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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1. Regeneration und Reparatur von Geweben

Um einen Gewebedefekt zu beseitigen existieren zwei mogliche Mechanismen, die so das
Uberleben einer Vielzahl von Lebewesen ermdglichen. Die reparative Regeneration stellt
hierbei die bestmdgliche Behebung eines Gewebedefektes dar, da die urspriingliche Form und
Funktion des Ausgangsgewebes vollstandig wiederhergestellt wird. Man findet Regeneration
in allen Lebewesen, allerdings schréankt sich das Ausmall der Regenerationsfahigkeit mit
zunehmender evolutionarer Entwicklung der Lebensformen immer mehr ein. So kdnnen
evolutiondr als primitiv bezeichnete Lebensformen wie beispielsweise Plattwirmer
(Plathelminthes) mittels bidirektionaler Regeneration Korperhdlften neu bilden. Diese sehr
ausgepragte Regenerationsfahigkeit besitzen ebenfalls die Gruppen der Hohltiere
(Coelenterata), Ringelwirmer (Annelida) und Stachelhauter (Echinodermata). Eine weniger
ausgepragte Regeneration besitzen die Schwanzlurche (Urodela) aus dem Tierstamm der
Amphibien. Sie sind in der Lage Kdorpergliedmalien, wie Beine oder den Schwanz, sowie
Kiefer und Augengewebe nach einer Verletzung oder dem Verlust durch Neubildung zu
ersetzen. Untersuchungen am Wassermolch (Tylototriton verrucosus) haben gezeigt, dass der
Entfernung einer Gliedmalle zunachst der schnelle Verschluss der Wunde durch epitheliale
Zellen folgt. Danach kommt es in dem darunter liegenden Mesenchym zu einer lokalen
Umkehr im  Differenzierungsstatus der Zellen und zur Ausbildung eines
Regenerationsblastems, das sich von den anderen mesenchymalen Zellen und von der
vorherrschenden Zellpopulation wéhrend der Entwicklung der Gliedmalien unterscheidet. Die
Zellen des Regenerationsblastems proliferieren und bilden eine konische Ansammlung von
Zellen, die nach und nach den Zellzyklus verlassen und in Knochen, Stiitzgewebe und
Muskeln differenzieren (Kintner et al., 1985; Fekete et al., 1987; Ferretti et al., 1991). Bei
diesem Prozess spielt die lokale Umgebung eine wichtige Rolle. Zellen die beispielsweise aus
der Iris in das Blastem einer Gliedmalie transplantiert werden, bilden dort eine Linse aus
(Brockes et al., 2002). Die genauen Mechanismen fir die Initiation sind noch nicht bekannt,
aber es wird vermutet, dass durch die Wunde und den unmittelbaren Wundschluss Signale fir
die Dedifferenzierung ausgeldst werden. Vor kurzem wurde gezeigt, dass die Thrombin-
Aktivitdt in dem frihen Regenerationsblastem erhoht ist, und dass Thrombin in vitro
myotubulédre Zellen des Molchs zum Wiedereintritt in den Zellzyklus bringen kann (Tanaka et

al., 1999). Des weiteren ergaben Untersuchungen, dass die Ausbildung eines Blastems
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einhergeht mit der Induzierung von proteolytischer Aktivitat im betroffenen Mesenchym, die
vermutlich mit der Migration und Proliferation zusammenhangt (Yang et al., 1994). Fir die
proximodistale Ausrichtung (von Schulter zu Fingerspitze) werden zum einen die Expression
verschiedener Hox Gene in einem determinierenden Gradienten (Gradiner et al., 1995) und
durch RA (Retinoic Acid) ausgeldste Signaltransduktion, die an der Ausrichtung und Bildung
von neuronalen Strukturen beteiligt ist (Pecorino et al., 1996; Brockes, 1997), verantwortlich
gemacht.

Bei den Sdugetieren sind die Regenerationsfahigkeiten starker eingeschrankt. Hier sind nur
noch wenige Gewebe zu einer reparativen Neubildung féhig. Zu diesen Geweben gehdren die
Leber, die Knochen und Nervenzellen. Die Leber kann beispielsweise den Verlust von bis zu
zweidritteln ihrer Masse erfolgreich regenerieren. Neben den Hepatozyten nehmen auch die
anderen in der Leber vorkommenden Zellen, wie Endothelzellen, bilidre Epithelzellen,
Kupfferzellen und Itozellen an der Reparatur ber Proliferation und Differenzierung teil.
Dabei nehmen die hepatischen Zellen eine besondere Rolle ein, da sie neben einer stark
erhéhten Proliferation noch weiterhin die Funktion der Leber aufrecht erhalten. Bei der
Leberregeneration spielen die Wachstumsfaktoren und Zytokinen HGF (hepatocyte growth
factor), EGF (epidermal growth factor), TGF-alpha (transforming growth factor), Interleukin-
6, TNF-alpha (tumor necorsis factor), Insulin und Norepinephrin eine entscheidende Rolle, da
sie an der Regulation der komplexen Vorgange wahrend der Neubildung des Gewebes
beteiligt sind (Michalopoulos et al., 1997; Taub, 2004). Fur die Einstellung der
Leberregeneration sind SOCS (suppressors of cytokine sinalling) und Mitglieder der TGF-
beta Familie vor kurzem identifiziert worden (Campbell et al., 2001; Derynck et al., 2003).
Bei den Knochen wird die Regeneration nach einem Bruch durch eine Population von
Stammzellen bewerkstelligt, die im gesunden Knochen in einem Ruhezustand vorliegen, erst
durch den Bruch aktiviert werden und letztendlich zu Osteoblasten differenzieren. Dariiber
hinaus kénnen noch mesenchymale Stammzellen, die zu Osteoblasten differenzieren an der
Regeneration beteiligt sein (Stutzmann et al., 1982; Conolly, 1995 & 1998). Es existieren eine
Reihe von Stammzellen im adulten Menschen, die in beinahe jeden Zelltyp differenzieren
kénnen und Forschungsgegenstand vieler aktueller Untersuchungen sind. Man hofft diese
Zellen fur die Regeneration von Geweben einsetzten zu kdnnen (Bianco et al., 2001).

Den anderen, im Saugetier weit verbreiteten Mechanismus zur Behebung von Gewebeschéden
stellt die Reparatur dar. Hier wird keine vollstdndige Wiederherstellung der Funktion und
Form erreicht, sondern vielmehr nur eine Behebung des unmittelbaren Schadens, die zwar

zum Teil die grundsétzliche Funktion aufrecht erhalt, aber meist eine Verschlechterung
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gegenlber dem Ursprungszustand darstellt. Als Beispiel sei hier der Muskelfaserriss genannt,
dessen Behebung zu einer Vernarbung des Muskels fuhrt. Im reparierten Muskel ist zwar die
Belastbarkeit wieder weitestgehend hergestellt, allerdings geht dies mit einem Verlust an
Elastizitdt des Muskels einher. Die adulte Wundheilung der Haut stellt ebenfalls eine
Reparatur dar. Mit den komplexen Vorgangen der kutanen Wundheilung befasst sich die
vorliegende Arbeit und die folgenden Kapitel werden néher auf die Struktur der Haut und die
Behebung von Verletzungen eingehen. Bemerkenswert ist, dass die Wundheilung im
Embryonalstadium der S&ugetiere einer Regeneration entspricht und erst im adulten
Lebewesen lediglich eine Reparatur im zuvor beschriebenen Sinne darstellt. Die genaueren
Mechanismen, die fir diesen Unterschied verantwortlich sind, bleiben vorerst unbekannt,
allerdings scheint die bei der adulten Wundheilung vorkommende Narbenbildung mit einer
erhohten TGF-beta 1 Expression und der wahrend der Wundheilung stattfindenden
Entzindung, die unter anderem durch COX-2 vermittelt wird, zusammenzuhdngen
(Hopkinson-Woolley et al., 1994; Frank et al., 1996; Wilgus et al., 2004).

1.2. Aufbau und Struktur der Haut

Die Haut bildet die dauRRere Kdrperoberflache des Menschen. Sie ist beim Erwachsenen ein ca.
1,6 m® groBes Organ welches aufgrund seiner vielfaltigen Funktionen und Aufgaben
lebensnotwendig ist. Der Korper und seine inneren Organe werden durch sie vor
mechanischen, chemischen und thermischen Schaden geschitzt. Zudem stellt sie eine Barriere
gegenlber Krankheitserregern dar und bewahrt den Organismus vor Flussigkeitsverlust. Eine
weitere Funktion ist die Temperaturregulierung, die durch Veranderung der Hautdurchblutung
wie auch durch Wasserabgabe uber die Schweilldriisen zustande kommt. Sie stellt auch ein

Sinnesorgan dar, welches mechanische, thermische sowie Schmerzreize vermitteln kann.

Die Haut &Rt sich in die Oberhaut (Epidermis) und die darunterliegende Lederhaut (Dermis)
unterteilen. Die Dermis bildet die Hauptmasse der Haut und besteht vorwiegend aus einem
dichten Kollagenfasergeflecht, durchsetzt von elastischen Netzen, welche der Haut
ReiRfestigkeit und reversibel Verformbarkeit verleihen. In der Dermis liegen die
Hautanhangsgebilde, die zum gréfiten Teil von der Epidermis abstammen, sowie die fiir die
Versorgung der Dermis und der darlberliegenden Epidermis notwendigen Blut und
Lymphgefale, Nervenaufzweigungen und Nervenendkdrperchen. Weitere Zellen der Dermis
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sind die Fibroblasten und zahlreichen Zellen des Immunsystems, wie Histiozyten und
Mastzellen (Leonhardt, 1990).

Die Epidermis stellt die eigentliche Abgrenzung des Organismus zur Umwelt dar und ist ein
mehrschichtiges verhornendes Plattenepithel, das bei Menschen je nach Alter, Lokalisation
und Geschlecht zwischen 30 und 300 pum dick ist und von den Keratinozyten gebildet wird
(Moll, 1995). Weitere Bestandteile der Epidermis sind die Melanozyten (fur die
Pigmentierung verantwortlich) und die Langerhanszellen (akzessorische Zellen des
Immunsystems).

Histologisch setzt sich die Epidermis aus vier Schichten zusammen: dem zuunterst liegenden
Stratum basale, dem Stratum spinosum, dem Stratum granulosum und dem aufRenliegenden

Stratum corneum.

Die Keratinozyten der Epidermis zeigen eine grofRe Regenerationsleistung, wobei
Zellteilungen hauptsachlich in der untersten Zellschicht, dem Stratum basale, ablaufen. Aus
einer dieser Mitosen gehen zwei Tochterzellen hervor, von denen eine die Teilungsfahigkeit
behélt und weiter mit der Basalmembran verbunden bleibt, wéhrend die andere die
Proliferationszellschicht verlal3t um in einem etwa 30 Tage wahrenden Prozel3 terminal zu
differenzieren und dabei zur Oberflache zu wandern. In der folgenden Schicht, dem Stratum
spinosum, deren Name sich von den zwischen den Keratinozyten ausbildenden stachelartigen
Interzellularbriicken ableitet, beginnt die Differenzierung der Keratinozyten. Eine deutliche
Zunahme des Zytoplasmavolumen und der Zahl der Organellen (rauhes endoplasmatisches
Retikulum, Ribosomen und Mitochondrien) weisen dabei auf eine intensive Synthesetéatigkeit
der Keratinozyten hin. Im weiteren Verlauf der Differenzierung treten im schmalen Stratum
granulosum innerhalb der Zellen Keratohyalingranulae auf, die aus Proteinen bestehen, deren
wichtigste Vertreter das Filaggrin sowie das Loricrin sind (Fuchs, 1990 & 1993). In der
Epidermis durchlaufen die Keratinozyten die terminale Differenzierung im Stratum corneum,
welches sich aus flachen, kernlosen Zellhillen zusammensetzt, die mit Tonofibrillen gefllt
und durch Lipide fest miteinander verbacken sind. Die in dieser Schicht enthaltenen
Keratinozyten sind apoptotisch. So stellt sie eine unl6sliche und schwerdurchdringbare
Barriere dar. Die apoptotischen Keratinozyten werden schlieflich als Hornschuppen an der

Hautoberflache abgestoRen.
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1.3. Phasen der kutanen Wundheilung

Die Wundheilung dient der Wiederherstellung der schutzenden und stabilisierenden Funktion
der Haut. Wundheilungsprozesse sind auch in anderen Geweben mdglich, wobei beim adulten
Menschen die Regeneration nur im Bereich der Epithelien vollstindig moglich ist. In
parenchymatdsen Organen erfolgt die Wiederherstellung eines Gewebedefekts durch
Elemente des Bindegewebes und wird als Vernarbung bezeichnet (zur Ubersicht: Clark,
1996).

Die physiologische Wundheilung umfasst eine Reihe sich zeitlich und rdumlich
Uberlappender und teilweise parallel ablaufender Prozesse. Um die komplexen
zellbiologischen Ablaufe im Verlauf der Wundheilung zu veranschaulichen, werden vier
Phasen der Wundheilung voneinander abgrenzt: Hamostase, Entziindung, Proliferation und

Narbenumbau.

Grad der Verletzung/ Granulationsphase Marbenumbau
Entziindung

= Gerinnung
wmme Granulozyteninfiltration
— Monozyteneinwanderung

S — Fibroblastenaktivierung
N Angioggng«sg

R e ———=——————— EPIthEl isieru ng

e Granulations-
gewebeinvolution

e
MNarbenumbau

i

Zeit

Abbildung 1: Phasen der Wundheilung (Smola et al., 2001)

1.3.1. Hadmostase

Eine Verletzung der Haut kann ausschliel3lich die Epidermis, oder auch Dermis und Subkutis
umfassen. Bei einer Verwundung Uber die Epidermis hinaus werden auch BlutgefaRRe

durchtrennt. Unmittelbar nach der Verwundung erfolgt die Blutstillung im Zusammenspiel
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von GefalRwand, Gewebe, Thrombozyten und Blutgerinnung. Hierbei kommt es zunéchst zu
einer Vasokonstriktion der GefaRe um die weitere Blutung zu minimieren und spater, wenn
die Blutung gestoppt ist, zu einer Vasodilatation und einer Erhéhung der GefalRpermeabilitat,
die einen Austritt von Blutplasma und darin enthaltenen Zellen und Faktoren zur Folge hat.
Der Kontakt von im Blut vorhandenen Thrombozyten mit Kollagenfasern, Mikrofibrillen,
Basalmembran- und Zelltrimmern flihrt zu einer Aggregation der Thrombozyten. Es kommt
zu einer Aktivierung der Thrombozyten, die wiederum eine Ausschittung einer Vielzahl von
Faktoren zur Folge hat. Hierzu z&hlen fur die Aggregation wichtige Mediatoren wie
Thrombospondin, Fibronektin, Fibrinogen und der von-Willebrandt-Faktor. Zusatzlich
werden durch die Thrombozyten eine Reihe biologisch aktiver Faktoren wie z.B. PDGF
(platelet derived growth factor) und TGF (transforming growth factor) freigesetzt, die eine
wichtige Rolle fir den weiteren Verlauf der Wundheilung spielen (Martin, 1997; Clark,
1996). Zeitgleich wird die Gerinnungskaskade eingeleitet, welche Uber eine Reihe von
Interaktionen verschiedener Faktoren dazu fiihrt, daf das l6sliche Fibrinogen des Blutes durch
das aktivierte Thrombin in unlésliches Fibrin umgewandelt wird. Die einzelnen
Fibrinmolekile aggregieren zu einem Netzwerk und bilden u.a. mit Fibronektin eine
provisorische Matrix. Aus diesen Interaktionen entsteht der sogenannte Thrombus, welcher

fur die Anheftung und Einwanderung von Entziindungszellen eine temporére Matrix liefert.

1.3.2. Entziindungsphase

In der Entziindungsphase wandern neutrophile Granulozyten, Makrophagen, Leukozyten und
T-Lymphozyten in das Wundgebiet ein. Bereits friih wéhrend der Entziindung wandern,
Interleukin-8 vermittelt, die neutrophilen Granulozyten ein, deren Funktion im wesentlichen
darin besteht, bakterielle Kontaminationen durch Phagozytose und Ausschuttung
proteolytischer Enzyme zu beseitigen. Darlberhinaus helfen proteolytische Enzyme wie
neutrophile Elastase, Metalloproteinase (MMP-8 und MMP-13), Cathepsin G und Proteinase
3 auch bei dem Abbau von Zell- und Gewebstriimmern (Owen und Campbell, 1999).

