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3 Einleitung

3.1 Begriffserliiuterung

Als sehr frithes Organsystem entsteht im Embryo das Blutgefdaf3system, welches fiir die weitere
Entwicklung des Organismus notwendige Voraussetzung zur Versorgung aller Gewebe mit
Sauerstoff und Néhrstoffen ist. Es werden bei der Blutgefdentstehung drei unterschiedliche
Mechanismen beobachtet, die Vaskulogenese, die Angiogenese und die Arteriogenese.

Vaskulogenese beschreibt die in situ-Differenzierung endothelialer Progenitorzellen
(Angioblasten) zu Endothelzellen. Diese bilden ein zunichst vergleichsweise ungeordnetes
Netzwerk aus, welches in weiteren Schritten der Entwicklung in Arterien, Venen und Kapillaren
organisiert wird. Angiogenese beschreibt den Mechanismus des sprossenden Auswachsens
(Sprouting) von neuen GefdBlen aus bestehenden Gefdllen. Arteriogenese definiert im adulten
Organismus das konzentrische Wachstum schon bestehender Gefdle als Anpassung an einen

groBeren Blutfluss, z.B. im Falle des Kollateralwachstums bei lokalen GefaBverschliissen'.

3.2 Vaskulogenese im Embryo, die Rolle von Endothelzellen

und endothelialen Progenitorzellen

Bei der Vaskulogenese in der Embryonalentwicklung spielen endotheliale Progenitorzellen eine
entscheidende Rolle. Sie differenzieren sich zu Endothelzellen, die zunéchst ein primitives
GefiaBlabyrinth bilden. Im Embryo differenzieren sich Endothelzellen aus dem pluripotenten
Angioblasten. Im erwachsenen Knochenmark differenzieren sie sich aus zahlreichen
differenzierteren Vorlduferzellen (endotheliale Progenitorzelle, Mesangioblast, erwachsene
Progenitorzelle sowie Seitenpopulationen)®.

Einige Anzeichen sprechen dafiir, dass Endothelzellen mit den Blutzellen einen gemeinsamen
Ursprung im Himangioblasten teilen’. Sie zeichnen sich durch gemeinsame Zellmarker,
gemeinsame Signale und einen nicht unerheblichen Einfluss auf einander aus. Lange Zeit war die
Wissenschaft der Meinung, Gefdf3bildung aus endothelialen Progenitorzellen sei nur im Embryo
vorhanden, wéhrend der entscheidende Mechanismus im Erwachsenen der des Aussprossens aus
reifen Blutgefdlen sei. Neuere Untersuchungen belegen aber ganz klar, das endotheliale
Progenitorzellen sowohl im Embryo, als auch im ischdmischen oder bosartig bzw. entziindlich

veranderten Organismus ebenfalls eine Rolle spielen.



3.3 Differenzierung der Endothelzellen

3.3.1 Arterio-venose Differenzierung

Ein entscheidender Schritt nach der Differenzierung der endothelialen Progenitorzellen zu
Endothelzellen ist die weitere Organisation und Spezifizierung des primordialen GefaBBsystems
und seine Polarisierung hinsichtlich Zu- und Abfluss des Blutes. Hierbei spielt das Ephrin-/ Eph-
Rezeptor-System eine zentrale Rolle. EphrinB2 wird von arteriellen Endothelzellen und
Glattmuskelzellen gebildet, wihrend EphB4, ein Rezeptor fiir EphrinB2, ausschlielich in Venen
exprimiert wird. Damit ist das Ephrin-/Eph-Rezeptor-System entscheidend fiir die arterio-vendse
Differenzierung®®. Diese Identifikation hat auch die lange vorherrschende Meinung widerlegt,
Kapillaren seien hinsichtlich einer arteriellen oder vendsen Differenzierung ,neutral”. Die
Expression von EphrinB2 endet genau in der Mitte der Strecke zwischen Arteriole und
postkapildrer Venole, was dafiir spricht, dass selbst Kapillarabschnitte hinsichtlich arterio-venoser
Differenzierung heterogener Natur sind'.

Arterien und Venen unterscheiden sich wahrscheinlich nicht nur hinsichtlich ihres Wandaufbaus
und des Druckes, dem sie ausgesetzt sind, vielmehr stellen die sie auskleidenden Endothelzellen
und die sie umgebenden glatten Muskelzellen eigene Zellpopulationen dar. Belegt sind
beispielsweise Unterschiede hinsichtlich der geweblichen Herkunft von glatten Muskelzellen
unterschiedlicher Gefdfareale: Die glatten Muskelzellen, die die groBen thorakalen Geféle
umgeben, entstammen dem Neuroektoderm, wéhrend die glatte Muskulatur der Koronararterien
beispielsweise epicardialer Herkunft und andere GefdBmuskulatur mesenchymalen Ursprungs

ist’.

3.3.2 Organspezifische Differenzierung

Die Population der Endothelzellen ist heterogen. Die Unterschiede kdnnen organspezifisch,
gefaBgroBenspezifisch oder altersspezifisch hervortreten. Diese Vielfalt macht Sinn, da sie die
Grundlage fiir die Kommunikation der Endothelzelle mit dem sie umgebenden Organgewebe
darstellt und Blutgefile verschiedener Organe sehr unterschiedliche Aufgaben zu erfiillen
haben'’. Die Unterschiede sind teils morphologischer Natur. Endothelzellen kénnen je nach
Aufgabe im Gefidl} fenestriert, kontinuierlich oder diskontinuierlich angeordnet sein, ihre Grofe
variiert erheblich. Hinsichtlich der Auspridgung von interendothelialen Adhasionsmolekiilen, des
Vorhandenseins oder Fehlens von Membranen an den Fenestrationen oder der Zusammensetzung
der GefiaBwand hat die Aussage bestand, dass es fast so viele Variationen wie Organe oder

Gewebe gibt''.
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Noch weiter ist das Spektrum der Variationen, wenn man nicht die morphologischen, sondern die
funktionellen Unterschiede sucht. Endothelzellen spielen wichtige Rollen bei Vorgingen wie
Vasokonstriktion und Vasodilatation, Blutgerinnung und Fibrinolyse, Leukozytenchemotaxis und
—Diapedese, Entziindung und Wundheilung, Atherogenese und Lipoproteinkatabolismus sowie
bei der Antigenprisentation im Immunsystem'2. Diese funktionelle Vielfalt spiegelt sich in einer
Vielfalt organspezifischer Antigene von Endothelzellen wider'”. Neuere Untersuchungen mittels
in vivo Phagendarstellung haben zur Identifizierung dieser Oberflichenmolekiile gefiihrt'*"”,
Bezogen auf die organspezifischen Funktionen erstreckt sich das Spektrum vom Aufbau einer
dichten Barriere zwischen Blutgefdf3system und Organ (Blut-Hirn-Schranke) bis hin zur Bildung
von hochgradig fenestrierten Sinusoiden in der Leber, deren Aufgabe ein groBtmdglicher
Austausch von Metaboliten und Giftstoffen zwischen Kupferschen Sternzellen, den
Portalvenenisten und den Hepatozyten ist'®!".

Aktuelle Untersuchungen beschéftigen sich mit der Frage, wie es dazu kommt, dass eine aus einer
pluripotenten Progenitorzelle entstandene Endothelzelle organspezifische Eigenschaften erhilt.
Ein wichtiger Schliisselbegriff hier ist sicherlich der des Microenvironments, also der Lokalen
Voraussetzungen hinsichtlich  Matrixproteinen, Wachstumsfaktoren und interzelluldrer
Kommunikation. Belegt wird die These der interzelluliren Kommunikation vor allem durch
heterotope Transplantationsversuche. Werden beispielsweise zerebrale Blutgefille in periphere
Gewebe transplantiert, reduzieren sie die Zahl ihrer tight-junctions, 6ffnen also die interzelluldren
Kontakte, wihrend Gefidlle aus peripheren Geweben, implantiert ins Gehirn, fiir zerebrale Gefalle
charakteristische tight-junctions im Sinne einer Blut-Hirn-Schranke entwickeln'®. Analoge
Ergebnisse fanden sich bei Versuchen, in denen Herzgewebe ins Ohr transplantiert wurde. Die
einsprossenden Gefdlie bildeten Von-Willebrand-Faktor, welcher normalerweise von aurikuldren
GefédBen nicht exprimiert wird".

Eine andere interessante Entdeckung hinsichtlich endothelialer Differenzierungsmechanismen ist
die Entdeckung eines Wachstumsfaktors, der ausschlieflich von endokrinen Driisen gebildet
wird. Das VEGF der endokrinen Driisen (EG-VEGF) ist funktionell dhnlich, aber strukturell
unterschiedlich zum VEGF-A und agiert wahrscheinlich iiber unterschiedliche Rezeptoren. Es
wird ausschlieBlich von steroidalen Driisen gebildet, wirkt mitogen, motogen und morphogen auf
Endothelzellen aus dem adrenalen Kortex und hat bislang keinen Einfluss auf aortale
Endothelzellen gezeigt®.

Aus dieser Entdeckung heraus erwidchst die Frage, welche weiteren, organspezifischen

angiogenen Molekiile noch existieren und ob deren medikamentdse Manipulation ein mdglicher

Weg zur zum Beispiel organspezifischen Tumortherapie sein kann.
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Eine weitere Frage ist, inwieweit Endothelzellen mit dem sie umgebenden Gewebe aktiv
kommunizieren. Ihre Rolle als Signalempfénger konnte anhand einiger Beispiele belegt werden.
Doch wie sieht es hinsichtlich endothelialer Signale an das sie umgebende Gewebe aus?
Endothelzellen =~ kommunizieren iiber die Produktion zahlreicher —humoraler und
Wachstumsfaktoren, Zytokinen und durch die Expression von Oberflichenmolekiilen mit den sie
umgebenden Zellen”. So fiihrt die Unterbrechung des VEGF-Signalweges in der Niere zur
Verkleinerung der glomeruldren Knéule und Reduktion der Anzahl der Nephrone, wihrend eine
Induktion der Expression von VEGF im Mesenchym der Lunge zur Gréenzunahme zentraler
Gefdlle bei Reduktion terminaler Knospen und Storung der Differenzierung von Typ-I-

22-24

Alveolarmakrophagen fiihrt™™". Diese Beispiele deuten auf reziproke endotheliale Signale hin,

schlieBen aber keinesfalls indirekte Effekte durch die Verdnderung von Perfusion und Nutrition

aUSIO.

3.4 Die Rolle der interendothelialen Zell-Zell-Kontakte

Endothelzellen erscheinen sehr lang, diinn und vulnerabel. Dennoch sind sie die entscheidenden
Bausteine der Gefdl3e, sorgen sie doch fiir ausreichenden Bluttransport im ganzen Korper. Sie
haben Lebenszeiten von mehreren Jahren und konnen bei entsprechendem Reiz schnell und
koordiniert aussprossen oder Defekte regenerieren. Diese Fahigkeiten beruhen auf
Kommunikation untereinander und mit den Zellen innerhalb und aufBlerhalb der Gefdle.
Endothelzellen nehmen Unterschiede von Blutfluss und —druck war und interagieren mit der sie
umgebenden GefaBBwand, also glatten Muskelzellen, Perizyten und der extrazelluliren Matrix
(ECM). Die interzelluldren Kontakte der Endothelzellen iiber Cadherine, adherens-junctions und
Claudine, sowie Occludin und Jam-I in tight-junctions sorgen fiir mechanische Belastbarkeit und
bilden eine Permeabilititsbarriere. Beim Aussprossen von Endothelzellen miissen alle diese
Verbindungen gelost und nach Bildung des Sprosses wieder aufgebaut werden. Es hat sich
herausgestellt, dass die Unterbindung der Reorganisation dieser Zell-Zell-Kontakte die
tumorinduzierte Angiogenese unterbinden kann. Dabei konnte insbesondere gezeigt werden, das
VEGF und Angiopoietin-2 einen destabilisierenden, Angiopoietin-1 einen stabilisierenden Effekt
auf diese Zell-Zell-Kontakte hat. Aus dieser Erkenntnis ergeben sich die therapeutischen
Potentiale der angiostatischen, sowie der angiogenen Therapie von Krankheiten wie Sepsis,
Entziindung, Schlaganfall oder Tumorkrankheiten”. Neben TGF-B exprimieren glatte
Muskelzellen Angiopoietin-1 (Ang-1), welches als Inhibitor der Angiogenese und als Stabilisator
eines ruhenden, stabilen GefdBles agiert. Seine Wirkung entfaltet Ang-1 {iber die
Rezeptortyrosinkinase Tie-2. Unterbrechung des Ang-1-Tie-2-Systems fithrt im Embryo zu
letalen GefiBdefekten mit gestorter Rekrutierung von glatten Muskelzellen®**®. Das Ang-1-Tie-2-
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System wird als wesentlicher Kommunikationsweg zwischen Endothelzelle und
Perizyt/Glattmuskelzelle angesehen. Neben Ang-1 bindet an Tie-2 Angiopoietin-2 (Ang-2) und
wirkt dort kompetitiv antagonistisch zu Ang-1. Ang-2 spielt eine wesentliche Rolle bei
pathologischen Angiogenesevorgingen. Wihrend Ang-1 im Wesentlichen von glatten
Muskelzellen gebildet wird und parakrin auf Endothelzellen wirkt, wird Ang-2 hauptséchlich von
Endothelzellen, aber auch von Perizyten und mesenchymalen Zellen gebildet. Im Sinne einer
autokrinen Aktivierung inhibiert es die Gefdfstabilisierende Wirkung von Ang-1 und wirkt
angiogen auf Endothelzellen. Beschrieben sind allerdings auch konzentrations- und
einwirkdauerabhéngige agonistische Effekte zu Ang-1 auf mesenchymale Zellen®. In 2003 wurde
gezeigt, dass murale Vorlduferzellen Tie-2 exprimieren, was zuvor als den Endothelzellen
vorbehalten geglaubt wurde®®. Diese Fihigkeit scheinen die muralen Zellen im Laufe Ihrer
Reifung zu verlieren, da reife Perizyten und Glattmuskelzellen keine Expression des Tie-2-

Rezeptors mehr zeigen.

3.5 Rolle der extrazelluliaren Matrix

Einen ebenfalls entscheidenden Einfluss auf die Angiogenese hat die extrazellulire Matrix
(ECM), in der zum einen sekretorische Substanzen der Nachbarzellen auf die Endothelzelle
wirken, die zum anderen durch die Endothelzelle selbst durch Sekretion angiogener Substanzen
beeinflusst wird. Beispielsweise ergibt sich eine molekulare Erkldrung fiir die anatomische
Tatsache, dass Nerven und Arterien regelméBig beieinander laufen darin, dass periphere Nerven
die Proliferation von Endothelzellen und die arterielle Differenzierung der gebildeten Gefil3e
dadurch positiv beeinflussen, dass sie unter anderem VEGF in die sie umgebende extrazellulére
Matrix abgeben®".

In fast jedem Organ haben Blutgefdfle eine spezielle Aufgabe, fiir welche die sie auskleidenden
Endothelzellen mit bestimmten Eigenschaften ausgestattet sind. Die unterschiedliche
Endothelfunktion wird aber nur zum Teil direkt durch Eigenschaften der Endothelzellen
determiniert. Vielmehr ergeben sich in den einzelnen Organen erhebliche Unterschiede
hinsichtlich der vorhandenen Konzentrationen an elementaren Angiogenesefaktoren wie VEGF
oder Angiopoietin-1 (Ang-1). Dazu kommt, dass in den einzelnen Organen spezifische
Substanzen mit Wirkung auf die dort ansissigen Endothelzellen gebildet werden®”.

Zur Ausbildung eines Endothelsprosses aus einem ruhenden Gefdl} ist nicht nur die Losung von
interzelluldren Kontakten der Endothelzellen notwendig, vielmehr hat auch die extrazelluldre
Matrix einen regulierenden Einfluss auf die Bildung dieser Gefil3sprossen. Im ruhenden Gefal3

umgibt das Endothel eine Basalmembran aus Kollagen IV, Laminin und anderen Komponenten,
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die ebenfalls die muralen Zellen einhiillt. Zwischen den muralen Zellen bedingt eine interstitielle
Matrix aus Kollagen I und Elastin eine gewisse Elastizitit und Stabilitit. Um das Aussprossen zu
ermOglichen, muss diese ECM proteolytisch gespalten werden. Das Resultat ist eine neue
Zusammensetzung der ECM nach dem Aussprossen von Endothelzellen. Sie enthélt
normalerweise in der Struktur des Kollagens versteckte Epitope des Kollagen IV, monomeres
Kollagen und andere Substanzen, die wiederum die Migration von glatten Muskelzellen und
Endothelzellen induzieren®”.

So hat die proteolytische Zersetzung der ECM einen angiogenen Effekt. Dieser wird dadurch
verstirkt, dass die Proteinasen in der ECM gebundene Angiogenese-Aktivatoren wie den
basischen Fibroblastenwachstumsfaktor (bFGF), VEGF oder den transformierenden
Wachstumsfaktor B (TGF-p) freisetzen.

Da durch die Proteinasen aber auch matrixgebundene Angiogeneseinhibitoren (TSP-1, Canstatin,
Tumstatin, Endostatin, Plattchenfaktor-4) freigesetzt werden, erklirt sich der stark kontext- und

konzentrationsabhingige Effekt der Proteinasen auf die Angiogenese'.

3.6 Stabilisierung der Endothelsprossen

Ebenso wichtig fiir die Angiogenese wie das endotheliale Aussprossen ist die folgende
Stabilisierung der Sprossen durch Perizyten und Glattmuskelzellen mit der resultierenden
Regulation von Proliferation, Blutfluss und Permeabilitdt. Hier haben der plidttchenhergeleitete
Wachstumsfaktor (PDGF)-B und sein Rezeptor PDGFR-B entscheidenden Einfluss auf die
Rekrutierung  muraler  Zellen”. Eine fehlende oder fehlerhafte Stabilisierung der
Endothelschlduche aufgrund Fehlens von PDGF-p fiihrt bei Embryos zur Erweiterung der Gefille,
zu Blutungen und Hypoxie™*. Es ist mittlerweile unbestritten, dass der Zell-Zell-Kontakt zwischen
Endothelzelle und Pericyt oder glatter Muskelzelle im Sinne einer Interaktion zu verstehen ist.
Gut belegt ist der Einfluss von endothelial gebildetem TGF-f3 auf Wachstum und Differenzierung
von sie umgebenden Perizyten oder glatten Muskelzellen®. Ebenso konnte in umgekehrter
Richtung ein Effekt hinsichtlich dem Endothelzelliiberleben fiir pericytir gebildetes VEGF

nachgewiesen werden, welches klinisch z.B. bei der Neugeborenenretinopathie eine Rolle spielt™.

3.7 Hypoxie als Angiogenesestimulus, die Hypoxie-
induzierbaren Faktoren (HIF)

Im entstehenden Gefaf3bett ist neben der Stabilisierung und Polarisierung die Expansion die dritte

groBe Entwicklungsachse. Hierbei ist Hypoxie der entscheidende Stimulus. Wihrend in frithen
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Entwicklungsstadien alle Zellen noch durch Diffusion ausreichend oxigeniert werden kdnnen,
wird mit zunehmender GroBle des Embryos die Perfusion notwendig. Der zentrale Faktor der
Auslosung und Steuerung von Angiogenese durch Hypoxie ist der Transkriptionsfaktor Hypoxie-
induzierbarer-Faktor (HIF-1)*’.

