikuldre Funktion, welches zum einen

o . 35,45
mit einer verbesserten Neoangiogenese™

, zum anderen mit der Differenzierung von
EPC in Kardiomyozyten®™ begriindet wird. Weitere jiingere Studien zeigen, dass
endotheliale Progenitorzellen, die eine kleine Population von Vorlduferzellen in
peripherem Blut darstellen, durch verbesserte Reendothelialisierung eine Restenose
nach Ballonangioplastie verringern®. Jiingere Studien zeigten jedoch auch, dass aus

dem Knochenmark stammende Stammzellen nicht nur einen positiven Effekt
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GefiaBwiande hat, sondern auch zum pathologischen Remodeling der Gefawénde
beitragen kann'’. Bisher ist das Differenzierungspotential von endothelialen
Progenitorzellen noch nicht genau bekannt. Wir stellten uns die Frage, ob endotheliale
Progenitorzellen das Potential besitzen, sich in glatte Muskelzellen zu differenzieren
und so eventuell zu einer Restenose, oder aber zu einer Stabilisierung und Ausreifung
von Gefdllen beitragen konnen. Neben dem Differenzierungspotential der EPC waren
fir uns die molekularen Mechanismen der Transdifferenzierung endothelialer
Progenitorzellen in glatte Muskelzellen von Interesse.

Die Ergebnisse dieser Arbeit belegen nun, dass endotheliale Progenitorzellen in der
Lage sind, sich in glatte Muskelzellen zu differenzieren. Unsere Arbeit zeigte dabei
eine komplette Ausdifferenzierug der EPC in VSMC. Die Ergebnisse belegen, dass
der Zell-Zellkontakt eine essentielle Vorraussetzung fiir die Transdifferenzierung der
EPC darstellt. Trotz der offensichtlich fiir die Transdifferenzierung der EPC in VSMC
essentiellen interzelluldren Kontakte kann die Transdifferenzierung durch die von
VSMC sezernierten, solublen Faktoren noch gesteigert werden. Unsere Ergebnisse
zeigen weiterhin, dass es nur in einem sehr geringen Prozentsatz zu einer Fusion von
EPC und VSMC kommt, welche und in der Folge eine phenotypische Differenzierung
der EPC in VSMC bewirkt.

Welche genaue Rolle das in dieser Arbeit gezeigte Potential der Transdifferenzierung
endothelialer Progenitorzellen in der Entstehung beziehungsweise der Pravention
kardiovasklarer Erkrankungen spielt, ist noch nicht abzuschétzen. Zum einen kann die
Stammzelltherapie  mit  endothelialen  Progenitorzellen = durch  verbesserte
Reendothelialisierung und Angiogenese zur Myokardregeneration beitragen, zum
anderen ist es moglich, dass sie durch verstidrkte Neointimabildung zur Progression
vaskuloproliferativer Erkrankungen fiihrt. Zukiinftige in vivo Untersuchungen sind
daher notwendig um die Bedeutung der hier beschriebenen Untersuchungsergebnisse
richtig zu verstehen und einordnen zu kénnen.

Die hier vogestellte Arbeit soll daher eine Grundlage bieten, um den Nutzen kiinftiger
klinischer Anwendungen zu optimieren und gleichzeitig potentielle Risiken

ausschlieBen zu konnen.
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Endothelial Progenitor Cells Transdifferentiation into
Smooth Muscle Cells: Impact on Vascular Lesion Formation

Background: Endothelial progenitor cells (EPC) significantly contribute to vessel
regeneration, and clinical application of EPC emerges as therapeutic option to restore
blood supply to ischemic tissue. However, further transdifferentiation of EPC into
other lineages may modulate the beneficial or adverse effects of cell therapy. We
therefore sought to determine the potential of EPC to transdifferentiate into vascular
smooth muscle cells (VSMC) and their impact on neointimal lesion formation.

Methods and Results: EPCs were obtained from peripheral blood mononuclear cells
by cultivation with endothelial cell medium and growth factors. After 3 days, more
than 95% of adherent cells show endothelial characteristics, as demonstrated by Dil-
acetylated LDL uptake, lectin binding and the expression of VEGFR2, von
Willebrand factor and VE-Cadherin. EPC were then co-cultivated with freshly
isolated rat VSMC for 7 days. Co-cultivated EPC increased in size and developed a
smooth muscle cell like phenotype. After 6 days of co-culture, 16.7 + 3.8% of EPCs
expressed alpha smooth muscle actin as determined by FACS analysis.
Transdifferentiated EPC also expressed calponin and smooth muscle myosin heavy
chain. Furthermore, VSMC specific mRNA expression (calponin and h-caldesmon)
was detected in co-cultured EPCs using human-specific primers. Importantly, the
angiotensin II-induced contractile response of co-cultured EPC was similar to VSMC,
indicating functional activity. Transdifferentiation of EPC into VSMC was not
detected in EPC cultured in conditioned medium, suggesting an essential role of cell-
cell contacts. As determined by co-cultivation with GFP-expressing VSMC,
phenotypical changes are due to transdifferentiation rather than fusion.

Conclusion: As demonstrated by morphological, histochemical and functional
parameters, adult human EPC can transdifferentiate into functionally active smooth
muscle cells in vitro and in vivo. Transdifferentiation of EPC to VSMC may improve
vessel maturation during vasculogenesis or plaque stabilisation but may also
contribute to vascular lesion formation.
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