Im weiteren Verlauf der Entziindungsphase nimmt die Zahl der infiltrierenden Monozyten zu,
die in der spaten Phase den Uberwiegenden Zelltyp darstellen. Im Wundgebiet differenzieren
die Monozyten zu Markophagen, die wie die Neutrophilen zur bakteriellen Bekampfung und
der Beseitigung von Gewebstriimmern dienen. Daruberhinaus sezernieren die Makrophagen
viele Faktoren, die flr die Einleitung der Proliferationsphase eine wichtige Rolle spielen. Zu
den freigesetzten Mediatoren gehéren u.a. bFGF (basic fibroblast growth factor), PDGF,
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TGF-a. und TGF-B (transforming growth factor) und VEGF (vascular endothelial growth
factor). Diese Faktoren wirken mitogen, chemotaktisch und stimulieren die Synthese von
Faktoren, die fir die Wundheilung essentiell sind, wie z.B. Wachstumsfaktoren, Proteasen
und Komponenten der extrazellularen Matrix (Martin, 1997). Durch das Zusammenwirken

dieser Faktoren wird die Granulationsphase eingeleitet.

1.3.3. Proliferationsphase

Die Bildung des Granulationsgewebes beginnt etwa 4 Tage nach der Verletzung. Ohne sie
kann der mesenchymale und epidermale Gewebedefekt nicht wieder ersetzt werden. Die
Bezeichnung ruhrt von der Bildung hellroter, glasig-transparenter Kérnchen (Granula) her,
die man auf der Oberflache des Gewebes erkennen kann.

Im Vordergrund der nun ablaufenden Prozesse stehen zum einen die Neubildung von
KapillargefaBen zwecks Versorgung mit Sauerstoff, Nahrstoffen und Zellinfiltration sowie die
Ausschiuttung chemotaktischer Faktoren, welche hauptséchlich durch die Makrophagen
erfolgt. Sie fiihrt zum Einwandern von Fibroblasten und Aussprossung von Blutgeféalen in das
Wundbett. Die Fibroblasten verwenden beim Einwandern die bei der Blutgerinnung
entstandene provisorische extrazelluldare Matrix und beginnen mit der Synthese und dem
Einbau von Kollagenfasern und hexosaminhaltigen sauren Mucopolysacchariden. Letztere
tragen als Grundsubstanz fur den Zusammenhalt des Graulationsgewebes bei. Angiogene
Faktoren wie VEGF, bFGF, TGF-a und PDGF sind flr die Einsprossung von Kapillaren
verantwortlich (Folkman und Klagsbrun, 1987). Sie liefern ein chemotaktisches Signal,
welches an bereits existierenden Blutgefalen zu einer Aussprossung von neuen Kapillaren
fiihrt. Dies ermdglicht nun die Versorgung der Wundregion mit Sauerstoff und den Austausch
von Abbau- und Syntheseprodukten.

Nicht nur auf der dermalen Ebene schreitet der Neuaufbau von Gewebe voran, auch die
Epidermis hat Anteil an dem WundschluB indem sie bereits 24 Stunden nach der Verwundung
mit der Reepithelialisierung beginnt. Basale Keratinozyten aus dem Wundrand oder aus
verbliebenen Haarfolikeln beginnen zu proliferieren und bilden eine Zellfront, welche
langsam von den Wundréndern aus ber die Wunde migriert und sie so verschlie3t. Fur die
Migration ist eine Losung der interzellularen Desmosomen und eine Retraktion intrazellularer
Tonofilamente notwendig. Es kommt anschliefend zu einer Ausbildung zytoplasmatischer
Aktinfilamente und zur amoboiden Migration der Zellen. Die Keratinozyten bendtigen

spezielle Adhasionsmolekile um Uber die provisorische Wundmatrix migrieren zu kdénnen.



1. Einleitung

Insbesondere Intergrin aw/fBs , welches als Vitronektin-Rezeptor fungiert, und Intergrin osps ,
welches als Rezeptor fur Fibronektin dient, scheinen hierbei eine entscheidende Rolle zu
spielen, da sie sich gut an der Wanderungsfront der Keratinozyten nachweisen lassen (Martin,
1997).

Die vermehrte Expression von Proteasen am Epithelrand, insbsondere von dem Urokinase-
Plasminogen-Aktivator (uPA), dessen Rezeptor uPAR (urokinase plasminogen activator
receptor) und verschiedener Matrixmetalloproteinasen (MMPs) ist essentiell fir die
Zellmigration. Eine Reihe von Faktoren ist wéhrend der Reepithelialisierung fur die
Keratinozytenproliferation verantwortlich, die sowohl autokrin wie z.B. TGF-a oder parakrin
wie z.B. KGF (keratinocyte growth factor), IGF (insulin-like growth factor) und EGF
(epidermal growth factor) wirken kénnen (Martin, 1997).

Nach Abschlu? der Reepithelialisieung kehren die Keratinozyten wieder in ihren
»Ruhezustand* zuriick. Es kommt zur Ausbildung von Desmosomen und Hemidesmosomen
und somit wieder zu einer Verankerung der Keratinozyten mit der Basalmembran, welche

bestimmend fur die Stabilitat der geschlossenen Wunde ist.

1.3.4. Narbenumbau

Dies ist die letzte und am langsten andauernde Phase der Wundheilung. Hierbei wird aus dem
zelldichten und matrixarmen spaten Granulationsgewebe ein zellarmes und matrixreiches
Narbengewebe gebildet. Einige Fibroblasten differnzieren zu Myofibroblasten, die fir eine
Kontraktion der Wunde sorgen (Skalli et al, 1987). Das in der provisorischen Matrix
vorherrschende Kollagen Il wird durch Kollagen | ersetzt. Ebenso wird der Gehalt von
Fibrin, Fibronektin und Glykosaminoglykanen stark reduziert und es entsteht eine dauerhafte
Matrix. Es folgt eine Vernetzung der Kollagenfibrillen, die zu einer erhdhten Reil3festigkeit
der ehemaligen Wunde fuhrt. Das Endresultat des Wundheilungsprozesses stellt das

Narbengewebe dar.

Der Wundheilungsprozess der Maus l&uft grundsétzlich &hnlich zu dem im humanen System
ab. Ein wesentlicher Unterschied zur humanen Wundheilung stellt der Hautmuskel der Maus
dar, welcher in den tieferen Schichten der Dermis lokalisiert ist. Wé&hrend beim Menschen der
Wundschluss im Wesentlichen durch Granulationsgewebsbildung und Reepithelialisierung
erfolgt, trégt in der Maus die Wundkontraktion entscheidend zum Wundschluss bei.
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1.4. Die Regulation der Angiogenese in der kutanen Wundheilung

Die Bildung von neuen BlutgefdBen aus bereits existierenden bezeichnet man als
Angiogenese oder Neovaskularisation. Im Gegensatz dazu steht die Vaskulogenese, welche
die Neubildung von GefaBen aus Vorlduferzellen wahrend der Emryonalentwicklung
beschreibt.

Bei Erwachsenen findet, aufler im weiblichen Reproduktionstrakt und wahrend der
Wundheilung, keine Angiogenese und auch lediglich eine sehr geringe Proliferation von
Endothelzellen statt. Es gibt aber pathologische Situationen wie beispielsweise
Tumorangiogenese oder diabetische Retinopathie wo die Endothelproliferation und die
Neubildung von GeféalRen auBBer Kontrolle geraten sind (Plate, 1993).

Das Wachstum neuer Gefél3e geht sowohl unter physiologischen wie auch unter pathogenen
Bedingungen von bestehenden Kapillaren aus. Einer der Hauptausldser der Angiogenese ist
Hypoxie, die zur Expression von Hypoxie-sensitiven Transkriptionsfaktoren wie HIF-1a,
HIF-2a. und HIF-3a (“Hypoxia Inducible Factor®) fuhrt, welche ihrerseits die Expression
anderer angiogener Wachstumsfaktoren, wie z.B. “Vascular Endothelial Growth Factor
(VEGF), “Hepatocyte Growth Factor” (HGF) und “Platelet Derived Growth Factor* (PDGF-
B), sowie anderer angiogen wirksamer Faktoren (Chemokine, Zytokine und Proteasen) und
die Rekrutierung von periendothelialen Zellen (Pericyten) und Leukozyten stimulieren
(Harris, 2002). So wurde gezeigt, dass HIF-1 Expression die Ausbildung von reifen Gefél3en
und die Stabilisierung der GeféalRe, insbesondere im Hinblick auf deren Permeabilitat und
Plasmaaustritt bewirkt (Elson et al., 2001; Vincent et al., 2000).

Als erster Prozess in der Angiogenese l0sen sich periendotheliale Zellen von den Kapillaren;
dies fuhrt zu einer Destabilisierung des Gefélles. Durch die endotheliale Expression der
Proteasen uPA (urokinase-Typ Plasminogen Aktivator) und MMP-1 und MMP-9 (Matrix
Metallo Proteinasen) kommt es zur Auflésung der Basalmembran (Glaser et al., 1983;
Mignatti et al., 1996). Hierbei wird nicht einfach die das Gefal} umgebende extrazellulére
Matrix aufgebrochen, sondern vielmehr eine Durchlassigkeit fir die auswandernden
Endothelzellen ermdglicht. Zusatzlich bildet sich eine provisorische Matrix aus Fibronektin,
Fibrin und anderen Komponenten, welche die Migration der Zellen erleichtert. Die
Endothelzellen bilden Pseudopodien aus, die sich durch die entstandenen Licken der
Basalmembran stiilpen und die Migration der Zellen in den perivaskuldren Raum einleiten.
Bei der Migration spielen Zelladhdsionsproteine wie Integrin o3 und ow/fs eine grofie Rolle,

da sie als Rezeptoren fiir extrazelluldre Proteine fungieren und Zell-Matrix Interaktionen
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mediieren (Leavesley et al., 1993; Varner, 1997). Darlber hinaus werden durch die
Degradation der extrazellularen Matrix eine Vielzahl matrixgebundener angiogener
Aktivatoren, wie “basic Fibroblast Growth Factor* (bFGF), VEGF, “Transforming Growth
Factor“-B (TGF-B) und HGF freigesetzt und durch die Proteolyse aktivierte angiogene
Chemokine, wie Interleukin 1 (IL-1R) aktiviert (Bergers et al., 2000). Insgesamt spielt die
Regulation der gezielten Proteolyse der extrazelluldaren Matrix eine wichtige Rolle, da
fehlerhafte Degradation zur Ausbildung pathogener Zustande fiihren kann. So konnte gezeigt
werden, dass Angiogenese in MMP-9 defizienten Mé&usen gestort war (Itoh et al., 1998),
wahrend Uberexpression von MT-MMP1 in Mausen zur Ausbildung von hochvaskularisierten
Tumoren fuhrte (Suonni et al., 2002).

Ein weiterer Schritt in der Ausbildung eines neuen GefaRes stellt die Lumenbildung dar, bei
der die Kapillarsprossen Vakuolen bilden. Durch die weitere Aussprossung der
Endothelzellen findet durch Anschluss an bereits bestehende oder ebenfalls neu entstandene
Gefdlle eine Vernetzung statt. Sobald der aktive Teil der Endothelzellproliferation und —
migration beendet ist, liefert die Ausschittung von PDGF durch die Endothelzellen ein
chemotaktisches Signal flr periendotheliale Zellen, die eine Bindung an und Interaktion mit
dem neu gebildeten Endothel eingehen. Diese Interaktion starkt und schitzt das Endothel vor
auBeren Einflissen. Hier spielt auch die Expression von Angiopoietin-1 durch
periendotheliale Zellen eine wichtige Rolle; durch Ang-1 kommt es zur Ausbildung von Zell-
Zellbricken zwischen den Endothelzellen untereinander und auch zu den Perizyten. Dieser
uber Ang-1 vermittelte Effekte beruht auf einer erhdhten Expression der Adhéasionsmolekdile
PECAM, VE-Cadherin und Occludin (Gamble et al., 2000; Thurston et al., 2000).

Eine Reihe von l6slichen Faktoren mit positivem Effekt auf die Angiogenese wurden aus
aktivierten Makrophagen und aus kutanen Wunden gewonnen. 1987 zeigten Folkmann und
Klagsbrun, dass ein Teil der Angiogenese stimulierenden Wirkung von acidic Fibroblast
Growth Factor (aFGF) und bFGF ausgeht. Mittlerweile sind eine Reihe weiterer Molekiile mit
pro-angiogenen Eigenschaften hinzugekommen, wie VEGF (Keck et al., 1989), TGF-$ (Yang
und Moses, 1990), PDGF-B (Carmeliet, 2000), Angiogenin (Vallee und Riordan, 1997) und
Angiopoietin (Suri et al., 1996). Auf VEGF und die Angiopoietine wird in den nachfolgenden
Kapiteln noch eingegangen. TGF-[3 1 spielt ein wichtige Rolle bei der Angiogenese, da es in
niedriger Dosierung zur Hochregulierung von anderen angiogenen Mediatoren (u.a. VEGF
und uPA) beitrdgt. In hoheren Konzentrationen tragt TGF-R1 zur Beendigung von
Angiogenese bei, da es Endothelzellproliferation und -migration unterbindet, die Ausbildung

einer Basalmembran fordert und Uber die Hochregulierung der PDGF-B Expression die
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Rekrutierung von mesenchymalen Zellen und deren Differenzierung zu glatten Muskelzellen
bewirkt (Carmeliet, 2003).

Zusétzlich beeinflussen noch eine Reihe von Chemokinen und Koagulationsfaktoren die
Angiogenese. Durch die Rekrutierung von Leukozyten zu entziindeten oder ischdmischen
Geweben und deren Freisetzung von Chemokinen, kann Vorort iber Signaltransduktion der
auf Endothelzellen vorhandenen Chemokinrezeptoren CXCR sowohl ein pro-angiogener als
auch ein anti-angiogener Effekt zum Tragen kommen. So wirken alle CXCR2 und CXCR4
bindenden Faktoren angiogen (u.a. IL-8 und “Macrophage Chemoattractant Protein 1°;
MCP-1) wéhrend an CXCR3 bindende Chemokine (u.a. “Platelet Factor 4“(PF-4) und “B-
cell attracting chemokine 1“;BCA-1) angiostatisch wirken (Bernardini et al., 2003).

Neben positiv wirkenden Molekilen existieren eine Reihe von negativen Regulatoren der
Angiogenese. Das Gleichgewicht zwischen positiven und negativen Regulatoren ist
ausschlaggebend fiir den physiologischen Ablauf der Angiogenese (Folkmann, 1995). Dabei
handelt es sich z.B. um Thrombospondin-1 und 2, welche die Proliferation und Migration der
Endothelzellen inhibieren (Tolsma et al., 1993; Bagavandoss et al., 1993; Volpert et al.,
1995). Interferon o verringert die Expression von bFGF. Interferon y reduziert die Bindung
von aFGF an die Zelloberfliche von Endothelzellen und inhibiert die Lumenbildung
(Maheshwari, 1991). Des weiteren verhindern Protease-Inhibitoren wie die Plasminogen-
Aktivator Inhibitoren-1 und 2 (PAI-1 und 2) und gewebespezifische Inhibitoren der
Metalloproteasen den Abbau der Basalmembran und somit den initialen Schritt der
GefalRsprossung (Bacharach et al., 1992; Soff et al., 1995; Moses und Langer, 1991;
Takigawa et al., 1990; Folkmann, 1995). Auch proteolytische Spaltprodukte von Plasminogen
bzw. Collagen XVIII, die man als Angiostatin bzw. Endostatin bezeichnet wirken sich negativ
auf die Proliferation von Endothelzellen aus (O"Reilly et al., 1994 und 1997). Dartiber hinaus
existieren noch losliche Rezeptoren von Tie-2 und VEGFR-1, die ebenfalls eine
angiostatische Wirkung besitzen (Aiello et al., 1995; Kim et al., 1993; Tanaka et al., 2003;
Shirakawa et al., 2002).

In neueren Studien wird der Anteil von Stammzellen an der Neubildung von Blutgefalien
diskutiert. Hier existieren je nach Gewebe und Untersuchung sehr unterschiedliche Angaben
zum Anteil von endothelen Vorlduferzellen (“Endothelial progenitor cells; EPCs) an der
Neubildung von Gefélien (De Palma et al., 2003; Orlic et al., 2001). Die EPCs wurden 1997
erstmals aus peripherem Blut isoliert und anhand der Expression spezifischer
Oberflachenmolekiile (AC133), die nicht auf reifen Endothelzellen exprimiert werden,
identifiziert (Asahara et al., 1997; Peichev et al., 2000). Die EPCs sind hochproliferativ,
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werden im Knochenmark gebildet und kénnen bei der GefélRneubildung in Endothelzellen
differenzieren. lhre Rolle in der Angiogenese ist zur Zeit noch schwer einzuschéatzen und
bedarf weiterer Erforschung, allerdings bieten sie eine vielversprechende Aussicht auf die

Zukunft pro-angiogener Therapien.