Bereits vor mehr als 80 Jahren haben Wissenschaftler sich mit dem Zusammenhang von
muskulirer Aktivitit und der Kapillardichte im Muskel beschiftigt’®. Diese Ergebnisse wurden
durch Arbeiten unterstiitzt, in denen aktiv Einfluss auf die metabolische Aktivitiat der Muskulatur

genommen wurde und der Effekt auf die Kapillardichte gemessen wurde™*.

Ein Krankheitsbild, bei dem zum einen der Zusammenhang zwischen Kapillardichte und
Sauerstoffversorgung, zum anderen der wichtige Stabilisierungseffekt muraler Zellen auf primére
Gefallsprossen deutlich wird, ist die beatmungsassoziierte Blindheit bei unreifen Neugeborenen
oder Frithgeborenen-Retinopathie. Hier kommt es nach Absetzen einer Beatmung mit hohen
Sauerstoffpartialdriicken reaktiv zu einer pathologischen Angiogenese mit retrolentikuldrer
Fibroplasie und konsekutiver Blindheit oder erheblicher Sehstorung®'.

Der Hintergrund dieser Erkrankung ist ein Zwei-Phasen-Prozess, der im Zeitfenster zwischen
Gefdllentstehung und Reifung der GefdBvorldufer ablduft, also dem Zeitraum, in dem
unstabilisierte Endothelsprossen die Retina mit Sauerstoff versorgen.

Je nach dem, wann die Friithgeburtlichkeit die physiologischen Abldufe stort, resultiert ein
unterschiedlicher Grad der Sehstorung. Physiologischerweise wandern Blutgefile von der
optischen Scheibe zur ora serrata ca. ab der 16. Schwangerschaftswoche™. Die Vaskulogenese in
der Retina erstreckt sich im Folgenden von der nasalen ora serrata (36. Woche) bis zur
Temporalen ora serrata (39.-1. Woche). Die Unterbrechung dieser Vorgénge hat je nach Zeitpunkt
der Friihgeburtlichkeit Folgen unterschiedlichen AusmaBes®.

In der ersten Phase der Erkrankung kommt es zu einer hyperoxischen Vasoobliteration der
entstehenden Gefif3e, die durch Sauerstoffpartialdriicke ausgeldst sind, die hoher als in-utero sind.
Dieser in seinem Ausmal} iiberméfige Untergang von Blutgefidlen resultiert in einer retinalen
Hypoxie mit Aktivierung angiogener Signale (VEGF, bFGF, TGF-a, TNF-a), wobei der
Aktivierung von VEGF sicherlich eine Hauptrolle zukommt. Durch diese Aktivierung wird die
zweite, die proliferative Phase der Erkrankung ausgelést44.

Grundlage dieses Phidnomens ist die Anpassung der Vaskularisierung an den Sauerstoffbedarf und

die erh6hte Abhingigkeit nicht stabilisierter GefaBvorlaufer von angiogenen Signalen.

Weitere Beispiele fiir hypoxie-induzierte Angiogenese finden sich in der Tumorentstehung, auch

wenn die Hypoxie hier sicherlich nicht den einzigen Stimulus darstellt. Trotzdem zeigten auch
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hier friihe Arbeiten, dass sich in zahlreichen Tumoren eine schwere Hypoxie entwickelt, und dass
zahlreiche angiogene Faktoren gebildet und sezerniert werden® .

Ebenso belegen Untersuchungen auf dem Gebiet der Wundheilung, dass der Schaden im
Kapillarbett bei Wunden eine Gewebshypoxie zur Folge hat, die zum Anstol von
Wundheilungsmechanismen fiihrt. Eine Beeinflussung des Sauerstoffdrucks im Wundbett fiihrt
zur Beeinflussung der Wundheilung47. In spéteren Untersuchungen lieB sich dieser Mechanismus
auch auf die Kultur von medulliren Makrophagen in Hypoxie iibertragen, die unter anderem
durch die Bildung angiogener Faktoren mafBgeblich an der Wundheilung beteiligt sind*®.

Die frithen Untersuchungen zum Zusammenhang zwischen Hypoxie und Angiogenese lieen
zunéchst offen, ob der Sauerstoff selbst oder der Einfluss der Hypoxie auf den Metabolismus und
damit beispielsweise die Anhdufung anaerober Stoffwechselprodukte der Trigger der
Angiogenese war" . Die Tatsache, dass die hormonelle Antwort auf Hypoxie, wie sie bei der
Regulation der Sauerstofftransportkapazitit tiber das Hormon Erythropoietin zu finden ist, einen
auBerordentlich dynamischen Charakter mit einem hundertfachen Anstieg innerhalb von Stunden
nach hypoxischer Stimulation hat, spricht flir einen sehr reagiblen, dynamischen Prozess der
Sauerstoffmessung in den Zellen™. Die weitere Untersuchung der Freisetzung von Erythropoietin
als Hypoxiereaktion brachte eine Reihe interessanter Ergebnisse. So konnte sie nicht durch
Inhibitoren der mitochondrialen Atmungskette, wohl aber durch Ionen der Ubergangsmetalle wie
Kobalt induziert werden®'~.

Die weitere Erforschung dieses Komplexes machte das Vorhandensein eines allgemeinen
Sauerstoffsensors, der die nachfolgenden Reaktionen triggert, wahrscheinlich. Dieser
gemeinsame Prozess wurde als transkriptionaler Komplex HIF-1 identifiziert und stellt die
gemeinsame Kontrolle der transkriptionalen Regulation sowohl des Erythropoietins als auch der
Schliisselsubstanzen der Angiogenese dar. Das Ergebnis der Arbeiten zu diesem Komplex war,

dass die Sauerstoffspannung selbst den Ausldser fiir die hypoxiebedingten Reaktionen darstellt,

vermittelt und reguliert iiber HIF-172",

3.7.1 Struktur, Funktion und Regulation von HIF

Der DNA-bindende Transkriptionsfaktor HIF-1, ist ein oaf}-Heterodimer, welches u.a. die
hypoxievermittelte Aktivitit des Erythropoietin3'-Verstirkers vermittelt’’®. Generell gilt das
HIF-System als Schliisselregulator zahlreicher sauerstoffabhingiger Prozesse. Dazu zéhlen neben
der Angiogenese zahlreiche zellulire und systemische Antworten auf Hypoxie™ .

Die beiden Untereinheiten von HIF-1, HIF-la und HIF-1f existieren in einer Serie von
Isoformen, die an verschiedenen Genorten codiert werden. HIF-1p-Untereinheiten sind regulére

nukledre Proteine, wahrend HIF-o-Untereinheiten hypoxieinduzierbar sind. Unter den drei HIF-
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a-Isoformen erscheinen HIF-la und HIF-2a eng verwandt und sind beide in der Lage, mit
Hypoxie-Responsiven-Elementen (HRE) in Genpromotoren zu interagieren®"®>. HIF-3a. dagegen
scheint in die negative Regulation der Hypoxieantwort involviert zu sein. Dies geschieht
wahrscheinlich iiber ein alternatives Splicingprodukt, welches als inhibitorisches PAS-Démanen-
Protein bezeichnet wird®. Die Regulation der Aktivitit der HIF-a-Untereinheiten geschicht in
einem mehrschrittigen Prozess, in dem sich Verdnderungen hinsichtlich Aktivitit, Abbau,
mRNA-Splicing und subzellulirer Lokalisation vereinen®. Neuere Untersuchungen konnten eine
unerwartet direkte Regulation der Aktivitdt von HIF-a Untereinheiten durch Sauerstoff zeigen.
Die Aktivitdt der HIF-o-Untereinheiten wird durch eine Reihe von eisenabhéngigen, nicht-Him-
Oxigenasen durch spezifische, sauerstoffabhingige Hydroxylierung reguliert. Die Abhédngigkeit
der Hydroxylierung von Sauerstoft stellt hierbei den eigentlichen Angriffsort fiir Sauerstoff in die

Regulation von HIF-1 dar®"?

. In den Oxigenasen ist Fe(Il) im katalytischen Zentrum lose
gebunden, was zur leichten Austauschbarkeit durch andere Ionen, z.B. Kobalt fiihrt. Dieser
Austausch erklért die oben erwédhnte Induzierbarkeit der Hypoxieantwort durch Kobaltionen. Der
durch die Hydroxylasen vermittelte Abbau von HIF kann nach Einbau von Kobalt in das aktive
Zentrum der Oxigenasen nicht stattfinden, die Akkumulation von HIF fiihrt zur hypoxischen
Reaktion.

Die sauerstoffabhidngige Hydroxylierung von zwei Prolinresten (Pro402 und Pro564 in humanem
HIF-1a) vermittelt die Interaktion mit dem Von-Hippel-Lindau E3-Ubiquitin-Ligasekomplex
(VHL), der HIF-1o. fiir den proteasomalen Abbau freigibt®®’*"?. Der extrem ziigige Abbau von
HIF-1a in oxigenierten Zellen lédsst sich unter anderem dadurch erkldren, dass jeder der beiden
Prolinreste unabhéngig mit VHL E3 interagieren kann, was zur extrem schnellen Proteolyse von
HIF-1o fiihren kann®.

Ein weiterer Angriffspunkt fiir die Regulation der Aktivitit von HIF-lo. neben dessen
proteolytischer Zerstorung ist die Inhibierung der transkriptionalen Aktivitdt von HIF-1a.

Hier fiihrt die B-Hydroxylierung eines Asparaginrestes an der C-terminalen Aktivierungsdoméne
von HIF-a (Asn803), katalysiert durch eine HIF-Asparaginylhydroxylase (FIH, HIF-
inhibierender Faktor), zur Blockierung der C-terminalen Aktivierungdoméne. Damit wird die flir
die transkriptionale Aktivierung entscheidende Interaktion mit dem Koaktivator P300
inhibiert*"",

Als Beispiel flir den Effekt von HIF sei dessen Einfluss auf Bildung, Abbau und Funktion von
VEGF genannt. Die Transkription von VEGF wird bei Hypoxie durch HIF heraufreguliert’>™.
Die Stabilitdt der VEGF mRNA wird durch die Bindung von Proteinen an spezifische Sequenzen

im 3'UTR beeinflusst’®. Des Weiteren wird die Wirkung von VEGF durch die
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hypoxieinduzierbare Expression des VEGF-Rezeptors Flt-1, und die post-transkriptionale

Regulation des KDR-Rezeptors reguliert’’°.
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3.8 In dieser Arbeit verwendete Wachstumsfaktoren und deren

Rolle bei der Angiogenese

3.8.1 Der vaskulire endotheliale Wachstumsfaktor VEGF

3.8.1.1 Die biologische Wirkung von VEGF

Der ,vascular endothelial growth factor (VEGF) ist eine Schliisselsubstanz sowohl der
physiologischen, als auch der pathologischen Angiogenese’””"". Die biologischen Effekte konnen
iiber mehrere Rezeptortyrosinkinasen (RTK) vermittelt werden, von denen die VEGF-Rezeptoren
(VEGFR) VEGFR-1 und VEGFR-2 zentrale Rollen bei der Angiogenese einnehmen. Die
Inhibition des VEGF-Effekts ist Gegenstand vieler Untersuchungen zur angiostatischen Therapie
unter anderem maligner Erkrankungen.

Die Abkiirzung VEGF wird in der vorliegenden Arbeit synonym zu VEGF-A benutzt. Das
VEGF-Homolog VEGF-A gehort zu einer Familie von Substanzen, zu der neben ,,placental
growth factor” (PLGF) die VEGF-Homologe VEGF-B, VEGF-C und VEGF-D und VEGF-E
gehoren. VEGF-A kommt dabei die Rolle der Schliisselsubstanz beim Wachstum von
Blutgefien zu, VEGF-C und VEGF-D regulieren {iberwiegend die lymphatische
Angiogenese’**.

VEGEF ist ein zentraler Wachstums- und Uberlebensfaktor fiir Endothelzellen, was in zahlreichen
in-vivo- und in-vitro-Experimenten gezeigt werden konnte® . In-vitro wurde gezeigt, dass VEGF
Endothelzellen vor Apoptose schiitzen kann. Diese Féhigkeit wird hauptsidchlich iiber den
Phosphatidylinositol (PI)-3 Kinase Signalweg vermittelt. Des weiteren induziert VEGF die
Bildung des antiapoptotischen Faktors Bcl-2 und Al in endothelialen Zellen® ™. In vivo sind die
Effekte von VEGF als Uberlebensfaktor entwicklungsabhingig. In neugeborenen Miusen konnte
gezeigt werden, dass VEGF-Inhibition zu erheblichen apoptosebedingten Verdnderungen im
GefiBsystem fiihrte, wihrend sich dieser Effekt in erwachsenen Mausen nicht zeigte®.

Ein weiteres Beispiel fiir die VEGF-Abhingigkeit von Endothelzellen hat sich bei frisch
entwickelten, aber noch nicht stabilisierten Gefdllen in Tumoren gezeigt. Die Ausbildung von
Zell-Zell-Kontakten zu Perizyten und die dadurch entstehende Stabilisierung des primitiven
Endothelschlauches scheint das Schliisselereigniss zu sein, welches die Endothelzellen in ihrem
Uberleben unabhingig von VEGF macht®™,

Wenngleich die Endothelzellen ein zentrales Ziel von VEGF sind, so sind sie nicht die einzigen

Zellen, auf die VEGF einen Effekt hat. Aktuelle Ergebnisse zeigen, dass VEGF beispielsweise die

Surfactantproduktion in alveoldren Typ-II-Zellen stimuliert™.
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Ebenfalls Zielgruppe des VEGF sind die knochenmarksorigindren Zellen. VEGF fordert
beispielsweise die Chemotaxis von Monocyten® und induziert die Bildung von Kolonien durch
reife granulozytir-makrophagoide Progenitorzellen®’.

Neben diesen Effekten, die hinsichtlich des Effektes auf hdmatopoietische Stammzellen weit
reichender sind, als es hier ausgefiihrt werden kann, hat VEGF auch einen erheblichen Einfluss
auf die Gefdfpermeabilitit. Es ist in der Lage, die Permeabilitdit von Gefdlen bis hin zur

Undichtigkeit zu erhohen®*™.

3.8.1.2 Isoformen des VEGF

Das menschliche VEGF-A-Gen besteht aus acht Exons, die von sieben Introns getrennt

90,91
werden”

. Alternatives Splicing fiihrt zur Translation von vier verschiedenen VEGF-A
Isoformen (VEGF,,;, VEGF 65, VEGF 39, VEGF 506), die jeweils entsprechend ihres Suffix aus
121, 165, 189 und 206 Aminosduren bestehen. Die hidufigste Splicevariante ist das VEGFgs,
welchem das Exon 6 fehlt. Dem VEGF;,; fehlen die Exons 6 und 7. Es gibt Berichte iiber
seltenere Splicevarianten, wie ein VEGF 45 oder VEGFg;°.

Natives VEGF ist ein heparinbindendes, homodimeres Glycoprotein mit einem Molekiilgewicht
von 45kDa”. Die Eigenschaften von nativem VEGF entsprechen weitgehend denen von
VEGF ¢s; hinsichtlich Heparinaffinitdt und Loslichkeit in der Extrazelluliren Matrix und nimmt
es eine Mittelstellung innerhalb der Isoformen ein”. Die kurze Isoform hat keine
Heparinbindingsdomine und ist frei diffusibel, wohingegen mit steigender MolekiilgroBe die
Heparinbindung zunimmt, so dass die langen Formen an die extrazellulire Matrix fixiert
vorliegen und kaum diffundieren. Dieses ist wichtig fiir den Aufbau und die Fixierung von
Gewebegradienten von VEGF.

Den beiden Isoformen, VEGF;;; und VEGF;¢s wird die Hauptrolle bei Angiogenese und
Proliferation von Endothelzellen zugesprochen, wobei VEGF,; ausschlieBlich an VEGFR-2
bindet™.
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3.8.1.3 Regulation der VEGF-Genexpression

Entscheidender Faktor fiir die Regulation der Expression des VEGF-Gens ist die
Sauerstoffspannung. Die Expression von VEGF-Messenger-RNA (VEGF-mRNA) ist durch
niedrige Sauerstoffspannung unter diversen pathophysiologischen Umstinden induzierbar™. Gut
belegt ist, dass HIF-1 ein Schliisselfaktor bei der Genregulation durch Hypoxie ist’".

Die Expression von VEGF-mRNA wird durch zahlreiche Wachstumsfaktoren erhoht. Dazu
zahlen der epidermale Wachstumsfaktor (EGF), TGF-a und TGF-, der Keratinozyten-
Wachstumsfaktor (KGF), der Fibroblasten-Wachstumsfaktor (FGF) und pléttchenhergeleitete
Wachstumsfaktor (PDGF). Die Vorstellung dabei ist, dass die parakrine oder autokrine
Freisetzung dieser Substanzen synergistisch mit einer lokalen Hypoxie hinsichtlich der
Freisetzung von VEGF in die Zellumgebung wirkt”"%%,

Des Weiteren wird die Produktion von VEGF von verschiedenen Zellen (beispielsweise synoviale
Fibroblasten) durch zahlreiche inflammatorische Mediatoren induziert. Dazu zdhlen Interleukin-
la (IL-1a) und Interleukin-6 (IL-6). Diese Beobachtung unterstiitzt die Rolle des VEGF als
Mediator der inflammatorischen Angiogenese und Permeabilititserhohung’.

Einen weiteren wichtigen Einflussfaktor auf die Produktion von VEGF stellen onkogene
Mutationen dar. Die onkogene Mutation oder Amplifikation von Ras fithrt zur vermehrten
Expression von VEGF”®” und stellt somit einen wichtigen, wenngleich auch nicht autonomen

Faktor fiir progressives Tumorwachstum in vivo dar.

3.8.1.4 Die VEGF-Rezeptoren

3.8.1.4.1 VEGFR-1

Die Identifizierung VEGF-bindender Regionen geschah initial in vivo wie in vitro an der
Zelloberfliche von vaskuldren Endothelzellen'”. Spiter stellte sich heraus, dass diese Rezeptoren
auch auf der Oberfliche von aus dem Knochenmark stammenden Zellen zu finden sind”.

Wie weiter oben bereits kurz erwdhnt wurde, wird die Wirkung von VEGF an Endothelzellen
tiber die zwei Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTK) VEGFR-1 (Flt-1) und VEGFR-2 (KDR im
humanen System, Flk-1 im murinen System) vermittelt. Im Folgenden sollen die Abléufe an
diesen Rezeptoren genauer betrachtet werden. Beide Rezeptoren haben sieben
immunglobulinartige Doménen im extrazelluldren Anteil, eine singuldre transmembranire Region
und eine intrazellulire Tyrosinkinasensequenz, die durch eine ,kinase-insert-domain®

unterbrochen wird'*"*1%2,
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VEGFR-3, ebenfalls eine Rezeptortyrosinkinase, gehort zur selben Rezeptorfamilie, ist jedoch
kein Rezeptor fiir VEGF-A. Es bindet vielmehr VEGF-C und VEGF-D und ist auf lymphatischen
Endothelzellen exprimiert”. Neben den RTK interagiert VEGF mit Neuropilin.