1.5. VEGF

1.5.1. Die Rolle von VEGF in der Angiogenese

VEGF ist ein wichtiger Faktor fir die Koordinierung der Vaskulogenese im friihen
Embryonalstadium und fiir die Angiogenese im adulten Lebewesen (fiir eine Ubersicht:
Ferrara und Keyt 1997; Neufeld et al., 1999; Ferrara et al., 2003). Knock-Out Studien mit
transgenen Madusen zeigten, dass VEGF eine essentielle Rolle bei der Vaskulogenese spielt.
So waren sowohl die homozygoten als auch die heterozygoten Mause (bei denen nur ein
VEGF-Allel deletiert wurde) nicht lebensféhig und starben in utero infolge schwerer Defekte
in der Entwicklung des kardiovaskuldren Systems (Ferrara et al., 1996; Carmeliet et al.,
1996). Die Expression von VEGF und seiner Rezeptoren wurde in verschiedenen Zellen und
Geweben bei physiologischen, aber auch bei pathogenen Angiogeneseprozessen beschrieben.
Urspringlich entdeckt wurde VEGF in Tumorzellen von Meerschweinchen (Dvorak et al.,
1979; Senger et al., 1983) als vaskul&rer Permeabilitatsfaktor (VPF, vascular permeability
factor).

Spéter konnte gezeigt werden, dass es sich hier um ein hochkonserviertes homodimeres
Glykoprotein handelt, welches ein Molekulargewicht von 35-45 kDa in verschiedenen
Spezies wie Meerschweinchen, Maus, Ratte, Rind und Mensch aufweist (Keck et al., 1989;
Leung et al., 1989; Conn et al., 1990; Berse et al., 1992; Claffey et al., 1992).

VEGF gehort zur gleichen Proteinfamilie wie PDGF (plateled derived growth factor) und
PIGF (placenta growth factor). Neben dem urspriinglich beschriebenen VEGF-A wurden
weitere Wachstumsfaktoren mit einer hohen Homologie zueinander isoliert. Sie werden als
VEGF-B bis E bezeichnet und bilden zusammen mit PDGF-AA, PDGF-AB, PDGF-BB und
PIGF (placenta growth factor) eine Proteinfamilie. Die Proteine der VEGF-Familie bilden
Dimere welche ein Motiv aus 8 Cysteinen aufweisen und einen positiven Effekt auf
Angiogenese bzw. Lymphogenese besitzen. Da in dieser Arbeit nur mit dem zuerst
beschriebenen VEGF (VEGF-A) gearbeitet wurde, soll an dieser Stelle nicht n&her auf die
anderen Wachstumsfaktoren eingegangen werden.
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Es existieren mindestens sechs verschiedenen Isoformen von VEGF-A in menschlichen
Zellen, welche fir Proteine mit einer Lange von 121, 145, 165, 183, 189 und 206
Aminosauren kodieren (Leung et al., 1989; Poltorak et al., 1997; Jingjing et al., 1999). Sie
gehen aus einem einzigen Gen durch alternatives Spleil3en hervor (Tisher et al., 1991; Park et
al., 1993 ; siehe auch Abbildung 2). Zahlreiche Organe exprimieren VEGFi2; und VEGFigs.
VEGF45 wird zeitlich und rédumlich begrenzt exprimiert und zwar in den Zellen der
Reproduktionsorgane (Chamrock-Jones et al., 1993; Cheung et al., 1995). Lediglich in fotalen
Leberzellen wurde bisher VEGF,0s nachgewiesen (Houck et al., 1991). Expression von
VEGFig3 wurde im Gehirn, Milz, Herz und in sehr geringen Mengen in Leber, Niere und
Muskelgewebe gefunden (Lei et al., 1998; Jingjing et al., 1999).

| Exon: 1-5 I [s] VEGF 1z,
| Exon: 1-5 [ear]ac———— 8] VEGF 145
| Exon: 1-5 [ 7 |s] VEGFss
| Exon: 1-5 [6A1 [ 7 [s] VEGFig;
| Exon: 1-5 [6at]ac—{ 7 [s] VEGF 15
| Exon: 1-5 [6a1|az]leB] 7 s8] VEGF 05
| 115 |18 |6 f17] 44 6] Aminosauren

Abbildung 2: Aufbau der verschiedenen Spleivarianten mit den jeweils transkribierten Exons.

Der groflte Unterschied zwischen den einzelnen Spleil3varianten besteht in ihrer Fahigkeit an
Heparin zu binden. Hierflr ist das Vorhandensein der Exons 6Al1, 6A2 und/oder 7
entscheidend, da sich hier die herparinbindenden Motive befinden (Houck et al., 1991 und
1992). VEGF;; stellt somit eine I6sliche Isoform dar, die nicht in der Lage ist an Heparin,
Heparansulfate oder die extrazellulare Matrix zu binden. VEGFies weist intermedidre
Eigenschaften auf, da es sowohl sezerniert wird, als auch Uber Exon 7 an extrazellulére
Matrix oder Zelloberflachen gebunden vorliegen kann. Uber Exon 7 wird zudem eine
spezifische Bindung von VEGFis5 an den neben den beiden Hauptrezeptoren VEGFR-1 und
VEGFR-2 existierenden Co-Rezeptor Neuropilin-1 ermdglicht.

Man geht davon aus, dass die an extrazellulare Matrix gebundenen Varianten als Depot
dienen, welche durch proteolytische Spaltung mit Plasmin oder Urokinase als verkirztes

Peptid freigesetzt und aktiviert werden (Houck et al., 1992; Plouet et al., 1997; Park et al.,
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1993). Es konnte gezeigt werden, dass die Spaltung von VEGFies mit einem Verlust an
biologischer Aktivitat einhergeht (Keyt et al., 1996). In der gleichen Publikation wurde der
Einfluss von verschiedenen Proteasen auf die Stabilitit und Aktivitdit von VEGFgs
untersucht. Es stellte sich heraus, dass VEGFig5 von Proteasen mit niedriger Spezifitat wie
Pronase, Proteinase K und Thermolysin fast vollstdndig degradiert wurde. Diese Proteasen
sind aber ausschlieflich in Bakterien und Pilzen zu finden. Nur Plasmin, Trypsin und
Chymotrypsin waren in der Lage definierte Proteinfragmente zu erzeugen, wéhrend
Thrombin, Kollagenase, Pepsin und Elastase nicht in der Lage waren VEGF zu spalten. Die
Bedeutung der heparinbindenden Isoformen wurde durch transgene Mausmodelle gezeigt, bei
denen etwa 50 Prozent der Tiere, welche nur VEGF12 (Maus-VEGF ist um eine Aminoséure
verkurzt) exprimierten, unmittelbar nach der Geburt verstarben, wéhrend die tbrigen 50%
Prozent nach etwa 14 Tagen verstarben. Es konnte durch Untersuchung der Tiere gezeigt
werden, dass ein Defekt bei der vaskularen Verzweigung dieser Tiere vorlag (Carmeliet et al.,
1999; Ruhrberg et al., 2002). Die Bioaktivitat von VEGF45 auf die Endothelzellproliferation
ist im direkten Vergleich zu den anderen Isoformen, insbesondere den l6slichen VEGF1,; und
VEGF10 (Spaltprodukt nach Plasminverdau), um 50 bis 100-fach erhoht (Keyt et al., 1996).
Es wurde zudem gezeigt, dass VEGF durch oxidativen Stress in seiner Proteinstruktur
veréndert und in seiner Bioaktivitat beeintrachtigt wird. Ist allerdings eine heparin-bindende
Doméne vorhanden, kénnen zellgebundene Heparansulfate (Glypican) als Chaperon-ahnliche
Proteine fungieren und die oxidative Schadigung wieder umkehren (Gengrinovitch et al.,
1999). Da bei den I6slichen Formen nur VEGFss5 diese Bindestelle aufweist, ware durch die
mogliche Stabilisierung eine erhthte Bioaktivitdt in einem durch oxidative Prozesse
gekennzeichneten Milieu erklarbar (Neufeld et al., 1999). Darlber hinaus wird die durch das
Exon 7 vermittelte spezifische Bindung von VEGFig5 an den Rezeptor Neuropilin-1 als ein
weiterer Faktor flr die Wirkverstarkung dieser Isoform angesehen (genaueres folgt im
Abschnitt zu den Rezeptoren).

Neben der bereits beschriebenen Fahigkeit VEGFs die Gefalipermeabilitat zu erhéhen (Senger
et al., 1983), besitzt VEGF eine starke mitogene Aktivitat auf Endothelzellen in vitro (Ferrara
und Henzel, 1989; Gospodarowicz et al., 1989) und fiihrt in vivo zur Angiogenese (Pepper et
al., 1992; Connolly et al., 1989; Leung et al., 1989; Phillips et al., 1993). Dariiberhinaus
reguliert VEGF die Expression verschiedener Proteasen, wie Urokinase-Plasminogen-
Aktivator (UPA) und Gewebe-Plasminogen-Aktivator (tPA) sowie der Plasminogen-
Aktivator-Inhibitor-1 (PAI-1) (Pepper et al., 1991). Auch die Bildung des Urokinase-
Rezeptors (UPAR) wird induziert (Mandriota et al., 1995). Dariliber hinaus produzieren
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Endothelzellen nach Zugabe von VEGF die interstitiellle Kollagenase (MMP-1) (Unemori et
al., 1992).

In unterschiedlichen experimentellen Modellen konnte gezeigt werden, dass VEGF eine
starke anti-apoptotische Wirkung auf Endothelzellen hat, da es unter anderem die Bildung
anti-apoptotischer Proteine wie z.B. Bcl-2 induziert und somit das Absterben der
Endothelzellen verhindert (Gerber et al., 1998).

An der Regulation der VEGF Genexpression sind eine Reihe von Wachstumsfaktoren
beteiligt. Diese umfassen PDGF-BB (Finkenzeller et al., 1997), KGF, EGF (Frank et al.,
1995), FGF-4 (Deroanne et al., 1997), TGF-B1 (Pertovaara et al., 1994), IGF-1 (Goad et al.,
1996) sowie Interleukin 1B und Interleukin 6 (Li et al., 1995; Cohen et al., 1996).

Ein weiterer Ausloser fur die VEGF-Synthese stellt Sauerstoffmangel dar, wobei es zur
Expression von HIF-1 (hypoxia-inducible factor) kommt, der sich als Transkriptionsfaktor
stimulierend auf die VEGF Expression auswirkt (Levy et al., 1995; Liu et al., 1995).
Zusétzlich wurde gezeigt, dass bei niedrigem Sauerstoffdruck im Gewebe neben einer
gesteigerten VEGF-Synthese auch eine erhohte Stabilitdit des VEGF-mRNA Transkripts
nachweisbar ist (Levy et al., 1995 und 1998). Daran sind mehrere Proteine beteiligt, die an die
3" untranslatierte Region der mRNA von VEGF binden und so die VEGF-RNA vor
Degradation schiitzen (Levy 1998; Onesto et al., 2004).

VEGF spielt zudem eine wichtige Rolle bei einer Reihe von pathologischen Prozessen wie
z.B. der Tumorangiogenese oder der diabetischen Retinopathie. In den meisten
Tumorgeweben ist die Expression von VEGF stark erhéht, wobei die Expression von den
Tumorzellen und nicht vom Endothel ausgeht. Dies spricht fiir einen parakrinen
Wirkmechanismus (Ferrara und Keyt 1997). Die Induktion der VEGF Expression beruht
wahrscheinlich unter anderem auf einer durch die starken Stoffwechselaktivitdt des
Tumorgewebes ausgeldste Sauerstoffunterversorgung des Gewebes (Plate et al., 1992;
Shweiki et al., 1992). So kdnnen neue Gefalle entstehen, die den Tumor versorgen und somit

ein weiteres Wachstum ermoglichen.

1.5.2. Die Rolle von VEGF in der Wundheilung

Unmittelbar nach der Hamostase und der sich anschliefenden Entziindungsphase setzt die
proliferative Phase der Wundheilung ein. Wéhrend dieser Phase werden Keratinozyten an den

Wundréndern durch das in der Proliferationsphase ausgeschittete KGF zu einer erhdhten
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Proliferation und Migration angeregt, die damit die Reepithelialisierung einleiten.
Keratinozyten sind eine wesentliche Quelle fur das wahrend der Wundheilung exprimierte
VEGF (Brown et al., 1992; Frank et al., 1995). Im Wundgrund setzen zudem Makrophagen
VEGF frei. Ein erhohtes Vorkommen von Wasserstoffperoxid, welches von den
einwandernden neutrophilen Granulozyten ausgeschiittet wird induziert VEGF Expression in
Keratinozyten (Brauchle et al., 1996). Daruber hinaus tragen die Unterversorgung des
Wundgewebes mit Sauerstoff (Hypoxie) und die dadurch ausgelésten Signalwege zur
Hochregulierung der Expression von VEGF und seinen Rezeptoren maligeblich bei (Detmar
et al., 1997). So entsteht eine lokal erhohte VEGF-Konzentration in der Wunde, die ein
chemotaktisches Signal fir Endothelzellen und Makrophagen liefert.

Ein Zusammenhang zwischen den Wundheilungsstorungen und einer Stérung der VEGF-
Expression konnte erstmals in Wundheilungs-Experimenten mit diabetischen Mausen (siehe
1.6. die db/db-Maus) gezeigt werden (Frank et al., 1995). In diesem Modell konnte gezeigt
werden, dass ein verzogerter Wundschluss mit einer verminderten Angiogenese und
reduzierter VEGF-A Expression korreliert. 2001 gelang es der Gruppe um Howdieshell die
negativen Auswirkung von VEGF neutralisierenden Antikorpern auf die Bildung von
Granulationsgewebe im Mausmodell zu zeigen. Sowohl die Angiogenese als auch die
Ausbildung eines Granulationsgewebes waren durch die Neutralisierung von VEGF
unterbunden, wodurch eine signifikante Wundheilungsverzdégerung eintrat. In einer sehr
aktuellen Veroffentlichung wurde eine konditionaler VEGF Knock-Out von Keratin 5
exprimierendem Gewebe hergestellt. Dabei zeigte sich, dass die Embryonalentwicklung nicht
gestort war, jedoch Wundheilung in den adulten Tieren stark verzogert stattfand und sich ein
weitgehend BlutgefaR-freies Gewebe unterhalb der neu gebildeten Epidermis ausbildete
(Rossiter et al., 2004).

Untersuchungen aus unserer Arbeitsgruppe zeigten, dass VEGF bei chronischen Wunden
zwar in erhdhtem Male exprimiert wird, in dem inflammatorischen Wundgewebe aber eine
proteolytische Inaktivierung des VEGFs stattfindet (Lauer et al., 2000). Untersuchungen von
Wundflussigkeiten chronischer Wunden zeigten, dass VEGF proteolytisch degradiert wird.
Plasmin konnte als eine Protease identifiziert werden, welche fir die Spaltung und somit eine
Reduktion der biologischen Aktivitdt von VEGF verantwortlich ist. Nachdem die
Aminosauresequenz der Restriktionsstelle identifiziert war, wurde eine nicht spaltbare
Mutante von VEGF65 generiert. Es gelang durch den Austausch der Aminosaure Alanin 111

durch Prolin (siehe Abb. 3) eine Variante herzustellen, die weiterhin in der Lage war in vitro
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eine Endothelzellproliferation auszuldsen und gleichzeitig stabil gegentber einer Spaltung

durch Plamin war (Lauer et al., 2002).

Wildtyp VEGF,

106 107 108 109 (110 1117 (112 113 Aminosaure-Nummer
GA CCA AAG AAA GATIAGA GCA|AGA CAA G Base
Pro Lys Lys Asp| Arg Ala| Arg Gln Aminosaure

©Mtante VEGF 165 ]f"f]‘.utPIID

106 107 108 109 (110 111 [ 112 113 Aminosaure-MNumrmer
GA CCA AAG AAA GATIAGEG CCA|AGA CAAG Ease
Pro Lys Lys Asp| Arg FPro| Arg Gln Aminosaure

Abbildung 3: Aminosdure- und Basensequenz von VEGF¢ Wildtyp und der VEGF g5 Mutante Pro;y;.
Der eingerahmten Aminosauren/Basen stellen die Plasmin-Schnittstelle dar. Die Mutationen auf Basen- und
Aminosaureenebene sind rot markiert (modifiziert nach Lauer et al., 2002).

Es ist somit denkbar, dass sowohl eine gestorte Expression und Freisetzung von VEGF als
auch eine erhohte proteolytische Degradation von VEGF zur eingeschrankten biologischen
Aktivitat fihren. Dies wiederum konnte zu einer verzégerten und reduzierten Ausbildung des
Granulationsgewebes und dadurch zu einer Stérung der physiologischen Angiogenese und
Wundheilung fuhren.