VEGFR-1 (Flt-1) wurde als erster VEGF-Rezeptor entdeckt. Obwohl seine Beschreibung schon
mehr als 10 Jahre zuriickliegt, ist seine genaue Funktion noch immer umstritten'”. Das mag daran
liegen, dass die Funktion und die Eigenschaften dieses Rezeptors eng mit dem
Entwicklungsstadium des Individuums und dem Zelltyp der den Rezeptor tragenden Zelle
verbunden sind (Endothelzelle vs. Knochenmarkzelle).

Die Expression von VEGFR-1 wird bei Hypoxie HIF-abhingig heraufreguliert’.

VEGFR-1 bindet neben VEGF auch PLGF und VEGF-B, VEGFR-2 bindet neben VEGF noch
VEGE-E, VEGF-C und VEGE-D'"'*!1% Dje Bindungsregion auf VEGFR-1 fiir VEGF liegt in
der zweiten immunglobulinartigen Domine'®. Als Antwort auf die Bindung von VEGF

103,107 'yon Park et al. wurde

unterlduft VEGFR-1 einer schwachen Tyrosin-Autophosphyrlierung
die These aufgestellt, VEGFR-1 sei kein Rezeptor von dem ein mitogenes Signal ausgehe.
Vielmehr beschrieb er VEGFR-1 als eine Art ,,Koder”, der regulierend auf die Bindung von
VEGF an VEGFR-2 wirkt'™. So ist auch die potenzierende Wirkung von PLGF auf den VEGF-
Effekt zumindest partiell zu erkliren. VEGF wird teilweise an der Bindung an VEGFR-1
gehindert und steht in groBerem Mafe fiir die Bindung an VEGFR-2 zu Verfligung. Diese
modellhafte Vorstellung deckt sich mit der in vivo beobachteten, synergistischen Wirkung von
VEGF und PLGF.

Es existiert eine l19sliche Form des VEGFR-1, der die VEGF Wirkung inhibieren kann und auf
den die Vorstellung einer , Kderfunktion® ebenfalls anwendbar ist'®.

Betrachtet man die Rolle des VEGFR-1 in der Vaskulogenese, so zeigt sich, dass VEGFR-1-
Knockout-Mause, zwischen dem 8. und 9. Lebenstag sterben. Endothelzellen entwickeln sich,
bilden aber keine vaskuldren Kanile. Daneben fillt eine exzessive Proliferation von Angioblasten
auf'®'"% " Diese Erkenntnisse lassen den Schluss zu, dass VEGFR-1 wihrend der
Embryonalentwicklung die VEGF-Effekte moduliert. Diese Einschitzung wird dadurch
bekriftigt, dass eine Mutation, die im Fehlen der Tyrosinkinase-Doméne bei erhaltenem VEGF-
Bindungsvermdgen des VEGFR-1 besteht, nicht zum Abort oder zu Defekten fiihrt'''. Allerdings
ist die durch VEGF induzierbare Migration von Monozyten, welche ausschlieflich Flt-1

e © o1 : 111,112
exprimieren, bei dieser Mutation aufgehoben.” .
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3.8.1.4.2 VEGFR-2

VEGFR-2 ist im humanen System synonym mit KDR (kinase insert domain region) und im
murinen System mit Flk-1 (fms-like kinase-1). VEGFR-2 spielt eine zentrale Rolle in
embryonaler Vaskulogenese, Angiogenese und Hamatopoese, was durch das vollige Fehlen von
Vaskulogenese und eine Fehlerhafte Ausbildung von Blutinseln und organisierten Blutgefd3en in
Flk-1-gendefizienten Mausen und Letalitdt am 8. bis 9. embryonalen Tag eindruckvoll bewiesen
wird'"’. Die mitogenen, angiogenen und permeabilititssteigerndern Effekte von VEGF werden
hauptsdchlich durch VEGFR-2 vermittelt. VEGFR-2 unterlduft, je nach Ligandenbindung, einer
Dimerisierung und ligandenabhingigen Phosphorylierung, was in einem mitogenen,
chemotaktischen und antiapoptotischen Signal resultiert'™*.

In der Endothelzelle wird durch VEGF die Phosphorylierung zahlreicher Proteine induziert''.
Dazu zdhlen Phospholipase C-y, PI-3 Kinase, Ras GTP-Kinase-aktivierendes Protein und die Src-
Familie' >''®. Endothelzellwachsum wird durch Aktivierung des Raf-Mek-Erk-Weges durch
VEGEF induziert. VEGFR-2-spezifisch, aber ungewohnlich ist, dass fiir die Aktivierung dieses
Weges nicht Ras, sondern Proteinkinase-C benétigt wird'"”.

VEGF-E, welches spezifisch VEGFR-2 bindet, entfaltet die volle mitogene, und
permeabilititssteigernde Wirkung von VEGF auf Endothelzellen, wahrend PLGF, das selektiv
VEGFR-1 bindet, beide Wirkungen komplett fehlen''’. VEGFR-2, nicht aber VEGFR-1 ist
notwendig, um die antiapoptische Wirkung von VEGF auf Umbilikalvenen-ECs zu vermitteln®.

Diese Wirkung wird iiber den PI-3-Kinase-Akt-Weg vermittelt*’.

3.8.1.4.3 Neuropilin

Bereits dltere Untersuchungen zeigten, das Endothelzellen und bestimmte Tumorzellen VEGF-
Bindungsstellen besitzen, die sich hinsichtlich Affinitit und Molekiilmasse von den beiden
bekannten Rezeptortyrosinkinasen unterscheiden. An diesen Rezeptoren bindet VEGFy; nicht,
was dafiir spricht, dass Basissequenzen, die von Exon 7 kodiert werden, fiir die Bindung an
diesem Rezeptor benétigt werden''®. Dieser Isoform-spezifische VEGF-Rezeptor wurde von

Soker et al. als Neuropilin-1 (NRP-1) identifiziert'".

Neuropilin-1 ist ein Rezeptor fir
Semaphorine, Proteine die eine wichtige Rolle bei der Organisation des neuronalen
Axonwachstums spielen. Dort, wo NRP-1 mit VEGFR-2 ko-exprimiert war, erhohte NRP-1 die
Bindung von VEGF 45 an VEGFR-2 und die VEGF¢s-vermittelte Chemotaxis. Die Vorstellung
dabei ist, dass NRP-1 VEGF¢s so présentiert, dass die VEGFR-2 vermittelte Signaltransduktion
effektiver ablaufen kann'".

So erklért die Existenz von NRP-1 zumindest teilweise die gegeniiber VEGF,; hohere mitogene
Potenz von VEGF,¢s5. Bisher gibt es keinen Beweis fiir eine Signalkaskade von NRP-1 nach
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Bindung von VEGF. Die Rolle von NRP-1 in der Embryonalentwicklung wurde durch NRP-1-
Kockout-Mause gezeigt, die zahlreiche Storungen in der Entwicklung des Gefdflsystems und

embryonalen Abort zeigten'*’.

3.8.1.5 VEGF in Physiologischer Angiogenese

Die zentrale Rolle von VEGF bei der embryonalen Vaskulogenese und Angiogenese wurde 1996
durch zwei Studien gezeigt. Die Deletion eines singuldren Allels des VEGF-Gens fiihrte zum
Abort der VEGF"/ "-Miuseembryos am 11 bis 12. Tag'*""'**. Die Inaktivierung des Gens fiir PLGF
bzw. VEGEF-B fiihrte zu keinen offensichtlichen Entwicklungsstorungen im Embryo'*'**,

Ebenso wie in der Embryonalphase, spielt VEGF auch in der Postnatalperiode eine essentielle
Rolle. Die Inhibition von VEGF bei Miusen fiihrte zu Wachstumsstop mit konsekutiver
Sterblichkeit, hauptsichlich wegen Nierenversagens'”. Der Einsatz von VEGEF-Antikérpern
fiihrte zu gestdrter glomerulirer Entwicklung®. Die Inhibition der VEGF-Rezeptortyrosinkinase
mittels eines niedermolekularen Inhibitors (SU5416) bei Ratten fiihrt zu gestortem
Lungenwachstum und Lungen-selektiver Endothelapoptose mit konsekutiver pulmonaler
Hypertonie .

Interessanterweise zeigte die postnatale Neutralisierung von VEGF bei Primaten, abgesehen von
gestortem Lingenwachstum und gestorter ovarieller Angiogenese, keine entscheidenden
Defekte.'”” Die Storung des Langenwachstums bei Primaten ldsst sich folgendermallen erkldren:
Die enchodrale Ossifikation ist der entscheidende Mechanismus beim Langenwachstum der
langen Rohrenknochen. Die Chondrozyten der Epiphysenfuge zeigen eine exzessive Produktion
von VEGF. An dem resultierenen VEGF-Gradienten entlang sprossen metaphysére Blutgefaf3e in
die Wachstumsfuge ein. Wird die VEGF-Wirkung blockiert, findet praktisch keine

BlutgefaBinvasion und konsekutiv kein Langenwachstum des Knochens statt'*”'>*,

3.8.1.6 VEGF in pathologischer Angiogenese

Die In-situ-Hybridisierung zahlreicher menschlicher Tumoren fiir VEGF zeigte eine deutliche
Hochregulierung von VEGF mRNA""'*. 1993 zeigten Kim et al., dass sich bei Nacktmiusen das
Wachstum verschiedener Tumore durch die Gabe von neutralisierenden VEGF-Antikorpern
inhibieren lieB'*°. Seither zeigte die Inhibition der VEGF-Wirkung bei vielen anderen
Tumorzelllinien eine Wachstumsinhibition’’. Die VEGF-Inhibition ist ein vielversprechender
neuer Therapieansatz der biologischen Tumortherapie sowohl solider, als auch hdmatologischer
maligner Erkrankungen.

Wie am Anfang der Einleitung erwidhnt wurde, spielt die VEGF-getriggerte Angiogenese auch bei

intraokularen neovaskuldren Syndromen (INS) eine Rolle. Die Hauptursachen dieser Syndrome
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sind Diabetes mellitus, Verschluss der retinalen Zentralvene oder Friihgeburtlichkeit mit
erforderlicher ~ Sauerstofftherapie. = Das  Erscheinungsbild des INS  reicht von
Glaskérperhiamorrhagien tiber Netzhautablosungen bis zum Glaukom oder zur Blindheit'"'.
Unabhéngig von der Ursache des INS ist die retinale Hypoxie der entscheidende pathogenetische
Mechanismus. Das Resultat sind erhohte VEGF-Konzentrationen, und folgende
Neovaskularisierung'**'**,

Da VEGF neben der angiogenen Wirkung auch die GefaBpermeabilitit erhoht, ist es ein Mediator
entziindlicher Vorginge'*’. Epidermale Keratinozyten exprimieren bei der Wundheilung und bei
Psoriasis, also Bedingungen angiogener Aktivierung und Permeabilitit, in hohem MaBe VEGE'*.
Interessanterweise fiihrte die transgene Uberexpression von VEGF in dermalen Keratinozyten zur
Bildung geschlingelter postkapillarer Venolen, an denen gesteigerte Leukozytenreaktion (Rollen
und Adhédsion) nachweisbar war, nicht jedoch zu einer augenscheinlichen Verdnderung der
LymphgefiBe'*.

Untersuchungen von ischdmischen Hirninfarkten an verschiedenen Tiermodellen zeigten eine
deutliche Zunahme der VEGF-Expression und eine Abhdngigkeit von InfarktgroBe und
Ausdehnung des Hirmnddems von VEGF. VEGF-Blockade konnte beide Parameter

reduzieren'>”'3,

3.8.2 Der basische Fibroblasten-Wachstumsfaktor (bFGF, FGF-2)

3.8.2.1 Die Biologische Wirkung von FGF

Die biologische Wirkung von FGF besteht in der Induktion von Uberleben, Proliferation
Migration und Differenzierung primérer und stabiler Endothelzellen, wobei die genaue Wirkung
stark vom genauen Typ der Endothelzelllinie abhingig ist'*’.

FGF ist, genau wie VEGF in der Lage, Angiogenese in der chorioallantoischen Membran des
Hiihnerembryos zu induzieren. Untersuchungen hierzu ergaben, dass hierzu der Ras-MEK-
MAPK-Signalweg entscheidend ist, da dessen spezifische Blockierung die FGF-induzierte

. C g er 140
Angiogenese inhibieren konnte ™.
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3.8.2.2 Struktur und Transport von FGF

Der basische Fibroblasten-Wachstumsfaktor, auch als FGF-2 bekannt, ist das erste identifizierte
angiogene Molekiil iiberhaupt.'*' Zur FGF-Familie gehdren heute mindestens 20 verschiedene
Faktoren, die sich hinsichtlich ihrer Primirstruktur zu 30-70% gleichen'’

Fibroblasten-Wachstumsfaktor, FGF-1, und FGF-2 sind die klassischen sekretorischen

Der saure

Fibroblasten-Wachstumsfaktoren. Thr transmembranédrer Transport unterscheidet sie von den
anderen sekretorischen Wachstumsfaktoren und geschieht im Gegensatz zu diesen nicht iiber den
klassischen sekretorischen Apparat der Zellen, da die beiden FGF's im Gegensatz zu anderen
sekretorischen Wachstumsfaktoren keine typischen cytoplasmatischen Signalsequenzen fiir den
Transport nach extrazellulidr besitzen'*. Fiir die 18kDa-Isoform von FGF-2 wurde ein
energicabhingiger Transportweg entdeckt, der exklusiv fiir FGF-2 und génzlich unterschiedlich
zu der Signalpeptid-vermittelten Exkretion anderer sekretorischer Peptide ist'*.

FGF hat eine hohe Affinitdt zu Heparansulfat-Proteoglykanen, die auf der Oberflidche der meisten
Zellen und in der extrazelluliren Matrix lokalisiert sind'**. Die Freigabe des in der ECM
lokalisierten Pools an FGF ist von der Aktivitit von Heparanasen abhéngig und wird tiber diese
reguliert. In.vivo- und in-vitro-Versuche haben gezeigt, dass die Heparansulfat-Proteoglykane

auch als Korezeproren fiir FGF wirken und Einfluss auf dessen Effekt haben konnen'®.

3.8.2.3 Die FGF-Rezeptoren

Der biologische Effekt von FGF wird {iber vier strukturverwandte Rezeptortyrosinkinasen
(FGFR-1, -2, -3, -4) vermittelt, die breite Expressionsmuster aufweisen. Durch alternatives
Splicing entstehen zahlreiche Rezeptorvarianten, die eine Vielzahl von Rezeptor-Ligand-
Interaktionen vorstellbar machen'*"'*%,

Da die Unterbrechung der fiir FGFR-1 und FGFR-2 codierenden Gene zum Untergang des
Embryos noch vor der Gastrulation fithren'*’, war die Untersuchung ihrer spezifischen Wirkung
auf die spédtere Embryonalentwicklung und Angiogenese bislang nicht mdglich.

Neuere Arbeiten konnten jedoch mittels Adenovirus-vermittelter Expression dominant FGFR-1-
negativer Miuse zeigen, dass FGFR-1 fiir Entwicklung und Unterhalt des GefaBsystems des

Embryos essentiell ist'*’

Im Gegensatz dazu fiihrte bei Miusen die Inaktivierung der Gene, die
fir FGF-2 codieren, nur zu vermindertem Gefdftonus und Blutdruck und nicht zu
morphologischen Auffilligkeiten''

Die Inaktivierung des Gens, welches fiir FGFR-3 codiert, fiihrte zur Ausbildung skelettaler

Abnormalititen und Innenohrschiiden mit Taubheit bei Miusen'™*.
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Beziiglich der Bindung von FGF-2 an FGFR-1 gibt es eine Reihe interessanter Interaktionen mit
Heparin und Heparansulfat, welche die Affinitdt zum Rezeptor deutlich steigern. In deren
Anwesenheit kommt es zur Ausbildung eines Komplexes aus zwei FGF-Molekiilen mit zwei
Rezeptoren'>. Diese Rezeptordimerisation fiihrt zur intermolekiiliren Autophosphorylierung
spezifischer Tyrosinkinasen und zur Aktivierung unterschiedlicher Signalkaskaden. Dazu gehdren
unter anderem der Ras-Signalweg, die Src-Tyrosinkinasen-Familie, Phosphoinostid-3-kinase
(PI3K) und der PLC Signalweg'”. Fir FGFR-1 sind mindestens sieben solcher

Phosphorylierungsstellen bekannt'>*.

3.8.3 Der transformierende Wachstumsfaktor-f§ (TGF-f)

Eine grofe Gruppe von Substanzen mit Einfluss auf die angiogene Aktivitit von Endothel- und
anderen Gefidfizellen stellt die Familie der Transformierenden Wachstumsfaktoren-3 (TGF-p)
Molekiile dar. Der meist untersuchte Ligand aus dieser Familie ist TGF-1. Es trdgt in niedriger
Konzentration zur Angiogenese bei, indem es angiogene Faktoren und Proteinasen induziert. In
hoher Konzentration hemmt TGF-f1 das Wachstum von Endothelzellen, fordert die
Stabilisierung der Basalmembran und stimuliert Differenzierung und Rekrutierung von glatten
Muskelzellen'.

Wie bei vielen anderen Substanzen mit Einfluss auf die Angiogenese sind auch bei der TGF-3-
Superfamilie mutationsassoziierte Krankheitsbilder bekannt. So fithren verschiedene Mutationen
im ,,bone morphogenic protein receptor (BMPR-2, ein Rezeptor der TGF-Rezeptorfamilie) zur
primdren pulmonalen Hypertonie, bei der histopathologisch pulmonale Arteriolen durch nach
intraluminal wachsende Endothelzellen und glatte Muskelzellen stenosiert und okkludiert

werden'’

. Es gibt Befunde, die auf eine gemeinsame Beteiligung des Angiopoietin- und des
BMP-Systems an der Pathogenese der pulmonalen Hypertonie hinweisen.

Erhohte Angl-Expression der glatten Muskulatur der Pulmonalarterien bei pulmonaler
Hypertonie fiihren demnach zur Herabregulation von BMPR-1A in Endothelzellen und damit zu
einer funktionellen Abschaltung des BMPR-Signalweges analog zu einer BMPR-2 Mutation' ™.
Als weitere vaskuldre Erkrankung, hervorgerufen durch Storungen des TGF-Systems, ist die
Hereditire himorrhagische Teleangiektasie (M. Osler) zu nennen, bei der die Mutation der TGF-

Rezeptoren Endoglin sowie Alk-1 gezeigt wurden .
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3.9 Weitere Angiogenese-relevante Wachstumsfaktoren

3.9.1 Die Angiopoietine

Auf die Stabilisierung und den Erhalt der neu entstandenen GefdB3sprossen hat neben PDGF
mindestens ein weiteres System entscheidenden Einfluss. Der Tie2-Rezeptor bindet die Liganden
Angiopoietin (Ang)-1 und Angiopoietin (Ang)-2. Ang-2 bindet spezifisch an Tie-2 und fiihrt zu
verschiedenen intrazelluldren Signalen, je nach Zellpopulation. Ang-2 war urspriinglich nicht die
Féhigkeit der Rezeptoraktivierung zugeordnet worden, da die zelluldren Reaktionen in der Regel
gering sind. Ang-1 flihrt zur Transphosphorylierung der Rezeptortyrosinkinase und im weiteren
Verlauf zur Phosphorylierung intrazelluldrer Signalproteine. Unterbrechung des Ang-1-Tie-2-
Systems fiihrt im Embryo zu letalen GefdBdefekten mit gestorter Rekrutierung von glatten
Muskelzellen®***. Ang-1 und Tie-2 gendefiziente Tiere sterben frith embryonal an einem Defekt
des vaskuldren Systems mit fehlender Organisation der primitiven GefiBnetze'>®. In 2003 wurde
gezeigt, dass murale Vorlduferzellen Tie-2 exprimieren, was zuvor als den Endothelzellen
vorbehalten geglaubt wurde®®. Diese Fihigkeit scheinen die muralen Zellen im Laufe Ihrer
Reifung zu verlieren, da reife Perizyten und Glattmuskelzellen keine Exprimierung des Tie-2-
Rezeptors mehr zeigen.

Ein angiogener Effekt von Ang-1 kann unter anderem bei GefiBwachstum in der Haut,
minderdurchbluteten Gliedmalen, Magengeschwiiren und einigen Tumoren beobachtet werden.
Vermutlich kann Ang-1 als endothelialer Uberlebensfaktor angesehen werden. Dariiber hinaus
mobilisiert Ang-1 endotheliale Progenitorzellen (EPC) und hédmatopoietische Stammzellen
(HSC)"’. Interessanterweise gibt es Befunde iiber angiostatische Wirkungen von Ang-1 bei
Angiogenese im Herzen und einigen Tumoren'®"'®!,

Dieser angiostatische Effekt von Ang-1 beruht wahrscheinlich auf einer Stabilisierung der
endothelialen Zell-Zell-Kontakte®.

Ang-2 wird ein stimulierender Effekt auf unreife, wenig oder nicht stabilisierte Endothelzellen,
wie sie in TumorgefaBen zu finden sind, zugesprochen. Seine Wirkung besteht in der Losung von
Zell-Zell-Kontakten innerendothelial und zu den muralen Zellen, entgegengesetzt zur Wirkung

162,163
von Ang-1""

. Die Wirkung von Ang-2 ist ebenfalls nicht einheitlich, sondern vom Kontext
abhingig. Die Initiierung von Angiogenese in vivo durch VEGF z.B. scheint notwendig an das
gleichzeitige Vorhandensein von Ang-2 gebunden zu sein, welches durch Losung der
Zellkontakte die Endothelzellen in einen angiogenen Phénotyp transformiert, welche sodann
einem VEGF-Gradienten folgend aussprossen konnen. So kann Ang-2 synergistisch mit VEGF

. . .. . . . . 164
die Angiogenese, beispielsweise im Herzen stimulieren .
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Fehlen aber andere angiogene Signale, fiihrt Ang-2 zum Zelltod der Endothelzellen und zur
GefaBregression' %' Wihrend Ang-1 im Wesentlichen von glatten Muskelzellen gebildet
wird und parakrin auf Endothelzellen wirkt, wird Ang-2 hauptsidchlich von Endothelzellen, aber
auch von Perizyten und mesenchymalen Zellen gebildet. Im Sinne einer autokrinen Aktivierung
inhibiert es die Gefédlstabilisierende Wirkung von Ang-1 und wirkt angiogen auf Endothelzellen.
Beschrieben sind allerdings auch konzentrations- und einwirkdauerabhingige agonistische

Effekte zu Ang-1 auf mesenchymale Zellen™.
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4 Zielsetzung der vorliegenden Untersuchungen

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der Mechanismen pulmonaler Angiogenese in

Vitro an primiren, humanen, mikrovaskuldren Lungenendothelzellen (HULMEC) allein, sowie in

Kokultur mit primédren, humanen, pulmonalvaskuldren glatten Muskelzellen (PASMC).

Voraussetzung daflir war die Etablierung und Charakterisierung eines dreidimensionalen

Spharoid-Zellkultursystems, welches Untersuchungen der in vitro Angiogenese erlaubte.

Folgende Ziele wurden bearbeitet:

L. Etablierung des dreidimensionalen Sphiroid-Zellkultursystems mit den o.g. Zelltypen.

II. Induktion der in vitro Angiogenese und histologische sowie Immunfluoreszenz-
Charakterisierung der angiogenen Sprossen im Hinblick auf Morphologie und zelluldre
Zusammensetzung.

I1I. Vergleichende Untersuchungen der in vitro Angiogenese von Endothel Monokultur-
Sphédroiden und Endothel-SMC-Kokultur-Sphéroiden unter Verwendung etablierter
angiogener Faktoren.

IV.  Vergleichende Untersuchungen der in vitro Angiogenese von priméren pulmonalen
vaskuldren Zellen und primédren systemischen vaskuldren Zellen.

V. Untersuchung des Einflusses von Hypoxie auf die pulmonale Angiogenese in vitro.
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5 Material und Methoden

5.1 Material

5.1.1 Zellkulturmaterial

e Zellkulturflasche 75cm” ,Cell Star mit Filterdeckel, GREINER, Frickenhausen,
Deutschland

e Zellkulturflasche 75cm* ,,Cell Star* mit Beschichtung zur Suspensionskultur, mit Deckel,
GREINER, Frickenhausen, Deutschland

e Zellkulturflasche 25cm? mit F ilterdeckel, CORNING, Schiphol-Rijk, Holland

e Zellkulturschale 50cm? mit Deckel, CORNING, Schiphol-Rijk, Holland

e Konisches Rohrchen, Polypropylen, steril, 50 ml FALCON, BD Biosciences, Heidelberg,
Deutschland

e Konisches Rohrchen, Polypropylen, steril, 15 ml FALCON, BD Biosciences, Heidelberg,
Deutschland

e Flaschenaufsatzfilter, Porengréfle 22 pm mit verschiedenen Gewindegroflen, MILLIPORE

e C(Cell Scraper, Griff 25cm, Klinge 1,8cm, CORNING, Schiphol-Rijk, Holland

e Serologische Pipette, steril, mit Spitze, 2 ml, FALCON, BD Biosciences, Heidelberg,
Deutschland

e Serologische Pipette, steril, mit Spitze, 5 ml, FALCON, BD Biosciences, Heidelberg,
Deutschland

e Serologische Pipette, steril, mit Spitze, 10 ml, FALCON, BD Biosciences, Heidelberg,
Deutschland

e Serologische Pipette, steril, mit Spitze, 25 ml, FALCON, BD Biosciences, Heidelberg,
Deutschland

e Serologische Pipette, steril, mit Spitze, 50 ml, FALCON, BD Biosciences, Heidelberg,
Deutschland

e Spritzenaufsatzfilter, steril, Porengréfe 0,2 um, PALL

e Pipettenspitze, blau, EPPENDORF, Hamburg, Deutschland

e Pipettenspitze, gelb, EPPENDORF, Hamburg, Deutschland

e Pipettenspitze, weill, EPPENDORF, Hamburg, Deutschland

¢ FEinkanalpipette, 0,5-10 ul, EPPENDORF, Hamburg, Deutschland

e FEinkanalpipette, 10-100 ul, EPPENDORF, Hamburg, Deutschland

e FEinkanalpipette, 100-1000 ul, EPPENDORF, Hamburg, Deutschland
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e Multipipette, EPPENDORF, Hamburg, Deutschland

e Aufsatz fiir Multipipette, 0,5 ml, EPPENDORF, Hamburg, Deutschland

e Aufsatz fiir Multipipette, 2,5 ml, EPPENDORF, Hamburg, Deutschland

e Aufsatz fiir Multipipette, 5 ml, EPPENDORF, Hamburg, Deutschland

e Aufsatz fiir Multipipette, 12,5 ml, EPPENDORF, Hamburg, Deutschland

e Reagiergefi3, 0,5 ml, SARSTEDT, Niimbrecht, Deutschland

e Reagiergefil, 1,0 ml, SARSTEDT, Niimbrecht, Deutschland

e Reagiergefil3, 1,5 ml, SARSTEDT, Niimbrecht, Deutschland

e Reagiergefil3, 2,0 ml, SARSTEDT, Niimbrecht, Deutschland

e Zellkulturschrank Hera Cell, HERAEUS, Hanau, Deutschland

e Zentrifuge Micro 22R, HETTICH, Tuttlingen, Deutschland

e Zentrifuge Rotina 46R, HETTICH, Tuttlingen, Deutschland

e Inverses Mikroskop Wilovert, HUND, Wetzlar, Deutschland

e Dynabeads CD 31, endothelial cell, DYNAL, Hamburg, Deutschland

e Filtergaze Sefar Nitex, 20 um, SEFAR, Neuenburg/Rhein, Deutschland

e Filtergaze Sefar Nitex, 100 um, SEFAR, Neuenburg/Rhein, Deutschland

e Dispase 1,04 IE/mg, Bacillus Polymyxa, GIBCO GmbH, Karlsruhe, Deutschland

e Dynal Magnetpasrtikelkonzentrator, fiir 2 ml-Gefal, DYNAL, Hamburg, Deutschland
e Dynal Magnetpartikelkonzentrator, fiir 15 ml-Gefall, DYNAL, Hamburg, Deutschland

5.1.2 Wachstumsfaktoren fiir die Zellkultur

e Fetales Kélberserum, PROMO CELL, Heidelberg, Deutschland
e Humanserum, PROMO CELL, Heidelberg, Deutschland

e Penicillin/Streptomycin, PAN BIOTECH, Sydney, Australien

e [-Glutamin, PAN BIOTECH, Sydney, Australien

e VEGF, PROMO CELL, Heidelberg, Deutschland

e ECGS, PROMO CELL, Heidelberg, Deutschland

e Heparin, aus Schweinemucosa, SIGMA, Miinchen, Deutschland



5.1.3 Zellkulturmedien

PBS ohne Calcium/Magnesium, 10x, SIGMA, Miinchen, Deutschland
PBS mit Calcium/Magnesium, 10x, SIGMA, Miinchen, Deutschland
Zellkulturwasser, steril, endotoxinfrei, SIGMA, Miinchen, Deutschland
Gelatine, Research Grade, SERVA

Trypsin/EDTA, 10x, PAN BIOTECH

Dimethylsulfoxid, SIGMA, Miinchen, Deutschland

EBSS 10x, SIGMA, Miinchen, Deutschland

Kulturmedium fur HULMEC:

(0]

o O O O o o

(0]

MCDB 131 ohne L-Glutamin, GIBCO GmbH, Karlsruhe, Deutschland
5% Humanserum

5% FCS (Sigma F-7524, Lot 76H3300)

1% P/S (Penicillin/Streptomycin)

2% Glutamin

90 mg/1 Heparin

5 ml/l ECGS

0,1 ng/ml VEGF

Kulturmedium fiir PASMC

(0]

Smooth Muscle Cell Growth Medium 2, Low Serum, PROMO CELL, Heidelberg,
Deutschland
Supplement Mix C-39267 fir SMC-Medium 2, PROMO CELL, Heidelberg,
Deutschland

Methylcellulosemedium

(0]

(0]

Basismedium fiir HULMEC
20% Methylcellulose

Verdau-Medium zur Isolation der HULMEC:

(0]

O O O O O

MCDB 131

5% PBS, 5% Humanserum
90 pg/ml Heparin

0,5% ECGS

0,1 ng/ml VEGF

2 U/ml Dispase
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5.1.4 Material fiir die Versuchsanordnungen

96-Loch-Platte fiir Suspensionskultur, U-Form, steril, mit Deckel, GREINER,
Frickenhausen, Deutschland

24-Loch-Platte fiir Gewebekultur, steril, mit Deckel, CORNING, Schiphol-Rijk, Holland
Mehrkanalpipette, 30-300ul, EPPENDORF, Hamburg, Deutschland

Reagens-Reservoir fiir Mehrkanalpipette, steril, COSTAR, CORNING, Schiphol-Rijk,
Holland

Pipettenspitze, gelb, Eppendorf, abgeschnitten, EPPENDORF, Hamburg, Deutschland
Sigmacote, SIGMA, Miinchen, Deutschland

Tissue Tec Einbettmedium, SAKURA, Zoeterwoude, Holland

Mowiol, CALBIOCHEM, San Diego, Californien, USA

5.1.5 Wachstumsfaktoren

Recombinat Human FGF-basic, RELIA TECH, Braunschweig, Deutschland
Recombinant Human TGF-B1, RELIA TECH, Braunschweig, Deutschland
RECOMBINANT Human Angiopoietin-2, R&D SYSTEMS, Mineapolis, USA
Mowiol, CALBIOCHEM, San Diego, Californien, USA

5.1.6 Assaymedien

Methylcellulose, SIGMA, Miinchen, Deutschland

Fibrinogen, bovin, SIGMA, Miinchen, Deutschland
Thrombin, bovin, SIGMA, Miinchen, Deutschland

Trasylol, Bayer, Leverkusen, Deutschland

FACS-Puffer: (PBS + 2,5% Kaélberserum + 0,1% NaN3)
Block-Pufter: (PBS + 2,5% Kaélberserum + 10% Ziegenserum)

5.1.7 Farbstoffe

PKH 67 Green Fluorescent Cell Linker Kit For General Cell Membrane Labelling,
SIGMA, Miinchen, Deutschland

PKH 26 Red Fluorescent Cell Linker Kit For General Cell Membrane Labelling, SIGMA,
Miinchen, Deutschland

Propidium Iodid, SIGMA, Miinchen, Deutschland

HOECHST 33342 Kernfarbstoff, HOECHST, Frankfurt
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5.1.8 Antikorper

5.1.8.1 Erstantikorper

e Anti-Humanes CD31, IgG1, aus Mausaszites, CYMBUS BIOTECHNOLOGY

¢ Anti-Endothelzellen-CD146, (P1H12), CHEMICON INTERNATIONAL

e Anti-Collagen Typ IV, ( COL-94), aus Mausascites, SIGMA, Miinchen, Deutschland
e Anti-Laminin, (LAM-89), aus Mausascites, SIGMA, Miinchen, Deutschland

e Anti-Von-Willebrand-Faktor, aus Kaninchen

e Anti-a-Glatt-Muskel-Zell-Actin, aus Mausascites, SIGMA IMMUNO CHEMICALS

5.1.8.2 Zweitantikorper

e Alexa Fluor 488 Ziege gegen Maus-IgG, MOBITEC

e Alexa Fluor 555 Ziege gegen Kaninchen-IgG, MOBITEC

e Anti Maus-IgG, FITC conjugiert, Human-IgG adsorbiert, SIGMA, Miinchen, Deutschland

e Anti Maus-IgG, Cy-3-konjugiert, aus der Ziege, JACKSON IMMUNO RESEARCH
LABORATORIES

5.1.9 Zellen

e Humane aortale glatte Muskelzellen (HAOSMC), PROMO CELL
¢ Humane pulonalarterielle glatte Muskelzellen (PASMC), PROMO CELL
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5.2 Methoden

5.2.1 Isolation der HULMEC

Die Préparation des humanen Lungengewebes wurde bei 4°C vorgenommen. Die Lunge wurde in
kaltem PBS™ mit 2%Penicillin/Streptomycin-Zusatz gespiilt. Fiir die Isolation von
mikrovaskulidren Endothelzellen wurden ausschlieBlich periphere, pleuranahe Lungenareale
verwendet. Zunéchst wurde die Pleura mit einer feinen Schere abprépariert. Dann wurden sicht-
und tastbare Gefd- und Bronchusstiimpfe entfernt, sodass nur GefdBe deutlich unter Imm
Durchmesser im Gewebe verblieben. Die so priparierten Gewebestiicke wurden mit mehreren
gebogenen Scheren in einem sterilen Gefdll zerkleinert, bis ein homogener Brei entstand. Der
Gewebebrei wurde durch eine 20 pum Filtergaze filtriert, um Erythrozyten und Debris zu
entfernen. Dazu wurde der Gewebebrei solange mit PBS- auf dem Netz gespiilt, bis das Gewebe
auf der Filtergaze blutfrei war. Das Gewebe wurde nun in 75cm’-Suspensionszellkulturflaschen
gegeben, mit dem Verdau-Medium vermischt und ca. 16h bei 37°C und 5% CO, verdaut. Das
verdaute Gewebe wurde am néchsten Tag aus den Flaschen entnommen und 10 min bei 800 x g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und das Pellet kriftig mit frischem HULMEC-
Medium resuspendiert. Die so gewonnene Zellsuspension wurde durch die 100 pm-Filtergaze
filtriert und das Filtrat auf mit 0,5%iger Gelatinelosung beschichtete Platten aufgebracht. Nach 1-
2 Stunden wurde das Medium gewechselt und so die frith-adhdrenten Endothelzellen
vorselektiert. Wenn grofere Endothelzellnester ausgewachsen waren, erfolgte die Aufreinigung
der Endothelzellen mittels anti-CD31-beschichteten Dynabeads.

Hierzu wurden die Zellen mit Trypsin von der Oberfliche der Zellkulturflasche geldst und nach
dem Zentrifugieren so im Trennpuffer resuspendiert, dass die Zellzahl bei 2 Mio. pro ml lag. Die
Trennkiigelchen wurden vorbereitend im Waschpuffer gewaschen. Dann wurden jeweils 10ul der
Trennkiigelchen pro Milliliter mit der Zellsuspension gemischt und im Kiihlraum auf dem
Rotationsmixer fiir 15 Minuten inkubiert. Im Anschluss wurde die Zellsuspension in den
Trennmagneten gestellt und nach zwei Minuten das Medium abgesaugt. Dieser Waschvorgang
wiederholte sich noch dreimal.

Am Ende wurden die gereinigten Zellen wieder in HULMEC-Medium resuspendiert, in
gelatinierte Gewebekulturflaschen ausgeséit und bei 37°C und 5% CO, im Zellkulturschrank
bebriitet.
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5.2.1.1.1 FACS-Analyse der isolierten Zellen

Stichprobenartig wurden die Zellen in unterschiedlichen Passagen mittels FACS-Analyse auf ihre
Reinheit getestet. Hierzu wurden die Zellen aus den Kulturschalen genommen und mit
Antikorpern gegen das Oberflichenmerkmal CD31 markiert. Anschlieend erfolgte die Testung
mittels FACS-Analyse (siche Abb. 2)

5.2.2 Spharoidassay

5.2.2.1 Herstellung der Methylcelluslose-Stammlosung

Alle beim Sphéroidassay verwendeten Medien enthielten 20% einer Methylcelluloselsung, deren
Herstellung im Folgenden kurz erldutert wird:

6g Methocel (Methylcellulose) wurden in eine 500 ml Flasche eingewogen, ein sauberer
Magnetriihrer dazugegeben und autoklaviert. 500 ml Medium (MCDB131) wurden in 2x250 ml
aufgeteilt. 250 ml wurden kurz auf 60°C erwérmt, in die anderen 250 ml je nach Ansatz FCS, P/S,
etc. zugefiigt. In die angewédrmte, die sterile Methylcellulose enthaltende Flasche wurde das 60°C
warme Medium eingefiillt und 20min bei Raumtemperatur auf dem Magnetrithrer geriihrt.
Danach wurde das restliche Medium eingefiillt, und nochmals eine Stunde bei Raumtemperatur
oder iiber Nacht bei 4°C geriihrt. Es entstand eine triibe Losung, welche auf 50 ml
Falconrohrchen verteilt und bei 5000UpM zwei Stunden bei Raumtemperatur zentrifugiert wurde.
Das sich bildende Pellet enthielt ungeloste Methylzellulose, die fiir den Assay nicht verwendet
werden durfte. Daher wurden die letzten 5-10 ml des Rohrchens verworfen. Die Aufbewahrung

der Aliquots geschah bei 4°C.