1.5.3. VEGF Rezeptoren

VEGF vermittelt seine Effekte durch Bindung an zwei Rezeptor Tyrosin Kinasen, VEGFR-1
(auch FLT-1) oder VEGFR-2 (KDR beim Mensch bzw. FLK-1 in der Maus). Beide werden
vor allem von Endothelzellen exprimiert (Shibuya et al., 1990; Terman et al., 1991) und
besitzen 7 Immunoglobulin-&hnliche (IgG) Domanen in dem extrazellularen Bereich mit den
Bindestellen fur VEGF, eine einzelne transmembrane Region und eine konsensus Tyrosin
Kinase Doméne, die durch eine Kinase-Insertions Domane unterbrochen wird (Shibuya et al.,
1991; Devries et al., 1992). Neben der Expression in Endothelzellen wurde VEGFR-1 in einer
Reihe anderer Zellen nachgewiesen; dazu zahlen trophoblaste Zellen (Charnock-Jones et al.,

1994), Monozyten, insbesondere Makrophagen (Barleon et al., 1996) und renale mesangiale
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Zellen (Takahashi et al., 1995). In hdmatopoetischen Stammzellen, Megakaryozyten und
retinalen Vorlauferzellen konnte die Expression von VEGFR-2 nachgewiesen werden (Katoh
et al., 1995; Yang et al., 1996). Dariiber hinaus konnten beide Rezeptoren auf verschiedenen
Tumorzellen wie z.B. malignen Melanomen gefunden werden (Gitay-Goren et al., 1993;
Cohen et al., 1995).Wie fir VEGF gezeigt, spielen auch die beiden Rezeptoren eine
entscheidende Rolle bei der Embryonalentwicklung, wie Untersuchungen mit Knockout
Mausen zeigten. Die heterozygoten Knockouts bei VEGFR-1 waren lebensfahig, wéhrend fur
VEGFR-1 oder VEGFR-2 homozygote Knockouts im Embryonalstadium verstarben. Es
zeigte sich, dass das kardiovaskuldare System ausgebildet wurde, aber die Morphologie der
Endothelzellen und der Gefdlwande gestort war. Es entstanden Akkumulationen von
Endothelzellen in den BlutgefédRen, welche moglicherweise durch ein unkontrolliertes
Wachstum der Zellen herbeigefiihrt wurden (Fong et al., 1995). Dies deutet auf eine Rolle
von VEGFR-1 als VEGF Inhibitor hin.

Untersuchungen der Knockouts des VEGFR-2 Gens zeigten, dass hier die Differenzierung der
Endothelzellen nicht korrekt erfolgte und infolge dessen die Tiere zu einem sehr friihen
Zeitpunkt intrauterin verstarben (Shalaby et al., 1995).

Auf Monozyten wird durch Aktivierung von VEGFR-1 Chemotaxis und Migration ausgelost,
wéhrend bei Trophoblasten tber die Bindung von VEGF an den Rezeptor, die Freisetzung
von NO und somit u.a. Vasodilatation induziert wird (Clauss, 1998; Ahmed et al., 1997).

Die Expression beider Rezeptoren wird hauptsachlich ber VEGF reguliert. Eine erhdhte
VEGF-Expression fuhrt somit auch zu einer Erhéhung der Synthese seiner Rezeptoren. Es
wurde zudem gezeigt, dass Hypoxie einen positiven Einfluss insbesondere auf die Expression
von VEGFR-2 hat (Gerber et al., 1997).

VEGFR-1 weist eine hohere Affinitat fir VEGF auf, hat aber eine eher niedrige
Tyrosinphosphorylierungsaktivitat, wohingegen VEGFR-2 eine geringere Affinitat fir VEGF
aber im Gegenzug eine hohere Tyrosinphosphorylierungsaktivitat besitzt (Seetharam et al.,
1995).

VEGFR-1 weist dartiber hinaus eine Affinitat fir PIGF und VEGF-B auf, die beide nicht an
VEGFR-2 binden (Park et al., 1994; Olofsson et al., 1998).

Beide Rezeptoren miussen dimerisieren, um eine Signalkaskade auszulGsen, wobei jeder
Rezeptor einen anderen Signalweg auslost, wodurch auch die unterschiedlichen biologischen
Effekte erklart werden konnen (Davis-Smyth et al., 1996; Wiesman et al., 1997; Fuh et al.,
1998). Fir VEGFR-2 ist bekannt, dass eine Bindung von VEGF zu der Phosphorylierung der
P1-3 Kinase, Ras GTPase-activating Protein und der Scr Familie fuhrt, und eine Aktivierung
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von MAP-Kinasen stattfindet (Guo et al., 1995; Kroll und Waltenberg, 1997; Eliceiri et al.,
1999). VEGF induziert das Wachstum von Endothelzellen tiber die Aktivierung des Raf-Mek-
Erk Signalwegs, wobei Protein Kinase C essentiell ist (Takahashi et al., 1999). Bei einer
Bindung von VEGF an VEGFR-1 kommt es hingegen nicht zu einer Aktivierung des MAP-
Kinase Signalwegs (Seetharam et al., 1995). Bei Neuropilin-1, einem 130 kDa
transmembrandsem Glykoprotein ohne Tyrosinkinaseaktivitat, handelt es sich um einen
weiteren VEGF-bindenden Rezeptor, der allerdings nur VEGFies bindet. Wahrend die
Bindungseigenschaften von VEGF an VEGFR-1 und VEGFR-2 Uber Exon 3 und Exon 4
bestimmt werden, besitzt Exon 7 eine kritische Bedeutung in der Interaktion von VEGF3g5 mit
Neuropilin-1 (Soker et al., 1997). Es gelang fur Neuropilin-1 eine Rolle in der Potenzierung
des mitogenen Effekts von VEGF auf Endothelzellen zu zeigen (Soker et al.,1997 und 1998).
Dabei scheint die Interaktion von Neuropilin-1 mit VEGFR-1 bedeutsam, da die alleinige
Bindung von VEGF an Neuropillin-1 keine Signalwirkung ausiibt (Whitaker et al., 2001,
Soker et al., 1998). Erst vor kurzem wurde eine Beteiligung von Neuropilin-1 an der kutanen
Wundheilung gezeigt (Matthies et al., 2002). Als Epitop fur Neuropilin-1 wurde die Heparin-
bindende Doméne von VEGF¢5 identifiziert (Soker et al., 1997).

Durch alternatives Spleiflen von VEGFR-1 entsteht eine verkdrzte 16sliche Rezeptorvariante,
die als SVEGFR-1 (sFLT-1) bezeichnet wird (Kendall et al., 1996). SVEGFR-1 scheint eine
Rolle bei der Regulation der VEGF-Aktivitat zu spielen, da es eine ahnliche Affinitat wie
VEGFR-1 besitzt, aber durch das Fehlen der Tyrosin Kinase Doméane eine Bindung von
VEGF nicht zu einer Aktivierung der Signalkaskade fuhrt. Vielmehr wird eine Dimerisierung
der beiden VEGF-Rezeptoren verhindert. Somit wird SVEGFR-1 als ein endogener VEGF45
Inhibitor angesehen.

Waéhrend der Schwangerschaft konnte sVEGFR-1 in erhéhten Mengen in der
Amnionflussigkeit und im Serum nachgewiesen werden (Banks et al., 1998; Hornig et al.,
1999). Die Bildung des l6slichen Rezeptors wahrend der Schwangerschaft im Plazenta-
Gewebe und seine Freisetzung ins Blut lassen vermuten, dass die biologische Verfigbarkeit
von VEGF auf diesem Weg reguliert wird und so eine Rolle bei der Vaskulogenese in der
Embryonalentwicklung vermutet werden kann (Hornig und Weich, 1999). Hierflr spricht
auch die Untersuchung eines Mausmodells, bei dem die Tyrosin Kinase Domdne im Gen von
VEGFR-1 entfernt wurde. Im Gegensatz zu den homozygoten VEGFR-1 Knockout Mausen
waren diese Tiere lebensfahig und zeigten ein normal entwickeltes Kreislaufsystem und eine
unbeinfluBte Angiogensese. Allerdings ging durch die Deletion der Tyrosin Kinase Domane
die Chemotaxis der Makrophagen verloren (Hiratsuka et al., 1998). Dies lasst die Vermutung
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zu, dass das Signaltransduktion bei der Embryonalentwicklung keine bedeutende Rolle spielt,
aber im adulten Lebewesen spater Probleme entstehen konnen, da bei den Makrophagen
beispielsweise eine chemotaktische Funktion verloren wurde. In diesen Tieren gelang auch
der Nachweis der l6slichen Form des Rezeptors, die unabhangig von der fehlenden Kinase

Domane exprimiert wurde.

1.6. Stérungen der Wundheilung

Komplikationen der primédren Heilung von Hautwunden zeigen sich klinisch durch
Wundinfektion, Serumbildung, Bildung von Fremdkérpergranulomen, hypertrophische
Narbenbildung, Keloidbildung, Narbeninstabilitdt und Kontrakturen (Riede et al., 1995;
Bocker et al., 1997).

Eine besondere Form von Wundheilungsstérungen stellen chronische, nicht heilende Wunden
dar. Chronische Ulzera entstehen als Folge trophischer Gewebsstérungen héaufig auf dem
Boden von arteriosklerotischen oder diabetischen Geféal3veranderungen oder einer chronisch-
venosen Insuffizienz (CVI). Etwa 1,5 bis 2 Millionen Bundesbiirger leiden unter einem venos
bedingten, schwer therapierbaren Unterschenkelgeschwir. Diese Zahl verdeutlicht die soziale
und soziofkonomische Relevanz dieses Leidens. Die CVI ist charakterisiert durch eine
vendse Hypertonie bei der sich hauptsdchlich in den unteren Extremitaten sog.
Beinulcerationen (Ulcus curis) bilden. Hier wird haufig aufgrund von Beinvenenverschliissen
(Thrombosen) nicht mehr ausreichend Blut aus dem Gewebe abgeschdpft, wodurch der
intravasale ambulatorische Druck steigt. Durch diese Druckbelastung entsteht haufig eine
Insuffizienz der Perforansvenen, welche das oberflachliche mit dem tiefen Beinvenensystem
verbinden. Als Folge kommt es zu sekundéren Schadigungen der Gefalle sowie zum Austritt
von zelluldren und nichtzelluldren Plasmabestandteilen. Durch den Blutriickstau kénnen die
betroffenen Gewebe nicht mehr ausreichend Stoffwechselprodukte austauschen. So kénnen
chronische mechanische oder entzlindliche Reize zur Ausbildung tiefer Wunden fuihren, die
oft schwer therapierbar sind (Kremer und Berger, 1999). Die Ursachen chronischer
Beinulceren bei der CVI sind unklar. Bei chronisch vendsen Ulzera persistiert die
Entzindungsphase der Wundheilung wodurch die nachfolgenden Phasen der Granulation und
Reepithelialisierung gestort werden. Der prooxidative und proteolytisch aggresive Charakter
des chronischen Wundmilieus scheint auf einer pathologischen Aktivierung von neutrophilen
Granulozyten zu beruhen. Diese sind flr die Freisetzung von reaktiven Sauerstoffspezies und

Proteasen verantwortlich.
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Chronische Wunden bilden typischerweise Wundsekret oder Wundflussigkeit, welches sich
aus Serum und sezernierten Substanzen der an der Wundheilung beteiligten Zellen
zusammensetzt. Die Wundflussigkeit spiegelt somit den aktuellen Zustand der Wundheilung
wider. So konnten einige Studien zeigen, dass es deutliche Unterschiede zwischen
Wundsekret aus chronisch nicht heilenden und heilenden Wunden gibt. Untersuchungen der
Auswirkungen von Wundflissigkeiten auf das Proliferationsvermdgen unterschiedlicher
Zellpopulationen zeigten beim Sekret heilender Wunden einen positiven Effekt auf die
Proliferation von Keratinozyten und Fibroblasten, wéahrend chronische Wundflissigkeit
inhibitorisch auf diese Zelltypen wirkte (Bucalo et al., 1989; Harris et al., 1993; Shakespeare
et al., 1991). Untersuchungen verschiedener Proteasen zeigten eine Erhdhung von Matrix-
Metalloproteasen Typ 1, 2 und 9 (Saarilho-Kere, 1998; Wysocki et al. 1993) sowie der
Serinproteasen Elastase und Plasmin in dem Sekret chronischer Wunden (Rao et al., 1995;
Grinell und Zhu, 1996; Palolathi et al., 1993). Hinzu kommt hier eine Reduktion der
physiologischen Inhibitoren a,-Makroglobulin  und TIMP’s (tissue inhibitors of
metalloproteases) (Grinell und Zhu, 1996; Rao et al., 1995). Diese vorliegenden
Veranderungen im chronischen Wundmilieu fiihren zu einer erhdhten proteolytischen
Degradation von Strukturproteinen (Latijnhouwres et al., 1998) und Wachstumsfaktoren wie
z.B. PDGF, dessen Degradation in chronischer Wundflussigkeit durch Serinproteasen gezeigt
wurde (Wlaschek et al., 1997; He et al., 1999).

Bis heute ist wenig Uber die lokalen zellularen und molekularen Mechanismen bekannt,
welche eine geregelte Wundheilung unterbinden. Es scheint aber, dass flr eine
funktionierende Wundheilung ein sensibles Gleichgewicht von Matrixbildung und
—degradation, Proliferation und Migration sowie Ausschittung und Aktivierung

stimulierender Faktoren und deren direkte und indirekte Inhibition notwendig sind.

1.7. Das db/db Mausmodell

1.7.1. Die db/db Maus

Um die Rolle von VEGF wahrend der Wundheilung zu untersuchen haben wir uns fir das
Tiermodell der diabetischen Maus C57BLKS/J-m +/+ Lepr® (db/db Maus) entschieden.

In der db/db Maus fihrt eine Punktmutation im db Genlocus (kodiert den Leptin-Rezeptor)
durch Deletion einer Base zum vorzeitigen Abbruch der Translation und damit zu einer

trunkierten, verkurzten intrazellularen Doméne. Dadurch ist der Ob-Rb (Leptin-)Rezeptor
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nicht zur Signaltransduktion fahig. Homozygote db/db Mause entwickeln ab der vierten
Lebenswoche einen adiptsen (siehe Abb. 4 und Ergebnisse Abb .10), hyperglyk&mischen und
hyperinsulindmischen Phanotyp (Coleman et al., 1982).

Die Méause weisen eine signifikante Verzogerung im Wundheilungsprozess auf, die durch
eine verminderte Entziindungs- und Proliferationsphase gekennzeichnet ist. In der Folge ist
die Ausbildung eines Granulationsgewebes und die Reepithelialisierung stark vermindert
(Goova et al. 2001, Frank et al. 2000). Die Ursachen der Wundheilungsstérungen in diesem
Modell sind letztendlich nicht geklart. Es ist jedoch davon auszugehen, dass sowohl direkte,
durch den Leptinrezeptordefekt verursachte, wie auch indirekte, durch die Hyperglykéamie

bedingte Pathomechanismen relevant sind.

Abbildung 4: Phanotypischer Vergleich homozygote db/db (links) mit heterozygoter db/+ Maus.
Beide Tiere sind 10 Wochen alt.

1.7.2. Leptin und seine Rezeptoren

Leptin ist ein 16 kDa Protein, das von Adipozyten synthetisiert wird, Uber die Blutbahn ins
zentrale Nervensystem gelangt und als Sattigungsfaktor tber den Hypothalamus die
Homodostase des Lipidstoffwechsels reguliert (Coleman, 1973; Zhang et al., 1994; Meister,
2000). Eine Storung des ob-Gens (Leptingen; ob steht flr obese) hat die gleichen
Auswirkungen wie ein Defekt des Leptin-Rezeptors. In beiden Fallen konnte der Phanotyp

entweder durch systemische Gabe von Leptin bei Leptin-defizienten Mausen (Ring et al.,
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2000; Frank et al., 2000) oder durch Einbringen eines transgenen Leptin-Rezeptors in Leptin-

Rezeptor defiziente Méuse (Kowalksi et al., 2001) gerettet bzw. umgekehrt werden.

Der Leptin-Rezeptor (Ob-R) gehort zur Klasse | der Zytokinrezeptor-Superfamilie. Das
Ob-R Gen kodiert fur 5 verschieden lange Rezeptorisoformen, die durch alternatives Splei3en
entstehen (siehe Abbildung 5). Sie werden als Ob-Ra bis Ob-Re bezeichnet und unterscheiden
sich hauptséachlich in der Lange des intrazellularen C-Terminus, wahrend der ligandbindende
N-Terminus identisch ist (Lee et al., 1996; Fiedman und Halaas, 1998).