5.2.2.2 Herstellung der Sphdroide

Die Zellen wurden mit Trypsin vom Boden der Zellkulturflasche abgelost und nach dem
Abstoppen bei 400 x g 5 Minuten zentrifugiert. Das Pellet wurde in frischem Medium plus 20%
Methylcelluloselosung resuspendiert und die Zellzahl bestimmt. Dann wurde die Zellzahl dem
geplanten Versuch entsprechend eingestellt. Bei allen Versuchen wurde eine Zellzahl von 1000
pro Sphéroid in einem Volumen von 100pl eingestellt, (10.000 pro ml) bei Kokulturversuchen
jeweils 500 Zellen beider Arten (Endothel und SMC). Die Zellsuspension wurde mittels
Mehrkanalpipette in eine 96-Lochplatte (Rundboden-Suspensionsplatte) eingebracht, je Loch
wurden 100ul Suspension mit jeweils 1000 Zellen eingefiillt und die Platte fiir 24 Stunden im
Brutschrank inkubiert.
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5.2.2.3,,Ernten*“ der Sphiiroide

Fiir das ,,Ernten” der Sphiroide aus der 96-Lochplatte wurden gelbe Pipettenspitzen um ca. 3
Millimeter gekiirzt, um die Sphéroide nicht durch das Ansaugen zu zerstéren. Die im Medium
schwimmenden Sphéroide wurden 3 Minuten bei 200 x g abzentrifugiert und je nachdem, welche
Gelmatrix verwendet werden sollte, entweder in Zellkulturmedium ohne Wachstumsfaktoren oder

in einer Fibrinldsung aufgenommen.
5.2.2.4 Einbettung der Sphdiroide

5.2.2.4.1 Einbettung der Sphdiroide in eine Fibrin-Gel-Matrix

5.2.2.4.1.1 Herstellung der Fibrinlosung

1g humanes Fibrinogen wurde in 100 ml PBS™ aufgenommen und bei 4°C iiber Nacht geriihrt. Die
triibe Losung wurde 10min bei 10000UpM und 4°C in der Zentrifuge abgefahren, der Uberstand
mit Ammoniumsulfat prézipitiert. Unter Rithren wurde bei 4°C iiber 60-90min 16,5g
Ammoniumsulfat pro 1g Fibrinogen zugesetzt. In der Zentrifuge wurde das Prazipitat 30min bei
12000rpm (20000x g) unter 4°C ohne Bremse abgefahren. Nach Absaugen des Uberstandes
wurde das Pellet in insgesamt 60 ml PBS™ aufgenommen.

Die Fibrinogenlosung wurde in Dialyseschlduche eingefiillt und 3-mal gegen 1 Liter PBS {iber
Nacht bei 4°Cdialysiert. Danach wurde die Losung nochmals 10min bei 5000rpm und 4°C
zentrifugiert, um eventuelle Gerinnsel zu entfernen. Der Losung wurden 200 U/ml Trasylol
zugesetzt, die Losung sterilfiltriert, aliquotiert und bei —80°C eingefroren. Ein Aliquot wurde zur

Proteinbestimmung zuriickgehalten.

5.2.2.4.1.2 Proteinbestimmung der Fibrinlosung mittels BCA Protein determination assay

Um eine konstante Konzentration in der verwendeten Fibrinlosung zu erhalten, wurde im
Anschluss an die Aufreinigung eine Proteinbestimmung durchgefiihrt. Hierzu wurde der BCA-
Protein determination assay der Firma SIGMA verwendet.

Losung A (SIGMA B9643 — Bicinchoninséure) wurde 50:1 mit Losung B (Kupfer-II-Sulfat)
gemischt. Als Kontrolle diente eine Rinderalbumin-Verdiinnungsreihe. Jeweils 10ul
verschiedener Verdiinnungen der Proteinlosung wurden in eine Vertiefung einer 96-Lochplatte
pipettiert und 200ul der Testlosung dazugegeben. Als Leerwert diente H,O. Die Platte wurde mit
Parafilm versiegelt und 30 Minuten bei 37° inkubiert. Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur wurde
im Photometer die Absorption bei 560nm gemessen. Die Endkonzentration der verwendeten

Fibrinldsung wurde auf 1,5 mg/ ml eingestellt.
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5.2.2.4.1.3 Einbettung der Sphiiroide

Die Fibrinogenlosung wurde, je nach Fibringehalt der Stammlosung, auf 1,5 mg/ml mit PBS™
verdliinnt. Der Losungen wurden 20ul Trasylol je ml Losung zugegeben. Die verdiinnte
Fibrinogenlosung wurde nochmals filtriert, um eventuelle Gerinnsel zu entfernen. Je Ansatz
(Loch einer 24-Lochplatte) wurden 500ul Fibrinogenlosung bendétigt, in der die Sphéroide
aufgenommen wurden. Jeder Ansatz wurde in eine Vertiefung einer 24-Lochplatte pipettiert, mit
jeweils 35ul Thrombinlosung (0,125U/ul) versetzt und kurz geschwenkt. Nach 10 Minuten
wurden die Gele mit 1 ml Medium (MCDB131), welches 0,028 mg Trasylol® pro Milliliter
enthielt, iberschichtet. Nach einer Stunde wurde dieses Medium abgesaugt und gegen jeweils 1
ml Medium ersetzt, welches auler Wachstumsfaktoren in dem jeweiligen Ansatz entsprechenden

Konzentrationen enthielt.

5.2.2.4.2 Einbettung der Sphdiroide in Kollagen-Gel

5.2.2.4.2.1 Herstellung der Kollagenlosung

Rattenschwidnze wurden fiir 5 Minuten in 70%iger Ethanolldsung desinfiziert. Die weiteren
Schritte geschahen im Ethanolbad unter der Sterilarbeitsbank. Als Auffanglosung fiir die
gewonnen Kollagen-Sehnenfidden dienten 100 ml einer 0,1%igen Eisessiglosung. Zunichst wurde
die Schwanzspitze abgeschnitten. Dann wurde das proximale Ende des Schwanzes wird mit einer
Klemme fest gefasst und von distal her mit einer zweiten Klemme Segment fiir Segment
abgebrochen, die Kollagenfiden herausgezogen und in die Eisessiglosung iiberfiihrt. Uber Nacht
wurde bei 4°C das Kollagen aus den Sehnenfidden herausgelost. Nach 24h wurde das unldsliche
Sehnenmaterial abzentrifugiert (20 Minuten bei 5000 UpM), die Kollagenldsung aliquotiert und
im Kiihlschrank aufbewahrt.

5.2.2.4.2.2 Einbettung der Sphiiroide

Pro 2 ml Kollagenlosung wurden 250ul EBSS 10x zugegeben. Die Sphéroide wurden pro Ansatz
in 500ul Methocel-Medium aufgenommen. Die Kollagenlosung wurde mit 0,2N NaOH bis zum
Indikatorumschlag nach pink neutralisiert. Dann wurden ziigig 500ul Kollagenldsung und 500ul
Sphéroidlosung gemischt und in eine Vertiefung einer 24-Lochplatte iiberfiihrt. Diese wurde

30min im Brutschrank inkubiert, dann mit 1 Tropfen Medium {iberschichtet.
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5.2.2.5 Auswertung

Nach 24 Stunden wurden 10 zufillig ausgewihlte Sphiroide pro well mittels eines inversen
Mikroskopes mit integrierter Videoerfassung auf Video aufgenommen, jeder Ansatz wurde
doppelt ausgefiihrt, so dass insgesamt 20 Sphiroide je Ansatz gespeichert wurden. Die
Videosequenzen wurden spiater am Computer digitalisiert und mit Hilfe eines
Computerprogramms (programmiert von Jorg M. Albrecht) vermessen. Die Vermessung geschah
durch manuelle Nachzeichnung jeder einzelnen Sprosse vom gedachten &ufleren Rand des
urspriinglichen Sphéroids bis zum Ende des Abzweigs gemessen. Es wurden automatisch
Berechnungen ausgefiihrt, so dass am Ende der Vermessung eines Sphéroids die Gesamtldnge der
Sprossen je Sphéroid und die Anzahl der Sprossen je Sphiroid vorlagen. Die erhaltenen
Datenreihen wurden zur Auswertung in Microsoft Excel importiert. Die durchschnittliche

Sprossenldnge wurde dort rechnerisch ermittelt.
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Abb.1:Benutzeroberfldche des Vermessungsprogramms

Das Computerprogramm ermdglicht die Speicherung der Daten in dem Ordner, in dem auch die

dazu gehorigen Bilder gespeichert sind, was eine spétere Kontrolle und Korrektur erméglicht.

5.2.2.6 Statistik

Alle Daten wurden als Mittelwert = Standartabweichung angegeben. Statistische Auswertungen
wurden mit zweiseitigem t-Test unter Annahme unterschiedlicher Varianzen durchgefiihrt.
Statistische Signifikanz wurde fiir alle Vergleiche bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,05

angenommen.
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5.2.3 Anfertigung von Kryoschnitten

Zur Anfertigung von Kryoschnitten wurden die Sphiroide wie zum Sphédroidassay ,,geerntet.
Danach wurden sie in PBS+ gewaschen und abzentrifugiert, um in einem Volumen von ca. 50ul
PBS + aufgenommen zu werden. Eine gelbe Pipettenspitze wurde mit Sigmacote® gespiilt um die
Adhérenz der Sphiroide zu mindern. Dann wurden die Sphdroide aufgesaugt und in mehrere
Kammern einer Chamberslideplatte iiberfiihrt. Der PBS-Tropfen mit den Sphéroiden sollte
moglichst in der Mitte der Kammer zu liegen kommen. Dann wurde der Tropfen mit TissueTek
tiberschichtet und die Platte bei —20°C eingefroren.

Die Herstellung der Schnitte geschah an einem Kryotom der Firma Leica, es wurden Schnitte von

5-20 um Dicke hergestellt, die immunhistologisch aufgearbeitet wurden.

5.2.4 Anfertigung von Paraffinschnitten

Zur Anfertigung von Paraffinschnitten wurden die ganzen Gele nach der Video-Auswertung mit
Paraformaldehyd 3,5%ig fixiert und danach durch Entfernung des Bodens der 24-Lochplatte aus
ihr entnommen. Die Einbettung in Paraffin erfolgte automatisch in einem Einbettgerdt der Firma
Leica. Nach dem Einbetten erfolgte die Anfertigung der Schnitte, die ebenfalls
immunhistologisch aufgearbeitet wurden. Die Entfernung des Paraffins aus den Schnitten geschah

uber eine Alkoholreihe.

5.2.5 Immunhistologie

5.2.5.1 Aufarbeitung der Schnitte

Gefrierschnitte wurden mit Aceton/Methanol-Gemisch (1:1) fir 10 Minuten fixiert. Nach
Lufttrocknung wurden die Schnitte 5 Minuten mit PBS" rehydriert und unspezifische
Bindungsstellen 30 Minuten bei Raumtemperatur mit Block-Puffer (PBS + 2,5% Kailberserum +
10% Ziegenserum) abgesittigt. Der Erstantikorper, hier meist anti-vWF (1:150), bzw. anti-a-
Glattmuskelaktin (1:400) wurde 60 Minuten bei Raumtemperatur mit dem Schnitt inkubiert. Die
Verdiinnung der Antikorper erfolgte in PBS + 2,5% Kélberserum. Nach Ende der Inkubation
wurden die Schnitte zweimal 5 Minuten gewaschen, bevor der Zweitantikdrper (s. Material)
zugegeben wurde. Dieser wurde 45 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Je nach Ansatz
erfolgte vor dem letzten Waschen eine Kernfarbung mit Propidiumiodid 10 pg/ml fiir 5 Minuten,
danach die zweimalige 5-miniitige Waschschritte mit PBS.

Zum Eindeckeln wurde Mowiol® verwendet.
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6 Resultate

6.1 Etablierung des Sphdroidmodells

6.1.1 Reinheit der isolierten Endothelzellen

Wesentliche Voraussetzung fiir die Reproduzierbarkeit und Qualitdt der Zellkulturexperimente
war die Charakterisierung bzw. Phénotypisierung der verwendeten Zellen. Trotz Vorliegen der
typischen mikroskopischen Morphologie von Endothelzellen wurde deren Reinheit in FACS-
Analysen anhand der Expression des CD31-Antigens bestétigt.

B
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Abb. 2: Reprisentative Histogramme der FACS-Analyse von isolierten humanen
mikrovaskuldren Lungenendothelzellen. A: Mit grafischer Darstellung der

Kontrollgruppe, B ohne Ausgabe der Kontrollgruppe.

6.1.2 Zellkulturparameter

Zur Etablierung der Spharoidzellkultur wurde der optimale Methylcellulose-Gehalt des Mediums,
in dem sich die Sphéroide formieren sollten, sowie die Notwendigkeit des Zusatzes von
Wachstums- und Uberlebensfaktoren ermittelt. Als ideal zur Kultur glatter, stabiler Sphiroide hat
sich MCDB 131 ohne L-Glutamin mit 5% Humanserum, 5% FCS, 1% Penicillin/Streptomycin,
2% Glutamin, 90 mg/l Heparin, und 20% Methylcellulose herausgestellt.

Wurde der Gehalt an Methylcellulose iiber 20% hinaus gesteigert, war offensichtlich die
Viskositdt des Mediums zu grof3, um den Zellen die Bewegung zueinander und so die Bildung des
Sphéroids zu ermoglichen. Bei zu geringem Gehalt an Methylcellulose wirkten die Sphéroide

briichig und zerfielen beim Entfernen aus der Zellkulturschale.
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Neben der Suche nach dem idealen Medium stand die Suche nach der geeigneten Grofe der
Sphiroide ebenfalls am Anfang der Arbeiten. Die Sphéroide sollten so grofl wie moglich werden,
jedoch sollten alle eingesetzten Zellen in das Sphéroid integriert werden. Eine Zellzahl von 1000,
sowohl in der Kokultur als auch in den durchgefiihrten Monokulturversuchen hat sich als probat

erwiesen.

A: Kokultur-Kontrolle B: Monokultur-Kontrolle
C: Kokultur mit 50ng/ml VEGF D: Monokultur mit 50ng/ml VEGF

Abb.3: Mikroskopische Darstellung von HULMEC-Monokultursphiroiden (bestehend aus
1000 Zellen; B+D) sowie HULMEC-PASMC-Kokultursphédroiden (bestehnd aus je
500 HULMEC und PASMC A+C), eingebettet in einer Fibringelmatrix nach einer
Inkubationszeit im Gel von 24h. Die Sphiroide in den Abbildungen 2a und 2b zeigen
allenfalls minimale Endothelsprossen (keine angiogenen Faktoren zugesetzt), die
Abbildungen 2¢ und 2d zeigen deutliche in vitro Angiogenese nach Zugabe von
vaskuldrem endothelialem Wachstumsfaktor (VEGF).

43



6.1.3 Vorgehen bei der Auswertung

Nachdem die Kulturparameter fiir die Bildung der Zellsphiroide festgelegt waren, wurden die
Kriterien fiir die Auswertung definiert. Ziel war es, die angiogene Aktivitit zu quantifizieren.
Hierzu wurden folgende drei Parameter bestimmt, bzw. berechnet:

e Addierte Gesamtsprossenlidnge eines Sphéroids,

e Durchschnittliche Sprossenlidnge eines Sphéroids

e Sprossenanzahl pro Sphéroid.
Damit sollten verschiedene Einfliisse der Wachstumsfaktoren auf Art und Umfang der
angiogenen Aktivitit der Sphéroide erkannt werden. Bei der weiteren Auswertung der Versuche
hat sich die addierte Gesamtsprossenlinge pro Sphiroid als stabilster und zuverldssigster
Parameter herausgestellt.
Um dennoch keine Effekte angebotener Substanzen oder Kulturbedingungen zu iibersehen,
wurden stets die anderen beiden Angiogenese-Parameter mitbestimmt bzw. berechnet.
Pro Ansatz wurden zehn Sphéroide zufdllig im Gel ausgewdhlt und die Endothelsprossen
vermessen, alle Versuche wurden mit doppelten Ansétzen durchgefiihrt und mindestens zweimal
wiederholt. Um die bei der Verwendung von primér isolierten Zellen auftretenden Schwankungen
der intrinsischen angiogenen Aktivitit zu beriicksichtigen, wurde die basale in vitro Angiogenese
der nicht stimulierten Kontrollen jeweils als Referenz gesetzt. (=100%), und die Beeinflussung
durch die verwendeten Wachstumsfaktoren relativ zur Referenz prozentual angegeben.
Am Ende der Etablierungsphase stand ein hervorragend reproduzierbarer in vitro-Assay zur

Verfiigung.

44



6.2 Untersuchung pulmonaler Angiogenese in vitro an
Monokultursphdiroiden bestehend aus 1000 humanen

pulmonalen mikrovaskuliren Endothelzellen (HULMEC)
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Abb.4: Ubersicht der Versuche zur in vitro Angiogenese von Monokultur-Sphiroiden bestehend
aus jeweils 1000 humanen mikrovaskuldren pulmonalen Endothelzellen (HULMEC).

Angegeben ist die relative kumulative Liange der von dem Zellsphiroid ausgehenden
Endothelsprossen nach 24stiindiger Kultur im dreidimensionalen Fibringel bezogen auf die
endogene angiogene Aktivitit (kumulative Sprossenlédnge der unstimulierten Kontrolle = 100%).
Die Daten (Mittelwert + Standartabweichung) reprisentieren mindestens n=20 vermessene

Sphéroide. * = signifikanter Unterschied im Vergleich zur Kontrolle, (p < 0,05).
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6.2.1 VEGF und bFGF induzieren im Sphdroid-Monokulturassay

pulmonale in vitro Angiogenese
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Abb.5: Angiogene Effekte von VEGF und bFGF auf Monokultursphiroide bestehend aus jeweils
1000 humanen mikrovaskuldren pulmonalen Endothelzellen (HULMEC).

Angegeben ist die relative kumulative Lidnge der von dem Zellsphiroid ausgehenden
Endothelsprossen nach 24stiindiger Kultur im dreidimensionalen Fibringel bezogen auf die
endogene angiogene Aktivitdt (kumulative Sprossenlédnge der unstimulierten Kontrolle = 100%).

Die Zugabe von 5 ng/ml VEGF (n = 60) fiihrte zu einer signifikanten Steigerung der angiogenen
Aktivitdt im Vergleich zur Kontrolle (n = 80). VEGF in der Konzentration von 50 ng/ml hatte
keinen signifikanten Effekt (n = 40) Die Zugabe von 50 ng/ml bFGF (n = 80) fiihrte ebenfalls zu
einer signifikanten Steigerung der in vitro Angiogenese (n = 80). Angabe der Daten als Mittelwert

+ Standartabweichung; Signifikanz angenommen bei p < 0,05.
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6.2.2 TGF-p in hoher Konzentration inhibiert die VEGF-induzierte

pulmonale in vitro Angiogenese im Sphdroid-Monokulturassay
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Abb.6: TGF-f—induzierte Hemmung der VEGF—induzierten in vitro Angiogenese von
Monokultursphiroiden bestehend aus jeweils 1000 humanen mikrovaskuldren pulmonalen
Endothelzellen (HULMEC).

Angegeben ist die relative kumulative Liange der von dem Zellsphiroid ausgehenden

Endothelsprossen nach 24stiindiger Kultur im dreidimensionalen Fibringel bezogen auf die

endogene angiogene Aktivitit (kumulative Sprossenlédnge der unstimulierten Kontrolle = 100%).

Die Zugabe von 10 ng/ml TGF-p bewirkte einen Trend zur Inhibition der VEGF —induzierten in

vitro Angiogenese (n = 20) (p = 0,09). Angabe der Daten als Mittelwert + Standartabweichung;

Signifikanz angenommen bei p < 0,05.
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6.2.3 TGF-f hat keinen Einfluss auf die bFGF-induzierte pulmonale in

vitro Angiogenese im Sphdroid-Monokulturassay
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Abb.7: TGF-B bleibt konzentrationsunabhdngig ohne signifikanten Effekt auf die bFGF-
induzierte in vitro Angiogenese von Monokultursphiroiden bestehend aus jeweils 1000
humanen mikrovaskuldren Endothelzellen (HULMEC).

Angegeben ist die relative kumulative Ldnge der von dem Zellsphdroid ausgehenden

Endothelsprossen nach 24stiindiger Kultur im dreidimensionalen Fibringel bezogen auf die

endogene angiogene Aktivitdt (kumulative Sprossenlidnge der unstimulierten Kontrolle = 100%).

Die Zugabe von TGF-f in den Konzentrationen 0,1 ng/ml (n = 20) und 10 ng/ml (n = 40) hatte

keinen signifikanten Effekt auf die bFGF-induzierte in vitro Angiogenese. Angabe der Daten als

Mittelwert + Standartabweichung; Signifikanz angenommen bei p < 0,05.
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6.3 Untersuchung pulmonaler Angiogenese in vitro an
Kokultursphiiroiden bestehend aus jeweils 500 humanen
pulmonalen mikrovaskuliren Endothelzellen (HULMEC)
und 500  humanen  pulmonalarteriellen  glatten

Muskelzellen (PASMC)

Relative kumulative Kapillarlange [%6]
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Abb.8: Ubersicht der Versuche zur in vitro Angiogenese von Kokultursphiroiden bestehend aus
jeweils 500 humanen pulmonalen mikrovaskuldren Endothelzellen (HULMEC) und 500
humanen pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen (PASMC)

Angegeben ist die relative kumulative Liange der von dem Zellsphiroid ausgehenden

Endothelsprossen nach 24stiindiger Kultur im dreidimensionalen Fibringel bezogen auf die

endogene angiogene Aktivitit (kumulative Sprossenlédnge der unstimulierten Kontrolle = 100%).

Die Daten (Mittelwert + Standartabweichung) reprisentieren mindestens n=80 vermessene

Sphéroide. * = signifikanter Unterschied im Vergleich zur Kontrolle, (p < 0,05).
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6.3.1 VEGF und bFGF induzieren pulmonale in vitro Angiogenese im
Spharoid-Kokulturassay
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Abb.9: Angiogene Effekte von VEGF und bFGF auf Kokultursphiroide bestehend aus jeweils
500 humanen mikrovaskulidren pulmonalen Endothelzellen (HULMEC) und 500 humanen
pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen (PASMC)

Angegeben ist die relative kumulative Liange der von dem Zellsphiroid ausgehenden

Endothelsprossen nach 24stiindiger Kultur im dreidimensionalen Fibringel bezogen auf die

endogene angiogene Aktivitdt (kumulative Sprossenlédnge der unstimulierten Kontrolle = 100%).

Die Zugabe von 50 ng/ml VEGF (n = 120) fiihrte zu einer signifikanten Steigerung der

angiogenen Aktivitit im Vergleich zur Kontrolle (n = 140). Die Zugabe von 50 ng/ml bFGF

fiihrte ebenfalls zu einer signifikanten Steigerung der in vitro Angiogenese (n = 140).

VEGF (n = 60) und bFGF (n = 40) in der Konzentration von 5 ng/ml hatten keinen signifikanten

Effekt auf die in vitro Angiogenese. Angabe der Daten als Mittelwert + Standartabweichung;

Signifikanz angenommen bei p < 0,05.

50



6.3.2 TGF-f in niedriger Konzentration induziert die pulmonale in

vitro Angiogenese im Sphiiroid-Kokulturassay
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Abb.10: Der angiogenesesteigernde Effekt von TGF-B in niedriger Konzentration auf
Kokultursphiroide bestehend aus jeweils 500 humanen mikrovaskulidren pulmonalen
Endothelzellen (HULMEC) und 500 humanen pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen
(PASMC)

Angegeben ist die relative kumulative Liange der von dem Zellsphiroid ausgehenden

Endothelsprossen nach 24stiindiger Kultur im dreidimensionalen Fibringel bezogen auf die

endogene angiogene Aktivitdt (kumulative Sprossenlédnge der unstimulierten Kontrolle = 100%).

Die Zugabe von 0,1 ng/ml TGF-B (n = 80) bewirkte eine gegeniiber der Kontrolle (n = 140)

signifikant angiogene Aktivitdt. Die Zugabe von 10 ng/ml TGF-B (n = 140) hatte keinen

signifikanten Einfluss auf die angiogene Aktivitit (n = 140 fiir Kontrolle , n = 80 fiir 0,1 ng/ml

TGF-B).
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6.3.3 TGF-f in niedriger Konzentration verstirkt die VEGF-induzierte

pulmonale in vitro Angiogenese im Sphiiroid-Kokulturassay
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Abbl1: TGF-B induzierte Verstirkung des angiogenen Effekts von VEGF auf die pulmonale in
vitro Angiogenese von Kokultursphiroiden bestehend aus jeweils 500 humanen
mikrovaskuldren pulmonalen Endothelzellen (HULMEC) und 500 humanen
pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen (PASMC)

Angegeben ist die relative kumulative Lidnge der von dem Zellsphédroid ausgehenden

Endothelsprossen nach 24stiindiger Kultur im dreidimensionalen Fibringel bezogen auf die

endogene angiogene Aktivitdt (kumulative Sprossenlédnge der unstimulierten Kontrolle = 100%).

Die Zugabe 0,1 ng/ml TGF-B (n= 80) bewirkte einen Trend zur Verstirkung des angiogenen

Effekts von 50 ng/ml VEGF (n = 120), (p = 0,1). Die Zugabe von 10 ng/ml TGF-B (n = 120) hatte

keinen Einfluss auf die VEGF-induzierte Angiogenese.
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6.3.4 TGF-f hat keinen Einfluss auf die bFGF-induzierte pulmonale in

vitro Angiogenese im Sphiiroid-Kokulturassay
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Abbl2: TGF-B bleibt konzentrationsunabhidngig ohne signifikanten Effekt auf die bFGF-

induzierte in vitro Angiogenese von Monokultursphiroiden bestehend aus jeweils 500

humanen mikrovaskuldren pulmonalen Endothelzellen (HULMEC) und 500 humanen

pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen (PASMC)

Angegeben ist die relative kumulative Lidnge der von dem Zellsphédroid ausgehenden

Endothelsprossen nach 24stiindiger Kultur im dreidimensionalen Fibringel bezogen auf die

endogene angiogene Aktivitdt (kumulative Sprossenlédnge der unstimulierten Kontrolle = 100%).

Die Zugabe von TGF-B in den Konzentrationen 0,1 ng/ml (n = 80) und 10 ng/ml (n = 140) hatte

keinen signifikanten Effekt auf die bFGF-induzierte in vitro Angiogenese. Angabe der Daten als

Mittelwert + Standartabweichung; Signifikanz angenommen bei p < 0,05.
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6.3.5 Die Kombination der Wachstumsfaktoren bFGF und TGF-§

wirkt angiogen auf Kokultursphdiroide
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Abb.13: Die Kombination der Wachstumsfaktoren TGF-B und VEGF wirkt angiogen auf

Kokultursphiroide bestehend aus jeweils 500 humanen mikrovaskuldren pulmonalen
Endothelzellen (HULMEC) und 500 humanen pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen
(PASMC) (n = 140 fiir Kontrolle und bFGF + 10 ng/ml TGF-B, n= 80 fiir bFGF +
0,1ng/ml TGF-B)
Angegeben ist die relative kumulative Lidnge der von dem Zellsphédroid ausgehenden
Endothelsprossen nach 24stlindiger Kultur im dreidimensionalen Fibringel bezogen auf die
endogene angiogene Aktivitit (kumulative Sprossenldnge der unstimulierten Kontrolle = 100%).
Angabe der Daten als Mittelwert + Standartabweichung; Signifikanz angenommen bei p < 0,05.
Durch Kombination beider Wachstumsfaktoren ist eine gegeniiber der Kontrolle signifikant
erhohte Angiogenese zu beobachten. Wie auch bei der Kombination von bFGF mit TGF-8
angedeutet und ebenfalls nicht signifikant der hemmende Effekt von TGF-B in hdheren

Konzentrationen.
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6.3.6 bFGF wirkt in gleicher Konzentration stirker angiogen als

VEGF
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Abb.14: Die angiogene Wirkung von bFGF auf Kokultursphéroide bestehend aus jeweils

500 humanen mikrovaskuldren pulmonalen Endothelzellen (HULMEC) und 500 humanen

pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen (PASMC)ist bei gleicher Konzentration stéirker

als die von VEGF (n = 120 fiir 50 ng/ml VEGF und n = 140 fiir 50 ng/ml bFGF)
Angegeben ist die relative kumulative Lidnge der von dem Zellsphédroid ausgehenden
Endothelsprossen nach 24stiindiger Kultur im dreidimensionalen Fibringel bezogen auf die
endogene angiogene Aktivitdt (kumulative Sprossenlédnge der unstimulierten Kontrolle = 100%).

Angabe der Daten als Mittelwert + Standartabweichung; Signifikanz angenommen bei p < 0,05.
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6.4 Kokultursphdroide zeigen im dreidimensionalen Fibringel

eine gegeniiber Monokultursphdiroiden signifikant hohere

Spontanangiogenese
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Abb.15: Quantifizierung der Spontanangiogenese von Mono- und Kokultursphiroiden

bestehend aus 1000 humanen mikrovaskuldren Endothelzellen HULMEC (n = 120) bzw.
500 humanen vaskuliren Endothelzellen (HULMEC) und 500 humanen
pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen (PASMC) (n = 140).
Angegeben ist die absolute kumulative Linge der von dem Zellsphiroid ausgehenden
Endothelsprossen nach 24stiindiger Kultur im dreidimensionalen Fibringel. Angabe der Daten als

Mittelwert + Standartabweichung; Signifikanz angenommen bei p < 0,05.

Die Abbildung zeigt die kumulierten Absolutwerte aller durchgefiihrten Versuche fiir die
Kontrollgruppe. Die Werte der Abszisse stellen die Kapillarlangen in Pixelabstdnden ohne Einheit
dar. Die Kokultur-Sphéroide zeigten bei stirkerer Streuung insgesamt mehr messbare spontane

angiogene Aktivitit.
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6.5 In Kokultursphdiroiden aus humanen mikrovaskuliiren
Endothelzellen und humanen pulmonalarteriellen glatten
Muskelzellen ist die VEGF-induzierte Angiogenese
schwicher als in Monokultursphdroiden aus

Endothelzellen (HULMEC)
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Abb.16: Quantifizierung der VEGF-induzierten Angiogenese von Mono- und

Kokultursphiroiden bestehend aus 1000 humanen mikrovaskuldren Endothelzellen
HULMEC (n mind. > 40) bzw. 500 humanen vaskuldren Endothelzellen
(HULMEC) und 500 humanen pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen (PASMC)
(n > 60).
Angegeben ist die relative kumulative Liange der von dem Zellsphiroid ausgehenden
Endothelsprossen nach 24stiindiger Kultur im dreidimensionalen Fibringel bezogen auf die
endogene angiogene Aktivitit (kumulative Sprossenlédnge der unstimulierten Kontrolle = 100%).
Angabe der Daten als Mittelwert = Standartabweichung; Signifikanz angenommen bei p < 0,05.
Es zeigt sich eine (nicht signifikant) schwéchere VEGF-induzierte Angiogenese der

Kokultursphiroide vor allem bei niedrigen Konzentrationen von VEGF (5 ng/ml: p=0,077).
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Relative kumulative Kapillarlange [%6]

6.6 TGF-f wirkt in  geringer  Konzentration  auf
Kokultursphdiroide aus humanen pulmonalen
mikrovaskuliren  Endothelzellen (HULMEC) und
humanen  pulmonalarteriellen  glatten = Muskelzellen
(PASMC) stiirker angiogen als auf Monokultursphdroide
aus Endothelzellen (HULMEC)
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Abb.17: Angiogene Effekte von TGF-f in geringer Konzentration (0,1 ng/ml) auf
Monokultursphéroide aus jeweils 1000 humanen pulmonalen Endothelzellen (HULMEC)
und Kokultursphiroide aus jeweils 500 humanen pulmonalarteriellen glatten
Muskelzellen (PASMC) und 500 HULMEC.

Angegeben ist die relative kumulative Liange der von dem Zellsphiroid ausgehenden

Endothelsprossen nach 24stiindiger Kultur im dreidimensionalen Fibringel bezogen auf die

endogene angiogene Aktivitit (kumulative Sprossenlédnge der unstimulierten Kontrolle = 100%).

Angabe der Daten als Mittelwert = Standartabweichung; Signifikanz angenommen bei p < 0,05.

Die Zugabe von 0,1 ng/ml TGF-B entweder allein oder in Kombination mit VEGF oder bFGF

hatte bei den Kokultursphéroiden eine gegeniiber den Monokultursphéroiden signifikant stérkere

angiogene Aktivitét zur Folge.
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6.7 Untersuchung systemischer Angiogenese in Vvitro an
Kokultursphiiroiden bestehend aus 500 humanen dermalen
mikrovaskuliren Endothelzellen (HDMEC) und 500
humanen  pulmonalarteriellen  glatten = Muskelzellen

(PASMC)
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Abb. 18:  Ubersicht der Versuche zur in vitro Angiogenese von Kokultursphiroiden bestehend
aus jeweils 500 humanen dermalen mikrovaskuldren Endothelzellen (HDMEC) und
500 humanen pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen (PASMC).

Angegeben ist die relative kumulative Lidnge der von dem Zellsphédroid ausgehenden

Endothelsprossen nach 24stiindiger Kultur im dreidimensionalen Fibringel bezogen auf die

endogene angiogene Aktivitdt (kumulative Sprossenlinge der unstimulierten Kontrolle =

100%).Die Daten reprdsentieren n = 80 Sphdroide. Angabe der Daten als Mittelwert +

Standartabweichung; Signifikanz angenommen bei p < 0,05.

Die angiogenen Substanzen VEGF und bFGF steigerten in der Konzentration 50 ng/ml die

angiogene Aktivitat signifikant gegeniiber der Kontrolle. TGF-P hatte keinen signifikanten Effekt

auf die angiogene Aktivitdt der Sphéroide.
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6.8 Die systemische und die pulmonale in vitro Angiogenese

unterscheiden sich im dreidimensionalen Sphdroidassay nicht.
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Abb.19:

Ubersicht der Versuche zur in vitro Angiogenese von Kokultursphiiroiden bestehend

aus jeweils 500 humanen pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen (PASMC) und

500 humanen dermalen mikrovaskuldren Endothelzellen (HDMEC) bzw. 500

humanen pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen (PASMC) und 500 humanen

pulmonalen mikrovaskuldren Endothelzellen

Angegeben ist die relative kumulative Lidnge der von dem Zellsphédroid ausgehenden

Endothelsprossen nach 24stiindiger Kultur im dreidimensionalen Fibringel bezogen auf die

endogene angiogene Aktivitdt (kumulative Sprossenldnge der unstimulierten Kontrolle

100%).Die Daten repriasentieren mindestens n = 80 Sphédroide. Angabe der Daten als Mittelwert +

Standartabweichung; Signifikanz angenommen bei p < 0,05.

Die in vitro Angiogenese systemischer und pulmonaler mikrovaskuldrer Endothelzellen in

Kokultur mit pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen unterscheiden sich im dreidimensionalen

Sphéroidassay nicht voneinander.
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6.9 Immunfluoreszenz-Untersuchungen von Zellsphdroiden

6.9.1 Untersuchung der Sphdroide vor der Einbettung in die

dreidimensionale Gelmatrix

6.9.1.1 Expression des [Endothelantigens CDI46 und des

Basalmembranantigens Kollagen IV

/

© 20.00 pm 20.00 pm

A: Farbung von Monokultur- B: Farbung von Monokultur-
sphéaroiden gegen CD 146 sphéaroiden gegen Kollagen 1V

Abb.20
A: Der Endothelmarker CD146 (KlonP1H12) im Monokultur-Endothelzellsphéroid vor
Einbettung in die Gelmatrix. Die Abbildung zeigt einen 5 pm-Gefrierschnitt durch ein
Endothelzellsphédroid bestehend aus 1000 humanen pulmonalen mikrovaskuldren
Endothelzellen (HULMEC). CD146 (griin) ist im gesamten Sphéroid exprimiert, mit
Betonung der Sphiroidoberfliche. Die Zellkerne sind rot markiert (Propidiumiodid)

B: Das Basalmembranantigen Kollagen IV (griin) ist im Monokultur-Endothelzellspharoid
exprimiert. Dies ist ein Hinweis auf eine reguldre Bildung einer Basalmembran zwischen
den in die Agglomeratbildung gezwungenen Endothelzellen. Die Zellkerne sind rot

markiert (Propidiumiodid).
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6.9.1.2 Expression von CDI146, Laminin und Kollagen IV in
Kokultur-Sphdroiden bestehend aus humanen pulmonalen

mikrovaskuldiren Endothelzellen und humanen

pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen.

A/B: Farbung gegen CD 146 D: Farbung gegen Laminin
C: Farbung gegen Kollagen IV

Abb.21
A/B:  Der Endothelmarker CD146  (KlonP1H12)  Endothel-Glattmuskelzell-
Kokultursphiroiden vor Einbettung in die Gelmatrix. Die Abbildungen zeigen 5 pm-
Gefrierschnitte durch Endothel-Glattmuskelzell-Kokultursphéroide bestehend aus jeweils
500 humanen pulmonalen mikrovaskuldren Endothelzellen (HULMEC) und 500 humanen
pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen. CD146 (griin) ist im gesamten Sphéroid
exprimiert, mit Betonung der Sphédroidoberfliche. Die Zellkerne sind rot markiert

(Propidiumiodid) und finden sich vorwiegend in den &uferen Breichen des Spharoids.
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C: Das Basalmembranantigen Kollagen IV (griin) ist im Endothel-Glattmuskelzell-
Kokultursphédroid exprimiert. Deutlicher noch als im Endothelzell-Monokultursphéroid
zeigt sich eine membranartige Exprimierung des Basalmembranantigens. Dies ist ein
Hinweis auf die reguldre Ausbildung einer Basalmembran innerhalb der Endothelzellen aber
auch zwischen Endothel- und glatten Muskelzellen. Die Zellkerne sind rot markiert
(Propidiumiodid).

D: Das Basalmembranantigen Laminin (griin) ist ebenso wie Kollagen IV im Endothel-
Glattmuskelzell-Kokultursphdroid exprimiert. Dies unterstreicht die Feststellung, dass
reguldr Basalmembranproteine innerhalb der Sphéroide gebildet werden. Die Zellkerne sind

rot markiert (Propidiumiodid).