Die Funktion der einzelnen Ob-R Spleilvarianten sind noch nicht geklart, jedoch weisen erste
Untersuchungen darauf hin, dass Ob-Ra den Transport von Leptin Gber die Bluthinrschranke
reguliert, wahrend Ob-Rc und Ob-Rd die Leptin-Clearance kontrollieren, und Ob-Re, der
keine transmembrantse und intrazellulare Doméne besitzt, ein l6slicher Rezeptor ist (siehe
Ubersichtsarbeit Meister 2000). Im Gegensatz dazu besitzt Ob-Rb die ldngste intrazellulére
Domén, die fir eine Signaltransduktion essentiell ist (Tartiglia et al., 1995). Ob-Rb wird
somit als der wesentliche Rezeptor flr Leptin-vermittelte Effekte angesehen. Studien zur
Aufklarung der Signaltransduktionswege von Ob-R zeigten, dass die intrazellulare Doméne
von Ob-Rb Bindungsmotive enthélt, die fiir die Aktivierung der Tyrosinkinasen der janus
Kinasefamilie (JAKSs) notwendig sind (White et al., 1997). Die Bindung von Leptin an ein
Ob-Rb Homodimer l6st die Phosphorylierung von JAK2 und die Dimerisierung der
Rezeptoruntereinheiten aus. Die Aktivierung der JAKs fihrt zur Phosphorylierung von
»signal transdurcers and activators of transcription® (STATS). In vivo erfolgt die Aktivierung
von Ob-R insbesondere durch eine Phosphorylierung von STAT3 (White et al., 1997);
phosphoryliertes STAT3 verlagert sich in den Nukleus und induziert die Genexpression.

Die Mutation im db/db Gen — bei der es sich um eine Basendeletion handelt - fuhrt zu einem
neuen Splei Donor der nur die kurzen Isoformen zulé&sst wodurch das Ob-Rb Produkt in
diesen Tieren fehlt (Chen et al., 1996; Lee et al., 1996).

Ob-Rb  wird sowohl in verschiedenen Regionen des Zentralnervensystems exprimiert
(insbesondere im Hypothalamus), als auch in einer Vielzahl peripherer Gewebe und Zellen,
wie z.B. Endothelzellen (Sierra-Honigmann et al., 1998; Park et al., 2001), Zellen der
Hinranhangsdriisen (Shimon et al., 1998), Ovarzellen (Karlsson et al., 1997), Nieren- und
Nebennierenrindenzellen (Hoggard et al.,, 1997), Keratinozyten (Frank et al., 2000;
Stallmeyer et al., 2001) und Fibroblasten (Glasow et al., 2001). So konnte fur Leptin eine
Rolle in der Regulation der Reproduktion (Castellucci et al., 2000), der H&matopoese
(Gainsford et al., 1996) und der proinflamatorischen Immunantwort (Fantuzzi et al., 2000)
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beschrieben werden. Dartiber hinaus wurde fiir Leptin in T-Zellen und Pankreas-Inselzellen
ein anti-apoptotischer Effekt nachgewiesen (Howard et al., 1999; Okuya et al., 2001). In
jungster Zeit konnte fir Leptin ein mitogener und die Zellmigration fodernder Effekt auf
Endothelzellen und Keratinozyten in vitro, sowie ein pro-angiogener Effekt in vivo
nachgewiesen werden (Sierra Honigmann et al., 1998; Stallmeyer et al., 2001). Ferner
reguliert Leptin die Expression der Matrix-Metalloproteinasen MMP-2 und MMP-9 in
Endothelzellen und glatten Muskelzellen (Park et al., 2001). Morphologische Untersuchungen
im Wundgewebe weisen auf eine stark erhdhte Expression von Leptin, insbesondere in
dermalen Zellen hin (Murad et al., 2003).

Ob-Ra Ob-Rb Ob-Rc Ob-Rd Ob-Re db/db
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der 5 Leptin-Rezeptor-Isoformen und des db/db Rezeptors.

Nur Ob-Rb besitzt in seinem c-Terminus alle 3 JAK-STAT Box-Motive und ist damit in der Lage den JAK-
STAT Signalweg zu aktivieren. Aminosauren, die sich im C-Terminus der einzelnen Isoformen unterscheiden
sind hier dargestellt. Der db/db Rezeptor entsteht durch einen Basenaustausch, der einen neunen Splei3 Donor

generiert und so zu einem alternativen SpleiBRen fuhrt. (modifiziert nach Meister, 2000)
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1.7.3. Ursachen fur Wundheilungsstorungen in der db/db Maus

Die Ursachen fur die Wundheilungsstérungen in der db/db Maus sind unklar. Es liegen jedoch
Untersuchungen vor, die darauf hinweisen, dass der Wundheilungsprozess sowohl durch eine
Storung der Leptin-vermittelten Effekte aufgrund des fehlenden Ob-Rb (direkt), als auch
durch Zellfunktionsstérungen verursacht durch die Hyperglykamie (indirekt) verzégert ist.

In der folgenden Tabelle sind die direkten und indirekten Effekte aufgelistet.

direkte Effekte

Quelle

Endothelzell Proliferation durch Leptin
und in vivo Ausldser von Angiogenese

Sierra Honigmann et al.,
Science 1998

Leptin ist mitogener Stimulus fur
HaCaT und priméare humane Keratinozyten

Frank et al., JCI 2000

Leptin hat proliferative und anti-
apoptotische Wirkung auf T Lymphozyten,
Leuk&miezellen und hematopoetische
Vorlauferzellen

Fantuzzi et al.,
J Leukoc Biol 2000

indirkete Effekte

Quelle

reduzierte Expression von KGF
wahrend der Wundheilung

Werner et al., JID 1994

reduzierte Expression von VEGF
wahrend der Wundheilung

Frank et al., JBC 1995

verminderte Expression von VEGF
wahrend der Wundheilung durch Hyperglyk&mie

Benjamin, AJP 2001

erhdhte Expression von Ang-2
wahrend der Wundheilung

Kampfer et al., Lab Invest 2001

verminderte Freisetzung von VEGF-Protein
durch gestorten intrazellularen Transport

Ozawa et al., JCI 2001

erhdhte Expression von MIP-2 und MCP-1
fuhrt zu langerer Persistenz von
Neutrophilen und Makrophagen

Wetzler et al., JID 2000

erhdhte Glykosilierung und dadurch
Entstehen von AGEs (advanced gylcation
endproducts)

Goova et al., AJP 2001

AGEs dafir verantwortlich, dass eine
verzogerte Infiltration mit mononukl&eren
Zellen aufgrund von Interaktionen mit dem

in der ECM vorkommenden Rezeptor (RAGE)
wahrend der friihen Phase der

Wundheilung stattfindet

Goova et al., AJP 2001

AGEs dafiir verantwortlich, dass in der
spaten Phase der Wundheilung eine
erhdhte Persistenz von inflammatorischen
Zellen in der Wunde gegeben ist, da via
RAGE-vermittelten Signaling kontinuierliche
Ausschittung von Cytokinen erfolgt

Goova et al., AJP 2001

RAGE-Signaling auch firr erhéhtes und
verlangertes proteolytisches Milieu wahrend
der Wundheilung verantwortlich;
insbesondere MMP-2 und MMP-9

Goova et al., AJP 2001

verminderte Migrationsféhigkeit von
Fibroblasten isoliert aus der adulten
nicht jedoch der neugeborenen db/db
Maus

Lerman et al., AJP 2003

Tabelle 1 : direkte und indirekte Effekte die zu der Wundheilungsstérung der db/db Maus fiihren
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1.7.4. Die Rolle von VEGF in der db/db Maus

1995 konnte von Stefan Frank et al. eine Storung der VEGF-Expression wahrend der
Wundheilung der db/db Méuse gezeigt werden. Es zeigte sich, dass ab Tag 3 der
Wundheilung eine deutliche Reduktion der VEGF Transkripte messbar war und zu spateren
Zeitpunkten VEGF mRNA nicht mehr nachweisbar war.
Zuvor war im db/db Mausmodell gezeigt worden, dass KGF, ein Mediator der VEGF
Expression, ebenfalls wahrend der Wundheilung reduziert und verzdgert exprimiert wird
(Werner et al., 1994). In jlngster Zeit konnte eine Schadigung des intrazelluléren Transports
von VEGF bei den db/db Mausen gezeigt werden, so dass zuséatzlich zu der verminderten
Expression auch die verminderte Freisetzung des VEGF Proteins fur die gestorte Angiogenese
in diesen Tieren verantwortlich sein konnte (Ozawa et al., 2001).
Bereits 1994 wurde in den db/db Tieren eine verminderte und verspatete Ausbildung von
Granulationsgewebe beschrieben (Brown et al., 1994). Eine aktuellere Studie konnte zeigen,
dass die Blockierung von VEGF durch Antikorper die Ausbildung eines Granulationsgewebes
verhindert (Howdieshell et al., 2001), so dass das fehlende VEGF auch fur diesen Defekt in
der db/db Maus verantwortlich sein kdnnte.
Untersuchungen mit Schwerpunkt auf Angiogenese und damit verbunden Wachstumsfaktoren
in der diabetischen Maus zeigten, dass in den db/db Madusen die Expression von
Angiopoietin-2 im Vergleich zu normaler Wundheilung erhoht ist und auf einem hohen
Niveau bis Tag 13 bleibt, wahrend die anderen untersuchten Gene (Ang-1 und die Rezeptoren
Tie-1 und Tie-2) keinen signifikanten Unterschied zur Heilung bei Wildtyp M&usen zeigten
(Kampfer et al., 2001). In diesem Zusammenhang konnte das Fehlen von VEGF wahrend der
Wundheilung eine entscheidende Rolle spielen, da vermutet wird, dass die Interaktion von
VEGF und den Angiopoietinen das Schicksal eines sich neu bildenden GefaRes festlegt. Ang-
1 stabilisiert durch Bindung an den Tie-2 Rezeptor GefaRe, indem es die Zell-Zell-
Interaktionen der Endothelzellen verstarkt und zusatzlich eine Rekrutierung von
peridenothelialen Zellen auslost. Diese periendothelialen Zellen beginnen das Geféall zu
bedecken und verhindern so die direkte Interaktion von Endothelzellen mit dem sie
umgebenden Gewebe. So kodnnen sie in diesem Zustand nur sehr eingeschrankt durch
endogene Faktoren beeinflusst werden. Ang-2 hingegen bindet zwar ebenfalls an Tie-2, aber
durch die Bindung wird keine Signalkaskade ausgeldst. Das ausbleibende Signal fuhrt zu
einer Destabilisierung des GeféalRes indem die perinendothelialen Zellen sich von dem GefaR
lI6sen und auch die Bindungen zu der umgebenden Matrix geldst werden. Des weiteren
werden die Zell-Zell-Bindungen zwischen den Endothelzellen gelockert. Diese Vorgange
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spielen fiir das Aussprossen neuer Gefélie eine entscheidende Rolle. Allerdings kommt es nur
dann zur Ausbildung eines neuen GeféalRes, wenn auch VEGF exprimiert wird, da sonst den
destabilisierten  GeféalRzellen das anti-apoptotische,  proliferationsférdernde  und
chemotaktische Signal fehlt. Bleibt das VEGF vermittelte Signal aus kommt es zur Einleitung
der Regression des Gefalles (Hanahan, 1997; siehe auch Abbildung 6). Es ist anzunehmen,
dass dieses Szenario in der db/db Maus wahrend der Wundheilung vorliegt. Hohe
Expressionslevel von Angiopoietin-2 und verminderte Expression von VEGF kdnnten in der
frihen Phase der Wundheilung zu einem Niedergang von Gefél3en statt zur Einleitung von
Angiogenese fihren.

Gefal in Regression
Fehlendes proliferatives und
anti-apoptotisches Signal
durch VEGF

Stabiles Gefal Destabilisiertes Gefal \
Zefal mit Pericyten bedeckt Ablézen der Pericyten

Stabilisierung durch Ang-1 Verlust Gefaliintegritat
Expression
A Expression
ohne VEGE
Ang-2 Expression
—_—,
Angiogenese
) Durch VESE Epxression
proliferatives und anti-
apoptotizsches Signal
Vorhanden
Pericyt L Aussprossung von
Endethel
Endothelzelle
Ang-2 Expression

mit VEGF

Abbildung 6: Modell der Interaktion von VEGF und den Angiopoietinen. Hier dargestellt sind die Phasen
der Gefallaussprossung und die determinierenden Faktoren (modifiziert nach Hanahan, 1997).

Ein weiteres Problem wahrend der Wundheilung der db/db Tiere stellt die erhohte und
verlangerte Persistenz von Neutrophilen und Makrophagen dar, die dazu flhrt, dass die
Entzlindungsphase langer andauert und somit eine Einleitung der Umbauphase verzdgert wird
(Wetzler et al., 2000).
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1.8. Fragestellung

Ein wichtiges Stadium der kutanen Wundheilung ist die Ausbildung eines
Granulationsgewebes. Eng mit letzterem verbunden ist die Einwanderung neu gebildeter
GefaBe durch Aussprossung bereits bestehender Blutgefdlie (Angiogenese). Der “Vascular
Endothelial Growth Factor* (VEGF) stellt einen Schliisselmediator der Angiogenese dar. In
der chronischen nicht-heilenden Wunde sind die physiologischen Abldaufe der
Granulationsgewebsbildung nachhaltig gestort; die zugrundeliegenden molekularen und
zelluléren Pathomechanismen sind bisher noch wenig verstanden.

Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe weisen darauf hin, dass im chronischen Wundmilieu die
VEGF vermittelte Angiogenese durch eine funktionelle Inaktivierung des VEGF Proteins
durch eine Serinproteasen-katalysierte Degradation eingeschrénkt ist. In vitro Protease-
inhibitionsanalysen weisen darauf hin, dass Plasmin eine der Serinproteasen darstellt, die fur
den Degradationsprozess von VEGF wesentlich verantwortlich ist. Derzeit liegen keine
Untersuchungen hinsichtlich der Bedeutung einer VEGFigs-Proteasen-Interaktion in der in
vivo Situation vor.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es den Ursache-Wirkungszusammenhang zwischen
eingeschrankter VEGF;¢s Aktivitat und der gestorten kutanen Wundheilung herauszuarbeiten.
Diese Untersuchungen sollen dazu beitragen Erklarungsansitze fur die verminderte
Granulation der chronischen Wunden zu finden. Letztlich schaffen diese Untersuchungen eine
Grundlage flr einen mdoglichen Einsatz von VEGF in der Therapie chronischer
Wundheilungsstorungen.

In einem ersten Teil der Arbeit ist in einem Tiermodell zunéchst zu klaren, ob die lokale
Applikation von VEGFss die gestorte  Wundheilung  verbessern  kann.  Als
Applikationsmethode sollen die topische Gabe von VEGF;g5 als rekombinantes Protein und
die kutane in vivo Transfektion von Plasmid DNA mittels Partikelbombardment untersucht
werden. Die Studien erfolgen in der db/db Maus. Hierbei handelt es sich um ein Mausmodell,
in dem in Analogie zur chronischen Wunde im Humansystem die gestérte Wundheilung mit
einer eingeschrankten Angiogenese und verminderter VEGF Verfugbarkeit einhergeht. Die
Wundangiogenese soll morphologisch mittels immunhistochemischer Farbungen, welche die
VEGF vermittelte Angiogenese charakterisieren, untersucht werden (PECAM-1, VEGFR-2,
Apoptose). In einem zweiten Teil der Arbeit wird der Frage nachgegangen, welche Rolle die
Plasmin-vermittelte Degradation von VEGFs in der Wundangiogenese zukommt. Zur
Klarung dieser Frage wird die Wundheilung im db/db Mausmodell nach topischer
Applikation von VEGF165 Wildtyp und einer plasminresistenten VEGF 165 Mutante verglichen.
Die Wundangiogenese soll wie im ersten Teil morphologisch charakterisiert werden. Der
Einfluss des Wundmilieus auf die Stabilitdit der VEGFis Varianten wird mittels
Proteaseinhibitionsanalysen und Proteaseaktivitatsbestimmungen charakterisiert.
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2. Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1. Gerate

Bakterienschiittler (Ceromat R)
Brutschrank (Co,-Auto-Zero)

Cryostat (Cryocut 1800)

Cryostat (Cryostar HM 560 MV)
Densitometer Imagefluor

mit Software ImageQuant

Elisa-Reader (Intermed ImmunoReader NJ-2000)
Feinwaage (Explorer)

FPLC

Gene-Gun (Helios)

Hofer Tankblotkammer (TE Series)
Immunofluoreszens Reader (Spectra Fluor)
mit Software Magellan V2.5
Magnetriihrer (Ikamag)

Mikroskope:
Lichtmikroskop (Dialux 20 EB)

Fluoreszensmikroskop (Axioskop)
Fluoreszensmikroskop (Eclipse 800E)

mit Fluoreszensaufsatz, Digitalkamera DXM1200 F
und Imaging Software Lucia G 4.80

Leica Laser Scanning Microscope

PCR-Thermocycler (Trio-Thermoblock)
Peristaltische Pumpe (LKB Pump P 1)
pH Meter (pH 537)

Photometer (Ultraspec 2000, 3000)
Rasierer Ermila Magnum Handy
Szintillationszéhler (LS6500)
Thermomixer fiir 1,5 ml Reaktionsgefdl3e
Ultraschallsonde UP200 S

Ultrathorax (Ika T25 basic)
UV-Crosslinker (Stratalinker)
UV-Transilluminator (4000)
UV-Visulaisierung (Eagle Eye)

Vertikal 10 Doppelelektrophoresekammer
Vortex (Vortex Genie 2)

Waage (SBA 53)

Wasserbad

Zentrifugen

Braun, Melsungen
Heraeus, Diisseldorf
Leica, Heidelberg
Microm, Walldorf
BioRad, Miinchen

Nunc, Wiesbaden
OHaus, Schweiz
Pharmacia, Freiburg
BioRad, Miinchen
Pharmacia, Freiburg
Tecan, Crailsheim

Janke & Kunkel, Staufen

Leitz, Wetzlar
Zeiss, OberschleiSheim
Nikon, Diisseldorf

Laboratory Imaging, CZ
Leica, Heidelberg

Biometra, Gottingen
Pharmacia, Freiburg
WTW, Weilheim
Pharmacia, Freiburg
Ermila, Unterkirnach
Beckmann, Miinchen
Eppendorf, Hamburg

Dr. Hielscher, Teltow
Janke & Kunkel, Staufen
Stratagene, Heidelberg
Stratagene, Heidelberg
Stratagene, Heidelberg
Roth, Karlsruhe
Scientific Industries, USA
Scaltec, Heiligenstadt
Julabo, Seelbach
Eppendorf, Hamburg
Sorvall-DuPont, USA
Beckmann, Miinchen
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2.1.2 Materialien

2.1.2.1 Zellkulturmaterial, Medien und Zusétze

Zellkulturmaterial wurde von den Firmen Greiner (Solingen) und Renner (Dannstadt)

bezogen.