6.9.2 Paraffinschnitte von eingebetteten Sphiiroiden

6.9.2.1 Firbung gegen vWF, bzw. vWF und a-Actin

20pm

A: Monokultursphéroid, gefarbt B-D: Kokultursphéroide, gefarbt
gegen VWF gegen a-Actin und VWF
Abb. 22

A: Der Endothelmarker von-Willebrand-Faktor in  Endothel-Glattmuskelzell-
Kokultursphiroiden nach Einbettung in die Gelmatrix. Die Abbildungen zeigen 5 um-
Paraffinschnitte durch Endothel-Glattmuskelzell-Kokultursphiroide bestehend aus jeweils
500 humanen pulmonalen mikrovaskuldaren Endothelzellen (HULMEC) und 500 humanen

pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen. VWF (griin) ist im gesamten Sphéaroid
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exprimiert. Die Zellkerne sind blau markiert (HOECHST 33342). In den angeschnittenen
Sprossen finden sich regelmidBlig mehrere Zellkerne, d.h. die Sprossen werden von
mehreren Zellen gebildet.

B-D: Der Endothelmarker von-Willebrand-Faktor und der Glattmuskelzellmarker a-Actin
in Endothel-Glattmuskelzell-Kokultursphéroiden nach Einbettung in die Gelmatrix. Die
Abbildungen  zeigen 5  um-Parafinschnitte  durch  Endothel-Glattmuskelzell-
Kokultursphiroide bestehend aus jeweils 500 humanen pulmonalen mikrovaskuldren
Endothelzellen (HULMEC) und 500 humanen pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen.
VWEF (griin) ist in nahezu allen angeschnittenen Sprossen exprimiert. a-Actin (rot) ist
hauptséchlich im Zentrum der Sphiroide exprimiert. Einige der Angeschnittenen Sprossen
zeigen neben der Expression von VWF eine Expression von o-Actin, was der
Stabilisierung der Endothelsprossen durch glatte Muskelzellen entspricht. Die Zellkerne
sind blau gefarbt (HOECHST 33342). Die Sprossen bestehen durchweg aus mehreren

Zellen. Im innersten Zentrum des Sphéroids sind keine vitalen Zellkerne nachweisbar.
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7 Diskussion

7.1 Diskussion des Modells

Die Angiogenese spielt eine wesentliche Rolle bei physiologischen Prozessen der Ontogenese,

1.168 . . . .
©>" sowie bei pathologischen Prozessen wie

des Organwachstums und der Reproduktion
Wundheilung, Inflammation und Tumorwachstum''®*'”’. LungengefiBe entstehen wihrend der
Organentwicklung durch Vaskulogenese im peripheren Mesenchym sowie durch Ausbreitung der
grofen GefiBe von zentral nach peripher durch Angiogenese ''. In der adulten Lunge ist die
Bildung neuer Gefdle bei verschiedenen entziindlichen (Asthma, Infektion), neoplastischen

172-174 .
7217 . Interessanterweise

(Bronchialkarzinom) sowie fibrosierenden Erkrankungen zu beobachten
entstehen die neu gebildeten Gefidlle bei diesen pathologischen Prozessen iiberwiegend aus dem
bronchialarteriellen GefaBsystem und nicht aus den Vasa publica, dem pulmonalarteriellen oder

', Bei fibrosierenden Erkrankungen wurde vornehmlich die

pulmonalkapilldren GefdB3system
Bildung von Anastomosen zwischen Bronchialarterien und pulmonalem GefiBbett beobachtet'’°.
Im Vergleich zur pathologischen Gefdllneubildung, welche so gut wie ausschlieBlich aus dem
bronchialarteriellen =~ Gefdllsystem  geschieht, wird bei  verschiedenen  wichtigen
Lungenerkrankungen ein progredienter Untergang von pulmonalarteriellen GefdBlen (pulmonale
Hypertonie) sowie von pulmonalkapilliren GefiBen (COPD, Emphysem) beobachtet 7.

Alle Blutgefdlle unseres Korpers sind mit einem einschichtigen Endothel ausgekleidet. Fiir einen
70kg schweren Menschen macht das ,,Organ® Endothel eine Fliche von iiber 1000m® aus und
wird auf ein Gesamtgewicht von ungefihr 100g geschitzt'®’. Werden Endothelzellen kultiviert,
behalten sie die Eigenschaft, einschichtig als so genannter Monolayer zu wachsen, bei'™'.
Endothelzellen stellen eine heterogene Zellentitit dar, sind sie doch in unterschiedlichen Organen
mit unterschiedlichen, teilweise diametralen Aufgaben betraut. Wéhrend sie im ZNS einen
moglichst dichten Verband bilden, um die Blut-Hirn-Schranke zu etablieren und aufrecht zu
erhalten, stellen sie beispielsweise in der Leber durch Fenestrierung die Grundlage fiir die
Blutentgiftung durch die Hepatozyten dar, indem sie weite Sinusoide fiir maximalen
Stoffaustausch bilden.'®"”

Werden Endothelzellen in ein in vitro-Modell integriert, kann die Herkunft der Zellen und ihr
Differenzierungsgrad erheblichen Einfluss auf das Verhalten der Zellen im Modell ausiiben. Je
besser es gelingt, Endothelzellen in vitro in ihrem originale Differenzierungsgrad zu erhalten,

182 Die Isolation und

umso organspezifischer kann das betreffende Modell interpretiert werden
Kultur differenzierter, mikrovaskuldrer Endothelzellen ist ungleich schwieriger, als die Isolation

beispielsweise von Nabelschnurvenenendothelzellen. Miissen die Zellen vor ihrem
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experimentellen Einsatz allerdings erst stark in vitro expandiert werden, verlieren sie sicherlich
zunehmend spezifische Merkmale, da mikrovaskuldre Endothelzellen physiologischerweise nur
eine sehr geringe Zellteilungsrate haben'™.

Die zentrale Rolle der Endothelzellen bei der Angiogenese ist unbestritten und in zahlreichen in
vivo und in vitro Untersuchungen belegt. Mechanismen der Angiogenese nur an Endothelzellen
zu untersuchen ist addquat fiir viele Fragen der Endothelzellbiologie und hat das Verstindnis der
Angiogenese in den letzten Jahren enorm vertieft. Allerdings wird dabei ein wichtiger
Einflussfaktor auller Acht gelassen: Endothelzellen stehen im Blutgefd3 in engem rdumlichen und
funktionellen Kontakt mit den sie umgebenden Perizyten und Glattmuskelzellen. Dass diese
interzelluldre Kommunikation erhebliche Auswirkungen auf die Funktion der Endothelzellen und
damit auch auf die Angiogenese hat, wurde in zahlreichen Versuchen gezeigt’™'*,

Damit erwichst die Notwendigkeit, diese Einflussfaktoren bei einem die pulmonale Angiogenese
imitierenden Modell zu beriicksichtigen. Das dreidimensionale Kokultursphiroidmodell ist ein
experimenteller Ansatz hierzu, und es konnten in den vorgelegten Untersuchungen deutliche
Einfliisse der muralen Zellen auf die endotheliale Angiogenese gezeigt werden.

Ein Sphiroidmodell fand bereits Anwendung bei Tumorzellstudien und wurde kiirzlich auch in

185-187 . 1 ..
. Es ermoglicht, aus Geweben isolierte,

zur Untersuchung der Angiogenese eingesetzt
primére Zellen in einer kiinstlichen Extrazelluldrmatrix wachsen und ihrer Funktion entsprechend

agieren zu lassen.
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7.2 Zellulire Zusammensetzung der Sphdroide

Im Rahmen der Etablierung des dreidimensionalen Kokultursphiroidmodells wurden
immunhistologische Untersuchungen an den Sphiroiden vor und nach Einbettung in die
Gelmatrix durchgefiihrt. Die immunhistologische Untersuchung der Sphiroide hatte zwei Ziele:
e Erstens sollte die interne zelluldre und Extrazellulirmatrix-Zusammensetzung der Mono-
und Kokultursphiroide analysiert werden.
e Zweitens sollte die zellulire Zusammensetzung der Kapillarsprossen der Kokultur-
Sphiroide analysiert werden, um genaueren Aufschluss {iiber die Interaktion und

Lokalisation von Endothel und muralen Zellen zu erhalten.

Die fiir die Imunfluoreszenz-Farbungen verwendeten Antikorper wurden so ausgewéhlt, dass die
Charakterisierung und Identifizierung des Zelltyps moglich waren.

Zu den, Endothelzell-spezifischen Antigenen zdhlen unter anderem von Willebrand Faktor
(VWF), CD31 und CD146""'®  Antikorper gegen diese Antigene wurden im Rahmen der
immunhistologischen Untersuchungen verwendet. Die Farbung der glatten Muskelzellen erfolgte

mit Antikorpern gegen a-Glattmuskelzell-Aktin.

Es zeigte sich eine diffuse Verteilung CD146- bzw. vWF-positiver Endothelzellen im
Kokulturspéroid (sieche Abb. 21). Die Sphiroidoberfliche wurde fast ausschlieflich durch
Endothel gebildet. Es zeigte sich eine besonders starke Expression von CD146 bzw. vWF durch
Endothelzellen an der Oberfliche des Sphiroids, dieses ist als Zeichen der besonders guten
Differenzierung der im Kontakt mit der Gelmatrix stehenden Zellen zu interpretieren, welche den
Ausgangspunkt fiir das kapillire Aussprossen darstellten. Der interne Aufbau der
Kokultursphédroide mit mikrovaskuldren Endothelzellen deckte sich nicht mit der von Korff et al.
beschriebenen klaren Schichtung von zentral lokalisierten Glattmuskelzellen und einer
Hiillschicht aus makrovaskuldren Nabelschnurvenen-Endothelzellen'’. Diesbeziiglich kann eine
groflere Resistenz mikrovaskuldrer Endothelzellen gegen Hypoxie oder Substratmangel im
Inneren des Sphéroids postuliert werden, die nicht zu einem frithen Absterben innen liegender
Endothelzellen fiihrt.

Bemerkenswert ist die Tatsache, dass das Modell damit eine der physiologischen Situation im
GefaBl genau umgekehrte Schichtung von Endothelzellen und Glattmuskelzellen aufwies. Kam es
zum Aussprossen einer endothelialen Kapillarstruktur und deren duflere Stabilisation durch glatte
Muskelzellen, herrschten fiir den neu entstandenen Gefdl3spross physiologische Bedingungen

hinsichtlich der Zellschichtung. Die Immunfluoreszenz von eingebetteten Kokultursphiroiden
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zeigte eine Stabilisierung primdr endothelialer Sprossen durch a-Aktin-positive glatte

Muskelzellen.

Bei der immunbhistologischen Untersuchung eingebetteter, bereits ausgesprosster Sphéroide zeigte
die Kernfiarbung mit Hoechst 33342, dass jeder einzelne Spross aus mehreren Endothelzellen
bestand. Es handelte sich also nicht um zytoplasmatische Ausldufer einer Endothelzelle, sondern
vielmehr um eine zielgerichtete Migration mehrer Endothelzellen, wie sie beider Angiogenese in

vivo beobachtet wird'®’.

7.3 In vitro Angiogenese der Mono- und Kokultursphdroide

7.3.1 Effekte von VEGF

VEGF ist ein Schliisselmediator der Angiogenese, physiologisch wie pathologisch, nachgewiesen
in zahlreichen in vivo und in vitro Modellen’". Endothelzellen sind existenziell auf das
Vorhandensein von VEGF angewiesen. Erst nach Stabilisierung primitiver Endothelsprossen
durch Perizyten bzw. glatte Muskelzellen ldsst diese vitale Anhangigkeit nach™. Biochemisch ist
VEGEF ein basisches, dimeres, heparinbindendes Glycoprotein mit struktureller Beziehung zu den
plittchenhergeleiteten Wachstumsfaktoren'”'. Zur VEGF-Familie werden derzeit fiinf Mitglieder
gezihlt, VEGF-A, -B, -C, -D, und —E. Der plazentale Wachstumsfaktor PLGF zihlt ebenfalls zu
den VEGF-verwandten Substanzen. Den grofiten Einfluss auf die Angiogenese von
Gefdllendothelzellen hat VEGF-A, welches im Korper in fiinf aktiven Isoformen mit
unterschiedlicher Rezeptoraffinitit und Halbwertszeit vorkommt'”. Die Isoform VEGF s ist die
im Korper am hdufigsten vorkommende und wird deshalb oft schlicht VEGF-A oder nur VEGF
genannt. VEGF wird ubiquitdr im Korper als Antwort auf einen hypoxischen Reiz gebildet.
Einige Untersuchungen belegen sogar die Expression von VEGF in Endothelzellen selbst als

'3 Die Regulation der Expression von VEGF geschieht iiber die Hypoxie-

Antwort auf Hypoxie
induzierbaren Faktoren HIF’’. Die Wirkung von VEGF auf Endothelzellen durch die Rezeptoren
VEGFR-1 und VEGFR-2 und Neuropilin vermittelt, wobei die angiogenen Effekte iiberwiegend

{iber VEGFR-2 vermittelt werden'®.

Fir die Versuche mit Mono- und Kokultursphiroiden wurde VEGF¢s verwendet. Die
Konzentrationen in den Versuchsreihen betrugen (5-50 ng/ml). In Vorarbeiten konnte gezeigt
werden, dass in diesem Dosisbereich die maximale zelluldre Reaktion zu erwarten ist. Sowohl in

den Versuchen mit Mono- als auch mit Kokultursphéroiden bewirkte die Zugabe von VEGF eine
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gegeniiber der Kontrolle signifikant hohere angiogene Aktivitit (s. Abb. 5, 9). Ein
konzentrationsabhidngiger Effekt scheint anhand der gewonnen Daten wahrscheinlich, konnte
jedoch nicht statistisch signifikant belegt werden.

Die Kokultur von Endothelzellen mit glatten Muskelzellen fiihrte zu geringerer angiogener
Reaktion der Endothelzellen auf VEGF, wie es von anderen Autoren bereits beobachtet wurde'®’
(s. Abb. 16 ). Bei den Monokulturversuchen zeigte sich eine gegeniiber der Kontrolle signifikant
hohere angiogene Aktivitdt bereits nach Zugabe von 5 ng/ml VEGF, wihrend dies bei den
Kokulturversuchen erst bei einer Konzentration von 50 ng/ml VEGF der Fall war. Ein solcher
Effekt wurde bereits fiir Nabelschnurvenenendothelzellen in Kokultur mit glatten Muskelzellen
gezeigt. In der Kokultur mit Endothelzellen exprimieren glatte Muskelzellen unter anderem
aktiviertes TGF-B, welchem antiangiogene, antimigrative und antiproliferative Wirkungen auf

419 " In mehreren Experimenten, so auch in den

Endothelzellen zugeschrieben wurden
vorliegenden Untersuchungen konnte jedoch kein identischer Effekt durch exogen zugefiihrtes
TGF-p erzielt werden. Der Grund kann zum einen in der fehlenden notwendigen Aktivierung des
Proteins, zum anderen in indirekten Effekten, beispielsweise der Induktion von Enzymen der

Degradierung der extrazelluldren Matrix, als wichtiger Wirkmechanismus vermutet werden.

7.3.2 Effekte von bFGF

Der basische Fibroblastenwachstumsfaktor spielt ebenso wie VEGF eine entscheidende Rolle in
der Regulation der Angiogenese, insbesondere der embryonalen Angiogenese'™". Thm wird unter
anderem die wichtige Rolle zugeschrieben, die Induktion der Angioblastenbildung aus dem

0

Mesoderm zu triggern'®. Des Weiteren scheint bFGF essentiell fiir die Entwicklung und

Unterhaltung der Integritit des BlutgefiBsystems des Embryos zu sein'”.

Es wird von
Endothelzellen und glatten Muskelzellen exprimiert und kommt daher ubiquitir im Kérper vor'*°.
Im in-vitro-Assay steigert bEGF die Angiogenese von Endothelzellen'”’, in glatten Muskelzellen
die Expression von VEGF und wirkt demnach direkt und indirekt angiogen auf Endothelzellen'®.
In den Vorliegenden Untersuchungen konnte fiir bFGF ebenso eine klar angiogene Wirkung an
humanen mikrovaskuldren Endothelzellen gezeigt werden. Diese stellte sich insgesamt deutlich
dosisabhidngig dar. In einer Konzentration, in der VEGF die Angiogenese bereits deutlich
steigerte, hatte bFGF keinen angiogenen Effekt. Die groBte angiogene Wirkung aller eingesetzten
Wachstumsfaktoren in Monokulturversuchen wurde nach Zugabe von 50 ng/ml bFGF beobachtet.
Im Gegensatz zum angiogenen Effekt von VEGF ist der von bFGF nicht durch die enge

Nachbarschaft von Endothelzellen und glatten Muskelzellen beeinflusst und zeigt sich in beiden

Versuchsgruppen analog.
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7.3.3 Effekte von TGF-f

Die transformierenden Wachstumsfaktoren-f, aus deren Reihen das verwendete TGF-1 stammt,
haben differentielle, konzentrationsabhingige, Effekte auf die Angiogenese'”’. In niedriger
Konzentration ist liber Induktion angiogener Faktoren und Proteinasen ein angiogener Effekt
beschrieben, in hoher Konzentration iiberwiegt ein gefdBstabilisierender Effekt durch
Wachstumshemmung der Endothelzellen und Differenzierung und Rekrutierung von glatten
Muskelzellen'. Diese paradoxe Rolle wird iiber intrazellulire Signalwege, in welche die Smad-
Proteine zentral integriert sind, vermittelt'”. TGF-p -Rezeptoraktivierung fiihrt zur
Phosphorylierung von u.a. Smad-2 und -3, diese binden Smad-4, translozieren in den Nukleus
und initiieren dort die Smad-abhingige Transkription.

Kiirzlich wurde gezeigt, dass die antiangiogene Wirkung durch Smad-2-abhéngige Expression
von Thrombospondin, einem antiangiogenem Faktor mit VEGF-inhibierender Wirkung vermittelt
wird. Fiir Thrombospondin, einem heparinbindenden Protein der extrazelluldren Matrix, sind
zwei  Mechanismen  der  VEGF-Inhibition  beschrieben.  Grundlage  ist  die
Heparinbindungsfahigkeit ~ von  Thrombospondin  und  dessen  Féhigkeit, @ VEGF
konzentrationsabhidngig zu binden Die Inhibition der VEGF-abhingigen Proliferation von
Endothelzellen geschieht zum einen iiber eine kompetitive Verdringung von VEGF von
Heparinsulfat an der Oberfldche der Endothelzellen, zum anderen iiber eine direkte Bindung von
Thrombospondin an der heparinbindendenden Region von VEGF, wo ein erheblicher Anteil
(35%) der mitogenen Aktivitdt von VEGF lokalisiert ist?®.

Eine angiogene Wirkung von TGF-B wird vermittelt durch Smad-3 u.a. durch Expression von
VEGF-A*"!. Des weiteren wird dieser Familie von Wachstumsfaktoren eine entscheidende Rolle
in der Atiologie verschiedener Tumorerkrankungen zugesprochen, meist verbunden mit einer

199 1
. Eine

Minderfunktion des TGF-B-Systems und folgendem Fehlen einer Zellwachstumskontrolle
Wirkung von TGF-B alleine, d.h. nicht in Kombination mit anderen Wachstumsfaktoren auf
Endothelzell-Monokulturen wurde in den vorliegenden Untersuchungen nicht beobachtet, was
sich  mit den Ergebnissen anderer Autoren deckt. Anders ist dies, wenn

Wachstumsfaktorkombinationen eingesetzt werden”"?

. In der Kokultur von Endothel- und glatten
Muskelzellen konnte gezeigt werden, dass von Perizyten gebildetes TGF-B eine Induktion der
Expression von VEGF-Rezeptor-1 in Endothelzellen hervorruft und diese so vor VEGF-Mangel-
induzierter Apoptose, wie sie beispielweise bei der Frithgeborenen-Retinopathie beobachtet wird,
schiitzt””. Glatte Muskelzellen produzieren, durch TGF-p induziert VEGF und bFGF, was zur

204 Dies kann den in den Kokulturversuchen

Angiogenesesteigerung von Endothelzellen fiihrt
beobachteten und in den Monokulturversuchen nicht vorhandenen angiogenen Effekt von TGF-f

erklaren. Wie zu Beginn dieses Absatzes erldutert wurde, ist die Wirkung von TGF-§ sehr
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komplex und die Mechanismen, durch die angiogene und angiostatische Signale erzeugt werden,
sind nicht abschlieBend gekldrt. Zur Klarung dieser Mechanismen an dem vorgestellten

Sphiroidmodell sind zukiinftig weitere Untersuchungen notwendig.

7.3.4 Effekte der Kombination von TGF-f mit VEGF und bFGF

Die komplexen Wirkmechanismen von TGF-B beinhalten unter anderem die Induktion der
Expression von VEGF und bFGF in glatten Muskelzellen. Als Reaktion auf Hypoxie bilden glatte
Muskelzellen ebenfalls VEGF, jedoch kein bFGF***. In den durchgefiihrten Monokulturversuchen
konnte keine signifikante Modulation der VEGF- bzw. bFGF-induzierten Angiogenese durch
TGF-p gezeigt werden. Es fand sich eine stérkere Inhibition der VEGF-induzierten als der bFGF-
induzierten Angiogenese der Endothelsphiroide in der hohen Konzentration von 10 ng/ ml (Abb.
6,7). Ein moglicher Erkldrungsansatz hierfiir liegt in der TGF-f abhéngigen, Smad-vermittelten
Transkription des VEGF-Antagonisten Thrombospondin. Wie im vorangegangenen Absatz
beschrieben wurde, kommt es nach Bindung von TGF-f an seinen Rezeptor zur Phosphorylierung
von Smad-3 und hieriiber letztlich zur Transkription von Thrombospondin, welches die VEGF-
Wirkung auf Endothelzellen iliber zwei Mechanismen reduziert. Grundlage der Wirkung ist die
Heparinbindungsfahigkeit von VEGF, welche entscheidend fiir dessen Wirkung auf die
Endothelzellen ist. Hier wirkt Thrombospondin dank seiner hoheren Affinitit zu Heparinsulfat
kompetitiv antagonistisch. Des Weiteren bindet Thrombospondin an VEGF und reduziert so die
mitogene Aktivitit von VEGF erheblich. Zusitzlich konnte gezeigt werden, dass
Thrombospondin inaktives TGF-f direkt im Sinne einer positiven Riickkoppelung aktivieren

2
kann>%

. Nicht geklart ist letztlich die Frage, wann TGF-B sein angiogenes und wann es sein
angiostatisches Potential entfaltet. Da die angiogenen Effekte in niedriger Konzentration
beschrieben, und die angiostatischen Effekte in hoher TGF-B-Konzentration in der vorliegenden
Arbeit gezeigt werden konnten, scheint die Phosphorylierung von Smad-3 und die darauf
folgende Expression von VEGF-A erst ab einer gewissen Mindestkonzentration von TGF-§-
abhéngig exprimiertem Thrombospondin die angiogenen Effekte zu iibertreffen.

Ein die VEGF- bzw. bFGF-induzierte Angiogenese steigernder Effekt durch niedrige
Konzentrationen von TGF-f wurde in den Versuchen mit Monokultursphédroiden nicht
beobachtet. Bei den Kokultursphéroiden zeigte sich ebenfalls kein signifikanter Einfluss von
TGF-p auf die VEGF-bzw. bFGF-induzierte Angiogenese. Tendenziell wurde eine Steigerung der
VEGF-induzierten Angiogenese durch TGF- in niedriger Konzentration (0,1ng/ml) beobachtet.

Hier zeigte sich also ein gegenldufiger TGF-B-Effekt in der Mono- und Kokultur, auf den im
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Weiteren noch eingegangen werden wird. Festzuhalten bleibt der deutlichere Effekt auf die

VEGF-induzierte als die bFGF-induzierte Angiogenese von Mono- und Kokultursphiroiden.

7.3.5 Vergleich der Mono- und Kokultursphdroide

Fines der fiir diese Arbeit formulierten Ziele war die Suche nach dem Einfluss interzellulédrer

Kontakte zwischen Endothelzellen und glatten Muskelzellen auf die angiogene Aktivitdt von

humanen pulmonalen mikrovaskulidren Endothelzellen. Dazu wurden alle Versuchsreihen mit

Mono- und Kokultursphédroiden, entweder bestehend aus 1000 Endothelzellen oder aus 500

Endothel- und 500 glatten Muskelzellen durchgefiihrt und die Ergebnisse verglichen. Die Daten

machen eine Dreiteilung der Ergebnisse in der Diskussion sinnvoll:

1.

Vergleich der Spontanangiogenese von Mono- und Kokultursphiroiden: Die kumulative
Kapillarldnge pro Sphéroid lag bei den Kokultursphiroiden deutlich hoher als bei den
Monokultursphéroiden (s. Abb. 15). Die Stabilisierung der Endothelsprossen durch glatte
Muskelzellen, welche ein besseres Uberleben der Endothelzellen in der Gelmatrix
bedingen kann, sowie die glattmuskuldre Produktion angiogener Faktoren koénnten

Erklarungen dafiir sein.

Vergleich der VEGF- und bFGF-stimulierten Angiogenese von Mono- und

Kokultursphiroiden: Die Stimulation der Angiogenese durch VEGF und bFGF fiihrte bei

beiden Gruppen, Mono- wie Kokultursphiroiden, zu einer gegeniiber der Kontrolle

signifikant erhohten angiogenen Aktivitit. Unterschiede zwischen Mono- und Kokultur

zeigten aber sich vor allem in der hoheren VEGF-Sensitivitdt der Monokultursphéroide,
187

wie sie von anderen Autoren bereits beschriecben wurde ®'. Beziiglich der

Angiogeneseinduktion durch bFGF wurde ein solcher Effekt nicht beobachtet.

Vergleich des Einflusses von TGF-f auf die VEGF- und bFGF-stimulierte Angiogenese
von Mono- und Kokultursphédroiden: TGF-B-Applikation allein steigerte die Angiogenese
von Kokultursphédroiden signifikant gegeniiber der von Monokultursphiroiden nach
gleicher Behandlung, nicht aber signifikant gegeniiber der Kokultursphéroid-Kontrolle. In
Kombination mit VEGF und bFGF liefen sich ebenfalls signifikante Unterschiede
zwischen Mono- und Kokulturversuchen mit TGF-f3 herausarbeiten. Die Kokultur von
humanen pulmonalen mikrovaskuldren Endothelzellen mit humanen pulmonalen glatten

Muskelzellen bewirkt eine gegeniiber der Monokultur dieser Endothelzellen signifikante
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Steigerung der VEGF- und bFGF-induzierten Angiogenese durch TGF-B in niedriger
Konzentration (0,1ng/ml).

Es handelt sich also offensichtlich um eine Modulation des TGF-B-Effektes durch die
glatten Muskelzellen.

Die Wirkung von TGF-B wird iiber die Bindung an einen aus zwei Rezeptoren
bestehenden Rezeptorkomplex vermittelt. Dabei fiihrt die Bindung an den aus Typ-I und
Typ-II bestehenden Komplex zur Aktivierung der Typ-I-Serin/Threoninkinase durch
Rezeptor Typ-II-abhidngige Transphosphorylierung. Diese aktiviert Smad Proteine durch
Phophorylierung, welche sodann an Smad-4 binden und mit diesem als Komplex in den
Nukleus translozieren. Hier erfolgt zur Steigerung der DNA-Affinitit die Bindung an
Transkriptionsfaktoren und schlieBlich die Regulation der Zielgenexpression.

Fiir den Typ-I-Rezeptor sind sieben Rezeptorsubtypen bekannt, (ALK-1-7). ALK-5 findet
sich als Signalweg in vielen Zellarten, ALK1 ist ausschlieBlich in Endothelzellen
exprimiert. Aktivierung von ALK fiihrt iiber den Smad-1/5/8-Signalweg, Aktivierung
von ALKS iiber den Smad-2/3-Signalweg zur Translokation von Smad-4 in den Nukleus.
Daraus ergibt sich, dass der Smad-1/5/8-Signalweg, welcher unter anderem zur direkten
Expression von VEGF-A fiihrt, den Endothelzellen exklusiv vorbehalten ist. Der Smad-
1/5/8-Signalweg, aus der Aktivierung von ALKS folgend, ist ubiquitir in nahezu allen
Zellarten zu finden®”®. In Endothelzellen sind sowohl ALK1 als auch ALK5 exprimiert™”’.
Dabei wirkt ALKS sowohl agonistisch als auch antagonistisch zu ALK1. Es konnte
gezeigt werden, dass ALK-5-Knockoutmiuse ebenfalls eine gestorte ALKI-Funktion
aufwiesen. ALKS5 vermittelt die TGF-B-abhidngige Rekrutierung von ALK1 fiir den TGF-

B-Rezeptorkomplex*”.

Antagonistisch zum angiogenen Effekt der ALKI1Aktivierung
wirkt die ALKS5-abhingige Expression von Thrombospondin, welches iiber zwei direkt
VEGF-inhibierende Mechanismen antiangiogen wirkt: zum einen durch die Blockierung
der fiir die mitogene Wirkung auf Endothelzellen wichtigen Heparinbindungsregion am
VEGF-Molekiil, zum anderen durch kompetitiven Antagonismus an dem auf der
Endothelzelle prisentierten Heparansulfat zu VEGF?™.

Dies erkldart den uneinheitlichen Effekt von TGF-f auf die Angiogenese von

Endothelzellen.
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7.3.6 Der Kokultur-Sphdroidassay mit humanen dermalen
mikrovaskuliren Endothelzellen und PASMC

Ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit war es, mogliche Unterschiede im Verhalten
pulmonaler und systemischer mikrovaskuldrer Endothelzellen zu erkennen. Aus diesem Grund
erfolgte die Ubertragung des Sphiroidassays nach dessen erfolgreicher Etablierung fiir die
pulmonalen Zellen auf mikrovaskuldre dermale Endothelzellen. Diese wurden ebenfalls mit
humanen pulmonalarteriellen Glattmuskelzellen kokultiviert. Als ein Ergebnis ist die erfolgreiche
Ubertragung der Versuchsanordnung auf die systemischen Zellen zu nennen. Die Sphiroidkultur
funktionierte unter identischen Bedingungen mit identischer Versuchsanordnung.

Bezogen auf die Wachstumsfaktor-induzierte Angiogenese zeigten die dermalen Endothelzellen
das erwartete Verhalten. Auch hier wirkten VEGF und bFGF angiogen, ein signifikanter Effekt

von TGF-B lies sich nicht nachweisen.

7.3.6.1 Vergleich der Ergebnisse systemischer und pulmonaler
Angiogenese im Sphdroid-Kukulturmodell

Fiir keinen der durchgefiihrten Versuchsansitze konnten signifikante oder zumindest deutliche
Unterschiede hinsichtlich der spontanen oder der Wachstumsfaktor-induzierten Angiogenese von
systemischen oder pulmonalen mikrovaskuldren Endothelzellen gefunden werden. Auch wenn
zahlreiche Regulationsmechanismen hinsichtlich z.B. Gefdftonus im systemischen und
pulmonalen Gefdflsystem in vivo unterschiedlich reguliert werden, konnte in den hier
durchgefiihrten Versuchen mit dem Sphéroid-Kukulturmodell kein Hinweis auf eine

Endothelzell-immanente differentielle Angiogeneseregulation gefunden werden.
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8 Zusammenfassung

Ein Lebewesen ist auf die Entwicklung eines BlutgefaBBsystems angewiesen, wenn seine Grof3e
die Versorgung der Zellen mit Sauerstoff und Metaboliten zur Energiegewinnung durch Diffusion
von der Oberfldache nicht mehr suffizient zuldsst. Angiogenese, das Aussprossen neuer Blutgefidlie
aus bereits Bestechenden, nimmt dabei eine zentrale Rolle ein. Sie hat ihren Stellenwert nicht nur
in der Organentwicklung, sondern ist auch im adulten Organismus présent z.B. bei Wundheilung,
Infektabwehr und dem weiblichen Zyklus, aber auch bei pathologischem Gefialwachstum wie es
bei malignen Tumoren oder der Frithgeborenen-Retinopathie beobachtet wird. Endothelzellen
sind die zentralen Protagonisten der Angiogenese, murale Zellen (glatte Muskelzellen und
Fibroblasten) haben ebenfalls Einfluss auf GefdBwachstum und Homdoostase.

Die Angiogenese der Lungengefid3e unterliegt moglicherweise einer besonderen Regulation. Ziel
dieser Arbeit war die Untersuchung pulmonaler Angiogenese in Vvitro an primiren humanen

pulmonalen Endothelzellen allein und im Verband mit pulmonalen glatten Muskelzellen.

Folgende Ziele wurden definiert:

1. Etablierung und Charakterisierung eines in vitro Sphiaroidmodells der Angiogenese
humaner pulmonaler mikrovaskuldrer Endothelzellen allein und in Kokultur mit humanen
pulmonalarteriellen glatten Muskelzellen, welches angiogenes Aussprossen in einer
dreidimensionalen Gelmatrix ermoglicht.

2. Quantifizierung der Angiogenese des Sparoidmodells unter Einsatz validierter angiogener
Faktoren.

3. Vergleich der Angiogenese von Endothel-Monokultursphiroiden und Endothel-
Glattmuskelzell Kokultursphéroiden.

4. Vergleich der Angiogenese systemischer mikrovaskuldrer Endothelzellen und pulmonaler

mikrovaskuldrer Endothelzellen.

Das Sphiroidmodell wurde als zuverldssiger und gut reproduzierbarer in vitro Assay etabliert.
Die Quantifizierung der angiogenen Endothelsprossen erfolgte mittels eines mikroskopischen
Video-Imaging Systems und selbst erstellter Software semi-automatisiert.

Die kapillaren Sprossen im dreidimensionalen Gel wurden immunhistologisch als Endothelzellen
bzw. Endothelzellen mit peripheren, stabilisierenden glatten Muskelzellen charakterisiert. Es
zeigte sich hierbei eine gute Analogie zur in vivo Angiogenese.

Humane pulmonale mikrovaskuldre Endothelzellen zeigten sowohl Spontanangiogenese als auch

Wachstumsfaktor -induzierte Angiogenese (VEGF, bFGF, TGF-f).
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Die zelluldre Interaktion von pulmonalen Endothelzellen und glatten Muskelzellen verdnderte die
in vitro Angiogenese. Die Wachstumsfaktor-induzierte Angiogenese der Kokultursphéroide aus
Endothelzellen und Glattmuskelzellen war reduziert gegeniiber der der Endothel-
Monokultursphiroide. Des Weiteren wurde ein signifikant stiarkerer angiogener Effekt von TGF-f3
bei durch VEGF- bzw. bFGF- stimulierten Kokultursphdroiden als bei ebenso stimulierten
Monokultursphéroiden beobachtet. Damit konnte die Interaktion von Endothelzellen und glatten
Muskelzellen bei der Angiogenese einem bestimmten Wachstumsfaktor zugeordnet werden.

Ein Unterschied der in vitro Angiogenese systemischer und pulmonaler Endothelzellen zeigte
sich nicht. Die Herausldsung der Endothelzellen aus dem gesamten Organverband konnte hierfiir
urséchlich sein, weiterfiihrende Untersuchungen in dieser Richtung sind notwendig um Organ-
abhingige Unterschiede der Angiogenese zu zeigen.

Zusammenfassend ist es gelungen, ein Sphdroidmodell zur Untersuchung pulmonaler

Angiogenese in vitro zu etablieren, und eine Basischarakterisierung dieses Modells vorzunehmen.

76



9 Summary

An organism becomes dependent on the development of a vascular system when its size constricts
sufficient supply of the cells with oxygen and metabolites by diffusion. Angiogenesis, i.e. the
sprouting of new vessels from existing vasculature, is a central mechanism in organ development
and repair. It was not only shown to be important for organogenesis, but it is prevailing in adult
organisms for example in wound healing, immune defense and the female cycle but also in
pathologic vessel growth, malignancies and the retinopathy of prematurity. Endothelial cells play
a central role in angiogenesis but other vascular cells (smooth muscle cells and fibroblasts) also
influence vessel growth and homeostasis. Potentially, angiogenesis of pulmonary vessels is
differentially regulated compared to vessels of the systemic circulation.

The Aim of this study was the investigation of pulmonary angiogenesis in vitro using pulmonary
endothelial cells alone and in association with smooth muscle cells.

The following aims were addressed:

1.) Establishment and characterization of an in vitro spheroid-model for angiogenesis of
human pulmonary microvascular endothelial cells alone and in coculture with human
pulmonary artery smooth muscle cells, which allows angiogenic sprouting in a three-
dimensional gel matrix.

2.) Quantification of the angiogenic response in the spheroid model using validated
angiogenic growth factors.

3.) Comparison of the angiogenesis of endothelial cell monoculture-spheroids and
endothelial-smooth muscle cell coculture-spheroids.

4.) Comparison of the angiogenesis of systemic microvascular endothelial cells and

pulmonary microvascular endothelial cells.

The spheroid model was established as a reliable and well reproducible in vitro assay.
Quantification of angiogenic endothelial sprouting was performed in a semi-automatic manner
using a microscopic imaging system and customized software.

Capillary sprouts in the three-dimensional gel matrix were immunohistologycally characzerized
and consisted of endothelial cells or endothelial cells with peripherally located, stabilizing smooth
muscle cells, showing good similarity to in vivo angiogenesis.

Human pulmonary microvascular endothelial cells underwent spontaneous angiogenesis as well
as growth factor-induced angiogenesis (VEGF, bFGF, TGF-B) in this model. The cellular
interactions of pulmonary endothelial cells and smooth muscle cells influenced the in vitro
angiogenesis: growth factor-induced angiogenesis of coculture-spheroids composed of endothelial
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cells and smooth muscle cells was reduced in comparison to pure endothelial cell spheroids.
Furthermore, a significantly stronger angiogenic effect of TGF-B on VEGF- and bFGF-stimulated
coculture-spheroids than on analogically stimulated monoculture-spheroids was observed. This
finding suggested intercellular interactions between endothelial cells and smooth muscle cells that
regulate angiogenesis in response to TGF-B. A significant difference of angiogenesis bewteen
systemic and pulmonary endothelial cells could not be detected. Extraction of the endothelial cells
out of their original environment may be causative for this. To address organ-dependent
differences in angiogenesis, further studies will be necessary.

Summarizing, this study documents the successful establishment and fundamental

characterization of a spheroid model to investigate pulmonary angiogenesis in Vitro.
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