Penicillin/Streptomycin

DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s Medium)
Fotales Kilberserum (FCS)

IST (Insulin Transferrin Selenit)

L-Glutamin

2.1.2.2 Chemikalien und Reagenzien

Biochrom, Berlin

Gibco, Eggenstein

PAA Laboratories, Ostereich
Gibco, Eggenstein
Biochrom, Berlin

Alle verwendenten Chemikalien wurden im analytischen Reinheitsgrad verwandt und von den
Firmen Sigma (Deisenhofen), Roth (Karlsruhe), Merck (Darmstadt), Riedel de Haen (Seelze)
oder Life Technologies (Eggenstein) bezogen. Dariiber hinaus verwendete Materialien,
Chemikalien und weitere Systeme wurden von folgenden Firmen bezogen:

Escherichia coli-Kultur:

Agar
Ampicillin
Hefeextrakt
IPTG
Pepton
X-Gal

SDS-Elektrophorese und Proteindetektion:

Acrylamid (rotiphorese —Gel 30)
BCA Protein Assay Reagent Kit
Bromphenolblau

ECL Western Blot Detection Reagent
Western Lightning Chemiluminsecence Reagent
Molekulargewichtsstandards:

Multi Color Standard

Peqgold Proteinmarker I1

Multicolor Protein Ladder
Rekombinantes VEGF 45

Tween 20

VEGF-Elisa

Membranen und Filme:

Hybond C
Hybond-N

Life Technologies, Eggenstein
Sigma, Deisenhof
Life Technologies, Eggenstein
Sigma, Deisenhof
Life Technologies, Eggenstein
Sigma, Deisenhof

Roth, Karlsruhe

Pierce, USA

Merck, Darmstadt
Amersham, Braunschweig
Perkin Elmer, USA

Novex, Frankfurt

PegLab, Erlangen

BioRad, Miinchen

R & D Systems, Wiesbaden
Merck, Darmstadt

R & D Systems, Wiesbaden

Amersham, Braunschweig
Amersham, Braunschweig
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Rontgenfilm (X-Omat AR)
Hyperfilm ECL

Nukleinséure-Isolation und Reinigung:

Quiaex II (Gelextraction Kit)
Qiaprep Spin Miniprep Kit
Qiaprep Plasmin Midikit
Quantum Prep Plasmind Maxiprep
RNeasy Mini Kit

E.Z.N.A. Cycle-Pure Kit

Immunhistochemie:

3-Amino-9-Ethylcarbazol
DAB Kit

Haematoxylin
Neufuchsin

Polysine Objekttrager

Proteingewinnung:

Heparinsepharose
Entsalzungssédulen

Sonstige Systeme und Chemikalien:

Agarose

ABI Prism Big Dye Terminator cycle
Sequencing Ready Reaction Kit
Peqgold Tag-DNA-Polymerase
Plasmin (human)

a2-Antiplasmin

PVP (Polyvinylpolyethylen)-Pulver und -Schlauch
Superscript First Strand Synthesis Kit
Synthetische Olignonucleotide
Goldbeads fiir Particle Bombardment
DeadEnd Fluorometric TUNEL System

Radiochemikalien:

o 3?P-dCTP

Mausfutter:

Zuchtfutter (1314; 3000 Kcal/Kg)
Haltungsfutter (1324; 2000 Kcal/Kg)

Kodak, USA
Amersham, Braunschweig

Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
BioRad, Miinchen
Qiagen, Hilden
Peqlab, Erlangen

Sigma, Deisenhof

Dako, Hamburg

Thermo Shandon, USA
Chroma-Gesllschaft, Kéngen
Menzel Gléser, Braunschweig

Pharmacia, Freiburg
Pharmacia, Freiburg

Life Technologies, Eggenstein

PE Applied Biosystems, Langen
Peqlab, Erlangen

Roche, Eppstein

Sigma, Deisenhof

BioRad, Miinchen

Life Technologies, Eggenstein
MWG-Biotech, Ebersberg
BioRad, Miinchen

Promega, Mannheim

ICN, Eschwege

Altromin, Lage
Altromin, Lage
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Verwendete Chemikalien und Substanzen fiir Mausexperimente:

Keatnest S (25mg/ml) Park Davies, USA

Rompun 2% Bayer, Leverkusen

Veet Sensitive Plus Enthaarungscreme Reckitt & Colman, Hamburg
Bepanthen Roche Augen- und Nasensalbe Roche, Eppstein
Biopsiestanzen (5-8 mm) Stiefel, Offenbach

Dokumentation der Mausexperimente:

Dental Eye mit Diafilm von Kodak Olympus, Japan
Sony Digicam DSC-707 Sony, Japan

2.1.3. Biologisches Material
2.1.3.1. Eukaryotische Zellen
COS-1 Zellen: eukaryotische Zellen von Cercopithecus aethiops,(Griine Meerkatze),
aus der Niere; immortalisiert durch Integration von SV40-DNA
2.1.3.2. Bakterienstamme
Escherichia coli DH5a (Life Technologies, Eggenstein)
Genotyp: F,®@80dlacZAM15, A(lacZY A-argF), U169, deoR, recAl, endAl, hsdR17(r. ,
my+), PhoA, supE44, i 7, thi-1, gyrA96, relAl
Escherichia coli Top 10F" (Invitrogen, Niederlande)
Genotyp: F’ {lacI® Tn10 (Tet")} mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)®80lacZAM15 AlacZYA-
argF) U 169 A
2.1.3.3. Vektoren

Ausgangsvektoren:

pcDNA 3 (Invitrogen, Niederlande) : Expressionsvektor, CMV-Promotor, SP 6- und T 7-
Promotor, Ampicillin und Neomycin Resistenz

pcDNA 3.1 : (Invitrogen, Niederlande) : Expressionsvektor, CMV-Promotor, Ampicillin und
Neomycin Resistenz

Vektoren mit Inserts:

pcDNA 3.1 VEGF 45 : Die VEGF 45-cDNA (Dr. Weich, GBF, Braunschweig) wurde
zwischen Bam HI und Eco RI-Schnittstelle kloniert. Der Vektor wurde fiir die Transfektionen
mittels Particle Bombardment verwendet
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pcDNA 3.1 Lac Z: Die LacZ-cDNA wurde in den Expressionsvektor kloniert. Dieser Vektor
diente als Kontrolle fir die Transfektionen mittels Particle Bombardement

pcDNA 3.1 VEGF¢s Mut 5.3: Mutierte VEGF 65-cDNA mit erhohter Plasmin-Stabilitét (Arg
110 > Lys; Ala 111 > Pro) wurde in den Expressions-vektor kloniert. Auch dieser Vektor
wurde fur die Transfektion mittels Particle Bombardment verwendet.

2.1.3.4. Mause

B6.Cg-m +/+ Lepr® : (alte Nomenklatur: C57BL/6J-m +/+ Lepr®) ,,Black Six“-Hintergrund
mit einer spontanen homozygoten Mutation in dem Leptin-Rezeptor; dadurch bedingte
Hyperglykdmie, Hyperinsulindmie und Diabetes. Die Tiere wurden sowohl als homo- als auch
als heterozygote Tiere (letztere fiir die eigene Zucht) von Jackson Laboratory (USA) bezogen.
Die eigene Zucht wurde im SPF-Tierstall (SPF = spezifiziert pathogenfrei) der Pathologie/
ZMMK durchgefiihrt.

BALB/cJ: weille Albino-Kontrolltiere aus Inzuchthaltung des Physiologischen Institutes der
Uniklinik K6ln

2.1.3.5. Antikorper

Primarantikorper Spezies Bezugsquelle
Anti-mouse PECAM-1 Ratte (monoklonal) Pharmingen, Heidelberg
Anti-mouse Flk-1 Ratte (monoklonal) Pharmingen, Heidelberg

Anti-human VEGF (A20)  Kaninchen (polyklonal) Santa Cruz, Heidelberg

Sekundarantikdrper

Anti-Ratte IgG HRP Ziege (polyklonal) Southern Biotechnologies, USA
Anti-Kaninchen IgG HRP  Schwein (polyklonal) Dako Diagnostic, Hamburg
Anti-Ratte Alexa 594 Ziege (polyklonal) Molecular Probes, USA
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2.2 METHODEN

2.2.1. Zellkultur

2.2.1.1. Allgemeine Kulturbedingungen

Alle Experimente, die die Kultivierung eukaryotischer Zellen beinhaltet, wurden unter
einer sterilen Werkbank durchgefihrt. Losungen und Medien, die zum Einsatz kamen
waren entweder autoklaviert oder steril filtriert. Alle verwendeten Materialien und Gerate
waren ebenfalls steril um eine Kontamination der Zellen mit Bakterien und Pilzen zu
verhindern. Vor Benutzung wurden die verwendeten Lésungen und Medien auf RT oder
37°C gebracht, um einen Kélteschock und den damit verbundenen Vitalitésverlust der

Zellen zu vermeiden. In der Zellkultur wurden folgende Ldsungen verwendet.

PBS (pH 7,4)

162 mM NaCl
3mM KCI

8 mM Na,HPO,
1,5mN KH,PO,

Trypsin-EDTA-L3Jsung
0,05 % (v/v) Trypsin (110 U/mg)
0,02 % (viv) EDTA

2.2.1.2. Kultivierung von COS-1 Zelllinien

Vollmedium
100pg/ml Streptomycin
100 U/mi Penicillin

2mM Glutamin
10 % FCS
in DMEM
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serumfreies Medium

100pg/ml Streptomycin
100 U/ml Penicillin

2 mM Glutamin
1/100 ITS (100x)
in DMEM

Bei der COS-1-Zelllinie handelt es sich um Fibroblasten, die aus der Niere der griinen
Meerkatze stammen. Sie wurden immortalisiert und tragen eine Insertion mit dem groRRen
T-Antigen des SV-40 Virus. Dadurch werden Vektoren mit einem SV-40 Promotor in
dieser Zelllinie amplifiziert, wodurch eine besonders hohe transiente Expressionsrate
maoglich ist.

Die Kultivierung erfolgte bei 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit und einem CO,-Gehalt von 5%
in einem Brutschrank. Die Zellen wurden zu beginn mit Vollmedium kultviert und bei
Erreichen einer Konfluenz von iber 80% passagiert. Dabei wurden die COS-1 Zellen in
einer Zelldichte von 4000-6000 Zellen pro cm? ausgesét.

Zur Gewinnung von rekombinantem VEGF-Protein erfolgte die Kultivierung der Zellen in

serumfreiem Medium.

2.2.2 Biochemische Methoden

2.2.2.1. Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung erfolgte nach der Biuret-Methode, bei der Cu ** zu Cu'* in einem
alkalischen Medium reduziert wird. Das verwendete BCA Protein Assay Reagent Kit
(Pierce, Rockfrod USA) detektiert das Cu'* durch eine Chelationsreaktion von zwei
Molekilen BCA mit einem Kupferion. Diese Reaktion liefert ein lilafarbenes
Reaktionsprodukt mit einer maximalen Absorption bei 562nm.

Das Reaktionsreagenz wurde in einem 1:50 Verhaltnis (bichionische Saure Ldsung zu
Kupfer Sulfat Losung) angesetzt. 10 ul einer BSA-Verdinnungsreihe oder 10 ul des zu
bestimmenden Lysates wurden in einer Mikrotiterplatte vorgelegt und anschliefend 200 pl
des Reaktionsreagenz hinzupipettiert. Nach kurzem Schitteln der Mikrotiterplatte wurde

diese fir eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Die Messung der Absorption erfolgte
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photometrisch bei einer Wellenldnge von 578nm. Die Proteinkonzentrationen der Lysate

wurde mit einer BSA-Standardreihe errechnet (5ug/ml — 10ng/ml).

2.2.2.2. Western Blot

2.2.2.2.1. SDS-Elektrophorese

Zur Auftrennung der Proteine wurde die Methode der SDS-Elektrophorese nach Laemmli

(1970) gewdhlt.

Der Standardansatz fir ein Tris-Glycin-Acrylamid-Gel mit 8% Trenngel und 4%

Sammelgel wurde wie folgt angesetzt:

15ml Trenngel (8%)
Acrylamid/BisAcrylamid (30%/0,8%)

H,O

3M Tris-HCI Puffer pH 8,5
Glycerol

Temed

APS (20%)

10 ml Sammelgel (4%)
Acrylamid/BisAcrylamid (30%/0,8%)
H,O

3M Tris-HCI Puffer pH 8,5

Temed

APS (20%)

2,4 ml
9,2ml
1,88 ml
1,5 ml
7,5 ul
30 pl

0,8 ml
8,8 ml
0,42 ml
7 ul

30 ul

Laufpuffer SDS-Gelelektrophorese (Tris-Glycin-Gel)

25 mM Tris
380 mM Glycin
0,1% SDS
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Laufpuffer SDS-Gelelektrophorese (Tris-Tricine-Gel)
100 mM Tris

100 mM Tricine

0,3% SDS

Probenpuffer
250 mM Tris/HCI pH 8,5

10 % SDS
0,1% Bromphenolblau
25% Glycerol

Zunachst wurden die zwei Glasplatten der Gelkammer in die GieR3vorrichtung eingespannt
und als erstes das Trenngel in die Gelkammer pipettiert. Unmittlebar danach wurde das
Sammelgel vorsichtig Gber das Trenngel geschichtet. Nach etwa 30 Minuten war das
Acrylamid auspolimerisiert. Nun wurde die Gelkammer in die Laufkammer gegeben und
mit dem Laufpuffer und die Proteinproben mit Probenpuffer versehen.

Nach einer 5 mindtigen Denaturierung der Proteine bei 95°C wurden diese auf das Gel
aufgetragen und mit einer Stromstarke von 25-50mA und maximal 10 Watt aufgetrennt.
Bei spateren SDS-Elektrophoresen wurden Fertig-Gele (Tris-Tricine Gele mit 10%) der
Firma Anamed verwendet, die ein durch eine andere Salzzusammensetzung (u.a. hohere
Salzkonzentration) besser fir die Auftrennung unserer Wundlysate geeignet war

(Probenpuffer identisch wie bei den Tris-Glycin-Gelen) .

2.2.2.2.2. Proteintransfer auf Cellulosemembran

Tankblot

Der Transfer der Proteine vom Acrylamidgel auf eine Nitrocellulosemembran erfolgte tUber
Nacht in einer Hofer Tankblotkammer (BioRad, Minchen). Hierfir wurde das Gel
zundchst fur 5 Minuten in eiskalten Blotpuffer gegeben. In der Grél3e des Gels wurde ein
Stiick Nitrocellulose (Hybond C, Amersham) ausgeschnitten und fir mindestens 30
Minuten in dem kalten Blotpuffer inkubiert. Das Gel und die Membran wurden dann in

folgender Reihenfolge in eine Blotkassette gegeben:
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2 Stlicke mit Blotpuffer getranktes Whatmann Papier

die Nitrocellulosemembran Stromflussrichtung
das Gel

2 Stlicke mit Blotpuffer getranktes Whatmann Papier

Anschliefend wurde die Blotkassette in die Kammer gegeben und diese mit Blotpuffer bis
zur Markierung beflllt. Das Methanol im Blottpuffer andert die Oberflachenspannung der
Membran und erleichtert so die nichtkovalente Bindung der Proteine an die Nitrocellulose.
Das Blotten erfolgte bei 4° C mit einer Stromstérke von etwa 100mA Uber Nacht.

Am folgende Tag wurde die Nitrocellulosemembran mit Poinsseau S geférbt und fixiert.
Nun konnte der Erfolg des Transfers beurteilt und der ProteingréfRenmarker auf der
Membran markiert werden.

Mittels Immunoblotting konnten nun die gesuchten Proteine nachgewiesen werden.

Blotpuffer
50 mM Borséure (pH 8,8)

10% Methanol

Semidry-Blot

Bei diesem Transferverfahren wurde das Polyacrylamidgel nach dem Lauf zunéchst fur 15
Minuten in Kathodenpuffer gelegt. Derweil lag die Membran fir die gleiche Zeit in
Andodenpuffer 2.

AnschlieRend wurden 8 Whatman Papiere, welche alle an den Seiten etwa 1 cm groRer als
das Gel bzw. die Membran waren mit Anodenpuffer 1 getrdnkt und tbereinander auf die
Anodenseite der Semidry-Kammer (Peglab, Erlangen) gelegt. Nun wurden 5 Whatman
Papiere mit Anodenpuffer 2 getrankt und Ubereinander auf die bereits mit Anodenpuffer 1
durchzogenen Whatman Papiere gelegt. Darauf wurde mittig die Membran plaziert und auf
dieser wiederum das Gel. Hierbei war es wichtig darauf zuachten, daB sich keine
Luftblasen zwischen Membran und Gel bildeten. Zuletzt wurden 8 Whatman Papiere mit
Kathodenpuffer getrankt und auf das Gel gelegt. Die Apparatur wurde geschlossen und fur
1 Stunde und 20 Minuten eine Spannung angelegt, die der Flache der Whatman Papiere
entsprach ( z.B. 9cm x 9cm = 81cm somit 81mA). Der weitere Verlauf des Western Blots

entspricht dem Tankblot-Verfahren (Poinsseau S Farbung und Immunoblotting).
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Anodenpuffer 1

0,3M Tris pH 10,4

20% Methanol

Anodenpuffer 2

25 mM Tris pH 10,4

20% Methanol

Kathodenpuffer

40 mM 6-Aminohexanséure pH 7,6
20% Methanol

2.2.2.2.3. Immunoblotting

Zunéchst wurden bei der zuvor mit Poinsseau S fixierten Nitrocellulosemembran die
unspezifischen Bindestellen mit einer 5%igen Milchpulverlésung in PBS + 0,1% Tween
20 fur 2 Stunden bei Raumtemperatur geblockt. AnschlieRend wurde der Primdrantikorper
in einer 2,5%igen Milchpulverldsung in PBS + 0,1% Tween zu der Membran gegeben. Die
verwendete Verdinnung fur den humanen VEGF Antikorper lag bei 1:1000. Die
Inkubation erfolgte tiber Nacht bei 4°C unter leichtem Schwenken.

Am folgenden Tag wurde die Membran 4 mal fur 15 Minuten mit PBS + 0,1% Tween 20
gewaschen. AnschlieBend wurde der Sekundarantikorper (anti-Kanninchen 1gG HRP) in
einer 2,5%igen Milchpulverlésung in PBS + 0,1% Tween 20 angesetzt (Verdiunnung
1:2000) und fur 2 Stunden bei Raumtemperatur zu der Membran gegeben. Wie zuvor
wurde 4 mal fir 15 Minuten mit PBS + 0,1% Tween 20 gewaschen und anschlieRend der
Blot mit einer Chemilumineszens-Losung (Western Lightning, Perkin Elmer) fir 2
Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Die Membran wurde dann
eingeschweillt und mit einem speziellen Chemilumineszensfilm fir einige Minuten
entwickelt Die Expositionszeit variierte zwischen 2 — 45 Minuten. Die Nachweisgrenze

von VEGF lag bei diesem Verfahren bei etwa 3 ng

39



2. Material und Methoden

2.2.2.3. Immunhistochemie auf Kryogewebsschnitten

Mausgewebe wurden in Tissue Tec® (Sakura, Netherlands) eingebettet und
Gewebeschnitte angefertigt (6-10 um). Die Lagerung der Praparate und Schnitte erfolgte
bei —-80° C.

Fur die Anfarbung wurden die Schnitte zunéchst in eiskaltem Aceton fur 3 Minuten fixiert
und anschlieBend fir weitere 3 Minuten an der Luft getrocknet. Fir die
Peroxidasefarbung. wurde das Gewebe nach der Acetonfixierung zunéchst rehydriert
und die endogenen Peroxidase durch 20-min(tige Inkubation der Schnitte in einer H,0O, —
Losung (2% in PBS) gehemmt. AnschlieRend wurde 3 mal 5 Minuten mit PBS gewaschen,
gefolgt von der Blockierung unspezifischer Bindestellen mit 10% fdtalem Kalberserum
oder 10% des Serums des Tieres aus welchem der Sekundarantikdper gewonnen wurde in
PBS. Der PrimdrantikOrper wurde wéhrendessen in einer geeigneten Verdinnung in
1%igem BSA in PBS Losung angesetzt, fir 5 Minuten bei 100009 abzentrifugiert und nach
dem Entfernen der Blockierungslosung auf die Schnitte pipettiert. Der PECAM-1
Antikorper (Ratte-anti-Maus, 1:1000 Verdinnung) wurde fir 1 Stunde bei
Raumtemperatur und der Flk-1 Antikorpter (Ratte-anti-Maus, 1:10 Verdinnung) uber
Nacht bei 4°C inkubiert. Anschlielend wurden die Schnitte 4 mal 15 Minuten mit PBS
gewaschen und mit einer 1:500 Verdinnung des Ziege-anti-Ratte Sekundéarantikorpers,
welcher mit Meerrettichperoxidase gekoppelt war, in einer PBS-Ldsung mit 1% BSA fur
eine Stunde inkubiert. Nach einem Waschschritt (4x15 min) wurden die Schnitte mit einer
3-Amino-9-Ethyl-Carbazol-Losung (AEC) in 0,1 M Acetatpuffer fur 5-15 Minuten bei
37°C im Dunkeln inkubiert. Das AEC-Substrat wird von der Peroxidase umgesetzt und als
Resultat entsteht eine rote Farbung. Die Reaktion wurde durch Spilen mit Leitungswasser
gestoppt und nach einer Kerngegenfarbung mit Hamalaun wurden die Gewebe mit Kaisers
Gylceringelatine eingedeckelt.

Desweiteren wurden Immunfluoreszens-Farbungen durchgefiihrt. Hierbei wurde
entweder ein direkt fluoreszensmarkierter Primérantikorper (Ratte-anti-Maus PECAM-1,
1:500) oder ein mit einem Fluoreszensfarbstoff markierter Sekundarantikdrper (Ziege-anti-
Ratte Alexa594, 1:500), welcher den Primérantikorper erkennt verwendet. Die
Zwischenschritte mit dem Blockieren und Waschen sind identisch mit der
Peroxidasefarbung, allerdings wurde hier darauf geachtet die Schnitte nach Zugabe der
fluoreszierenden Antikdrper dunkel zu halten, da sonst ein Ausbleichen des Farbstoffs

erfolgt wére. Eine Kernfarbung erfolgte entweder mit DAPI (Sigma; 10ug/ml) oder mit
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Propidiumiodid  (Sigma;  2ug/ml).

Eindeckeln wurde mit Vectrashield®-

Eindeckmedium (Vector Laboratories, USA) oder Kaisers-Glycerin-Gelatine mit 0,1%
DABCO durchgefihrt und die Schnitte wurden dunkel und bei 4°C gelagert.

10x PBS (pH 7,4)

NaCl 80g
KCI 29
Na,HPO, 26,89
KH2PO,4 2,49
H.O ad. 1L
AEC-LGsung

AEC-Stammldsung 15ml

(0,4 % in Dimethylformamid/DMF)
Acetatpuffer (0,1M pH 5,2)

150ml auf 37°C vorgewarmt

H,0; 70 pl

10x Tris-Puffer (pH 7,6)

Tris-Base 60,509

H.0O 90 ml und pH mit 25% HCI auf 7,6 einstellen
NaCl 99g

H.O ad. 1L

2.2.2.4. T.U.N.E.L Immunfluoreszensfarbung zur Detektion von Apoptose

Fur die Untersuchung von Apoptose der Endothelzellen nach dem Wundschluss wurde von
uns eine Immunfluoreszensdoppelfarbung mit dem Dead End® T.U.N.E.L. Kit der Firma
Promega, bei dem die Fragmentierung der DNA wahrend der Apoptose mittels Einbau von
Fluorescein-12-dUTP gemessen wird, und unserem PECAM-1 Antikorper durchgefuhrt.
Hierbei erfolgte an Kryogewebsschnitten zundchst, gemalR dem Protokoll der Firma
Promega, die T.U.N.E.L. Farbung und anschlieBend wie zuvor beschrieben eine

Immunfluoreszensfarbung mit dem PECAM-1 Antikorper.
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Zur spéateren quantitativen Auswertung wurden doppelt angefarbte Strukturen von

mindestens 3 Gesichtsfeldern mit 200-facher VergréRerung pro Wunde ausgezéhlt.

2.2.2.5. Quantifizierung der Immunhistochemischen Ergebnisse

Die Quantifizierung der immunhistochemischen Gewebeschnitte erfolgte mit Hilfe eines
Digitalmikroskops (Nikon, Dusseldorf) und der dazugehérigen Software Lucia Imaging
(Laboratory Imaging Ltd., Tschechien). Wie in Abbildung 7 dargestellt, wurde an den
postoperativen Tagen 3, 5, 8, 11, 12 und 18 jeweils eine Flache des Wundbereiches
festgelegt. Innerhalb diesen definierten Wundbereiches erfolgte die Ausmessung der
Flache des Granulationsgewebes, sowie der Flache des Farbsignals der
immunhistochemischen Farbungen. Die Ausmessungen erfolgten von mindestens 3
Serienschnitten pro Wunde.

Das Ausmald der Granulationsgewebsbildung in dem beschriebenen Bereich wurde mit
Hilfe eines Uber die Bilder projezierten Rasters mit definierten Flache berechnet. Die
Quantifizierung erfolgt anhand der geféarbten Flache pro Flache des Granulationsgewebes

in Prozent.
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D1112A18

Abbildung 7: Festlegung der Flache des Wundbereichs an unterschiedlichen postoperativen Tagen
Die blau umrandeten Bereiche stellen den Wundrand (D3, D5/8) bzw. das Narbengewebe (D11/12/18) dar.
Die rot umrandeten Bereiche markieren den Wundgrund (40x VergréRerung; Balken entspricht 500 pm).
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2.2.2.6. 3-Galaktosidase Farbung

Zur Evaluierung der Transfektionseffizienz mittles Partikelbombardment erfolgte die in
vivo Transfektion muriner Haut mit dem Plasmid CMV-Lac Z. Zur in situ Darstellung der
R-Galaktosidase-Expression wurden Kryoschnitte (8um) der mit dem CMV-Lac Z
transfizierten Maushaut hergestellt. Die Fixierung der Schnitte erfolgte mit 1%
Glutaraldehyd in PBS fiir 10 Minuten. AnschlieRend wurden die Schnitte fir 5 Minuten in
PBS gewaschen. Die Schnitte wurden ber Nacht mit frisch angesetzter BCIG-Ldsung bei
37° C inkubiert, am folgenden Tag kurz (5 min.) mit PBS gewaschen, mit Kernechtrot

gegengefarbt und mit Glyceringelatine eingedeckelt.

BCIG-L6sung: (frisch ansetzten)

20mM KgFe(CN)a
20mM K4Fe(CN)g
1,5mM MgSo,

in PBS l6sen, pH auf 8 einstellen und sterilfiltrieren
1% BCIG-Stockldsung (50mg/ml in DMF) hinzufligen

2.2.2.7. Herstellung von Gewebelysaten

Um Protein aus Wundgewebe zu gewinnen wurde das Gewebe zundchst in Tissue Tec
(Sakura, Netherlands) Einbettmedium gegeben und langsam auf Trockeneis eingefroren.
Um Gewebe zu gewinnen wurden 8-10 20um Schnitte mit einem Kryostaten von dem
Gewebe geschnitten und in ein Eppendorfgefal gegeben. Zur Lyse des Gewebes wurde
Lysispuffer (50 mM Tris pH 7,8) zugegeben, dem wahlweise ein Detergenz wie SDS (0,1-
2% Endkonz.) hinzugefiigt wurde. SDS wurde verwendet, wenn die nachfolgenden
Untersuchungen nicht SDS sensitiv waren, wie z.B. eine Elektrophorese. Sollte jedoch
beispielsweise die Plasminaktivitdt in dem Lysat bestimmt werden, wurde auf SDS
verzichtet um die enzymatische Reaktion nicht zu beeintrachtigen. Die Homogenisierung
erfolgte durch intensive Pipettierung mit dem Lysispuffer und durch Sonifizeriung mit
einer Ultraschallsonde. Nach Zentrifugation mit 8000g bei 4° C fur 10 Minuten wurde der
Uberstand bei —80° C gelagert.
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2.2.2.8. Bestimmung der Plasminaktivitat in Gewebelysaten

Es wurden wie unter 2.2.2.7 beschrieben Gewebelysate aus murinen Wunden hergestellt.
100ul Lysat wurde das Substrat mit einer Endkonzentration von 1 mM zugesetzt. Bei dem
Substrat handelt es sich um ein fluorogenische Peptid H-D-Val-Leu-Lys-AMC (Bachem,
Heidelberg) welches eine plasmin-spezifische Schnittstelle (Smith et al., 1980) besitzt. Die
Inkubation erfolgte fur 3 Stunden bei 37°C abgedunkelt.

Die Messung erfolgte bei einer Anregungswellenldnge von 360nm und einer
Absorptionswellenldénge von 465nm in einem Immunofluoreszensreader (Tecan). Die
Plasminaktivitat wurde anhand einer Standardkurve mit humanem Plasmin (Roche,
Mannheim) ermittelt und zu der Gesammtproteinkonzentration der einzelnen Proben

normalisiert.

Plasminpuffer (fir Plasminstandardkurve verwendet)

10mM KH,PO,
70mM Na,HPO,
100mM Lysin

auf pH 7,5 eingestellt

2.2.2.9. Herstellung von rekombinantem Protein

2.2.2.9.1 Transfektion von COS-1 Zellen mit VEGF-Expressions-Konstrukten

Zur Herstellung rekombinanten humanen VEGFgs-Proteins (Wildtyp und Mutante)
wurden COS-1 Zellen mit den Expressions-Konstrukten transfiziert. Die Transfektion
erfolgte bei einer 70-80%igen Konfluenz der COS-1 Zellen in 10cm Zellkulturschalen. Die
Zellen wurden mittels Lipofektion mit dem Superfect®-Reagenz (Qiagen, Hilden) gemaR
den Angaben des Manuals transfiziert. Uber einen Zeitraum von 2-3 Wochen wurden im
Abstand von 2-3 Tagen die serumfreien Uberstande der Zellen gesammelt und fiir spatere
Analysen bei -80° C gelagert. Es wurden etwa 250ml Uberstande Gber einen Zeitraum von

einem Monat gesammelt.
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2.2.2.9.2 VEGF-Protein Aufreinigung und Entsalzung

Die gesammelten Uberstinde wurden mit Western Blots auf ihren Gehalt an VEGF-Protein
untersucht. Nach der Vereinigung der Uberstande in denen VEGF-Protein detektierbar
war, wurden diese mit einer peristaltischen Pumpe tber Nacht bei 4° C (ber eine Heparin
Sepharose-Séaule zirkuliert. Durch die Heparinbindestelle des VEGF konnte so eine
Bindung des Proteins an die Heparin-Sepharose erreicht werden. Nach der Zirkulation
wurde die Uberstande verworfen. Die Sdule wurde am nachsten Tag zunachst mit 30 ml
0,1 M NaCl -L6sung in 50mM TrisHCI pH 8 gewaschen um die Reste des Mediums und
einen GroRteil unspezifischer Proteine zu entfernen. AnschlieBend wurde die Sdule an
einen FPLC-Chromatographen (Pharmacia, Munchen) angeschlossen und mit langsam
steigenden Salzkonzentrationen (0,1 M — 1 M NaCl-Losung in 50mM TrisHCI pH 8) das
gebundene VEGF von der Sdule eluiert. Das Eluat wurde in Fraktionen zu 1 ml gesammelt
und dabei gleich mittles spektrometrischer Analyse der Proteingehalt abgeschatzt. Diese
Fraktionen wurden spater mit Western Blots auf ihren VEGF-Gehalt getestet. Die VEGF-
enthaltenden Fraktionen wurden zu 2 Teilfraktionen vereinigt und Uber Sephadex-
Entsalzersdulen (Amersham, Minchen) entsalzt. Hier spielt die Porengrofie der Sephadex-
Matrix eine entscheidende Rolle, da die salzhaltige Lésung der Fraktionen schneller durch
die Poren durchflief3t als die gré3eren Protein-Molekile. So kdnnen die entsalzten Proteine
mit einer niedrig konzentrierten Tris-Losung (50mM Tris-HCI pH 8) leicht verzogert
eluiert werden. Die entsalzten VEGF-L6sungen wurden nun zu je 1ml lyophilisiert und bei
—80° C gelagert. Fur Experimente wurden die Lyophilisate mit 50mM Tris + 0,05% BSA

geldst und ein Elisa zur Konzentrationsbestimmung durchgefihrt.

2.2.2.10. VEGF-Elisa
Zur Bestimmung der VEGF-Konzentration wurde ein ,,Sandwich*“-ELISA-System der

Firma R&D-Systems (Wiesbaden) verwendet. Die Proben wurden als Doppelbestimmung

gemaR des Protokolls des Herstellers in entsprechenden Verdiinnungen eingesetzt.
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2.2.2.11. Charakterisierung der Stabilitat von rekombinantem VEGF 45 Protein in

murinen Wundlysaten

Es wurden wie unter 2.2.2.7 beschrieben Wundlysate hergestellt. 5ng VEGF Protein
(Wildtyp oder Mutante) wurden zusammen mit 15ul des Wundlysates fur 2, 4 und 6
Stunden bei 37° C inkubiert. Zur Inhibition von Plasmin wurde zundchst der Plasmin-
Inhibitor alpha-2-Antiplasmin in einer Konzentration von 0,7 1U/ml (Sigma) dem
Wundlysat zugefligt und 30 min auf Eis inkubiert. Dann wurden 5 ng VEGF-Protein hinzu
gegeben und fir 6 Stunden bei 37° C inkubiert. Die Stabilitdt des VEGF Proteins wurde
mittels Western Blot dargestellt. Die densitometrische Auswertung der Blots erfolgte mit
einem Filmdokumentationsgerdt und der dazugehorigen Software der Firma BioRad
(Mdnchen).

2.2.3. Molekularbiologische Methoden

2.2.3.1. Herstellung kompetenter Bakterien

Fur die Transformation wurden die E.coli Bakterienzellen durch Behandlung mit CaCl, fir
die Aufnahme von DNA kompetent gemacht (Cohen et al., 1972). Bakterien aus einer 2 mi
Ubernachtkultur wurden zu 50 ml LB-Medium gegeben, so daf eine ODggo von 0,03-0,04
erreicht wurde. Der Ansatz wurde bei 37°C inkubiert und zunachst stiindlich, spater alle 30
Minuten die Absorption der Zellsuspension bei 600 nm gemessen. Bei einem Wert von
0,3-0,4 wurden die Zellen geerntet (5 min bei 3000 g, 4°C). Das Pellet wurde in 1 ml kalter
CaCl,-Losung (50mM) resuspendiert, auf das halbe Ausgangsvolumen mit kaltem CacCl,
(50mM) aufgefullt und 20 Minuten auf Eis inkubiert. Anschlieend wurden die Zellen
erneut pelletiert, in 1/10 des Ausgangsvolumens kaltem CaCl, (50mM) resuspendiert und
aliquotiert. Nach zwei Stunden auf Eis konnten die Zellen transformiert werden. Zur
Langzeitlagerung von kompetenten Zellen, wurden diese nach der zweiten Zenrifugation in
1/10 des Ausgangsvolumens CaCl, (50 mM) / Glycerin (20%) aufgenommen, aliquotiert
und nach 2 Stunden auf Eis in flissigem Stickstoff eingefroren.

Die anschlieRende Lagerung erfolgte bei —80°C.
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2.2.3.2. Transformation

Bei —-80°C gelagerte kompetente Bakterien wurden langsam auf Eis aufgetaut. Danach
wurde die zu transformierende DNA mit 100ul der Bakterien vorsichtig gemischt und der
Ansatz weitere 30 Minuten auf Eis inkubiert. Anschlielend wurden die Bakterien einem
einminiitigen Hitzeschock bei 42°C ausgesetzt, fiinf Minuten auf Eis abgekiihlt und nach
Zugabe von 900ul vorgewarmten LB-Medium (ohne Antibiotika) eine Stunde lang bei
37°C geschiittelt. Geeignete Aliquots dieser Ansatze wurden auf antibiotikahaltigen

Agarplatten ausgestrichen und tiber Nacht im 37°C-Brutschrank inkubiert.

2.2.3.3. Bakterienkulturen fur Plasmidisolierungen

Der E.coli Stamm DH5a dient zur Vermehrung der in vitro rekombinierten Plasmide. Da
die verwendeten Konstrukte ein Ampicillin-Resistenzgen trugen, wurden alle
plasmidhaltigen Bakterienstamme auf LB-Agarplatten bzw. in LB-Medium mit einem
Zusatz von 100pg/ml Ampicillin kultiviert. 5 ml Ubernachtkulturen wurden fir anlaytische
Plasmidpraparationen oder zum Animpfen von Kulturen mit einem Volumen von 100ml
LB-Medium fiir Plasmidmididpraparationen verwendet, die tiber Nacht bei 37°C unter
Schitteln inkubiert wurden.

2.2.3.4. Isolation von Nukleinsauren

2.2.3.4.1 Isolation von Plasmid-DNA aus E. coli

Die Plasmidminipraparation wurde mit dem ,,Qiaprep® Spin Miniprep Kit* (QIAGEN,
Hilden) durchgefuhrt und basiert auf der alkalischen Extraktionsmethode nach Brinboim
und Doly (1979), wobei die DNA an Anionenaustauschersdulchen bindet.

5 ml LB-Medium wurden mit dem entsprechenden Bakterienklon angeimpft und Uber
Nacht bei 37°C geschiittelt. Die Kulturen wurden am folgenden Tag zunichst fiir zehn
Minuten zentrifugiert und das Pellet in 250ul Puffer 1 (Resuspensionspuffer: neutraler
Tris-Puffer mit RNase) resuspendiert. Um die Bakterien zu lysieren wurden 250ul Puffer 2
(Lysispuffer mit SDS) hinzugefligt und der Ansatz durch vorsichtiges Schwenken des
ReaktionsgefélRes gemischt. Dieser Puffer enthalt SDS um die bakteriellen Proteine zu

denaturieren. So werden die Zellwande und andere Proteine lysiert und die Plasmid-DNA
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freigesetzt. Vorsichtiges Mischen flhrte dazu, dal das Bakterienchromosom an der
Zellwand héangenblieb und in den folgenden Schritten nicht zusammen mit Zelltrimmern
und Proteinen prézipitierte und damit abgetrennt werden konnte. Nach einer
Inkubationszeit von fiinf Minuten bei RT wurde das Gemisch mit 500ul Puffer 3
(Proteinfallungspuffer: hohe Salzkonzentration; 3M KCI) neutralisiert und erneut vorsichtig
geschwenkt. Durch diesen Puffer wurde das Lysat neutralisiert und die erhohte
Salzkonzentration bewirkte, dal? denaturierte Proteine, Zelltrimmer und SDS ausfielen,
wahrend die Plasmid-DNA im Uberstand verblieb. Dieser Uberstand wurde nun auf eine
QIlAprep 8 Membran gegeben und die Sdule mit der Membran wurde mit 1 ml Puffer PB
und zweimal je 1 ml Puffer PE (beides sind Waschpuffer mit hoher Ethanolkonzentration)
gewaschen. Anschlielend wurde sie mit 100ul EB Puffer (niedrig molarer Tris-Puffer mit
neutralem pH) eluiert, mit Ethanol gefallt und das DNA Pellet in der gew(inschten Menge

Wasser aufgenommen.

2.2.3.4.2. Plasmidpréaparation in gréRerem Mal3stab

Fur die Préparation groRerer Mengen Plasmid-DNA wurde das ,,Qiagen® Plasmid Midi
Kit“ (Qiagen, Hilden) verwendet. 100 ml Kulturen von Bakterienklonen wurden (ber
Nacht bei 37°C geschiittelt. Am folgenden Tag wurden die Bakterein durch zehnminiitiges
Zentrifugieren mit 3000 g geerntet und das Bakterienpellet in 4 ml Puffer 1 (Puffer wie bei
2.2.2.4) resuspendiert. Es wurden 4 ml Puffer 2 (Puffer wie bei 2.2.2.4) zugegeben,
vorsichtig gemischt und funf Minuten bei RT inkubiert. Der Ansatz wurde mit 4 ml Puffer
3 (Puffer wie bei 2.2.2.4) neutralisiert und fur 15 Minuten auf Eis belassen. AnschlieRend
wurde bei 4°C fiir 30 Minuten zentrifugiert (20000 g) und der Uberstand auf die zuvor mit
4 ml Puffer QBT (Salzhaltige Ethanollésung zum waschen und aufquellen der
Saulenmatrix) equilibrierte Qiagentip 100 S&ule gegeben. Die Sdule wurde zweimal mit je
10 ml Puffer QC (Waschpuffer mit hohem Ethanolanteil) gewaschen und die DNA
schliellich mit 5 ml Puffer QF (Elutionspuffer s.0.) eluiert. Die DNA wurde zuerst mit
Isopropanol und anschliefend einmal mit Ethanol gefdllt. Das Pellet wurde in der
gewiinschten Menge Wasser aufgenommen. Die Ausbeute dieser Praparation lag bei ca.

1ug DNA /ml Kulturvolumen.
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2.2.3.4.3. Gesamt-RNA-Isolierung aus Maushaut

Die Gesamt-RNA-Isolierung aus Maushaut erfolgte nach der Methode von Chomcynski
(1987). Zunéachst wurde die Maushaut auf Trockneis mittels eines frischen Skalpels so
klein wie moglich geschnitten. Anschlielend wurden diese Gewebstiicke in GTC-Puffer
aufgenommen, mit 3-Mercapto-Ethanol versehen und auf Eis mittels eines Ultra-Thorax
(Janke & Kunkel) homogenisiert. Danach wurde die RNA mittels Phenol/Chloroform-
Fallung préazipitiert und tber Nacht mit Isopropanol geféllt. Es folgte ein DNase-Verdau
mit anschlieender Phenol-Fallung. Nach photometrischer Bestimmung der RNA-
Konzentration und einem Kontrolllauf auf einem Agarosegel zur Qualitatsbestimmung,

konnte die RNA zur Herstellung einer cDNA verwendet werden

GTC-Puffer (4°C, dunkel)

iM Guanidinium thiocyanat
25mM Na-Citrat pH 7
10 % Sarcosyl (N-Lauroylsarcosine)

2.2.3.5. Spektrometrische Bestimmung der RNA oder DNA Menge

Da RNA und DNA in Ldsung ihr Absorptionsmaximum bei einer Wellenldnge von 260 nm
hat, kann man durch die Bestimmung der Absorption im UV-Spektralphotometer die
Konzentration dieser Nukleinséure errechnen. Eine Absorption von 1 bei 260 nm
entspricht einer Konzentration von 50 pg/ml Nukleinsdure. Da Proteine ihr
Absorptionsmaximum bei 280 nm haben, kann man durch Bestimmung des Quotienten
Absorptionygy / Absorption,gy die Reinheit der DNA-Préparation bestimmen. Eine saubere
Nukleinsaure-Praparation sollte einen Wert zwischen 1,8 und 2,0 haben.

Um die Qualitdt der DNA zu uberprifen, wurden verschiedene Verdinnungen der
Nukleinsdure-Probe neben einem Mengenstandard (z.B. A-DNA mit Hindlll geschnitten)
auf ein Agarosegel aufgetragen. Nach dem Gellauf konnten die durch Einlagerung von

Ehtidiumbromid mit UV-Licht sichtbar gemachten Banden ausgewertet werden.
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2.2.3.6. Restriktionsspaltung von DNA

Restriktionsspaltungen von DNA wurden zu analytischen (z.B. Maustypisierung) oder
praparativen Zwecken (z.B. Umklonierung in ein anderes Plasmid) mit
Restriktionsendonukleasen unter den angegebenen Reaktionsbedingungen durchgefunhrt.

Ein 25 ul Standardansatz setzte sich wie folgt zusammen:

100-500 ng DNA

2,5 ul 10x Reaktionspuffer
1ul Enzym (5-10 U)
ggf. 1/100 Vol. 100x BSA

ad. Aqua bidest. 25 pl

Der Ansatz wurde bei der fur das Enzym optimalen Temperatur fur mindestens zwei

Stunden inkubiert. Die Spaltung wurde anschlieRend auf einem Agarosegel tberprdft.

2.2.3.7. Auftrennung von DNA auf Agarosegelen

Zur analytischen und praparativen Auftrennung von Nukleinsduren wurden 1%ige
Agarosegele verwendet, die eine gute Auflésung von Fragmenten im Bereich von ca. 500-
10000 bp gewaéhrleisten. Um Langenunterschiede von 10-30 bp sichtbar zu machen,
wurden 3%ige Gele benutzt. Die Gele wurden mit 3-5 pl Ethidiumbromid versetzt um die
aufgetrennten DNA-Banden im UV-Licht sichtbar zu machen.

Es konnte auch die Qualitat von isolierter Plasmid-DNA untersucht werden, da diese je
nach Zustand (supercoiled, ,,nicked“ oder linearisiert) ein unterschiedliches Laufverhalten
aufweist. Die aufzutrennenden Nukleinsdureproben wurden mit 1/10 Volumen DNA-
Auftragslosung (5-fach: Bromphenolblau-Ldsung (0,001%) mit Glycerin (30%) in 50 mM
EDTA) in die Geltaschen pipettiert und elektrophoretisch aufgetrennt. Als Langenstandard
diente eine 1 Kb-Leiter, die DNA-Fragmente definierter Grofle enthélt und als
Mengenstandard wurde mit Hindlll geschnittene A-DNA verwendet oder eine 100 bp

Leiter der Firma New England Biolabs.
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2.2.3.8. Nukleinsauretransfer auf Cellulosemembran (Southern-Blot)

Nach elektrophoretischer Auftrennung in Agarosegelen wurde die DNA mit Hilfe des
Southern Blots (Southern, 1975) auf Nitrocellulosemembranen transferiert. Das Gel wurde
zundchst 20 min in 250 mM HCI-L6ésung geschwenkt, einige Male mit Wasser gespult und
dann weitere 30 min in Alkali-Transfer-Lésung (0,4 M NaOH, 0,6 M NaCl) geschwenkt.
Der Transfer auf die Membran erfolgte Uber Nacht durch die Kapillarwirkung von
Whatmanpapier und Papiertiichern mit Alkali-Transfer-Losung. Die Membran wurde
anschlieRend zur Fixierung der DNA im ,,UV-Crosslinker* (Stratagene, Heidelberg)

bestrahlt und anschlieRend konnte sie hybridisiert werden.

2.2.3.9. Radioaktive Markierung von DNA

Zur radioaktiven Markierung von doppelstrangiger DNA fiir die GAPDH-Sonde wurde das
~Ladderman™ Labeling Kit* von Takara benutzt, das auf dem von Feinberg und
Vogelstein (1983) vorgestellten Prinzip des Random Priming basiert. Es wurden 20 ng
doppelstrangiger Plasmid-DNA (fir GAPDH) eingesetzt, die durch Restriktion und
anschlieBender Auftrennung Uber eine Agarosegel gewonnen wurde. Die Markierung
erfolgte durch die Zugabe von 1.87 Mbq [a-*P]dCTP (spezifische Aktivitat >
111 TBg/mmol; ICN, Eschwege) nach der Vorschrift des Herstellers.

Zur Abtrennung der nicht eingebauten Nukleotide wurde die markierte DNA (ber eine
Sephadex-G50-Saule (,,Probe Quant™ G-50 Micro Columns“, Amersham Pharmacia)
nach Herstellerangaben aufgereinigt.

Alternativ wurden flr die VEGF-Sonde spezifische Primer verwendet, welche mittels
Terminaler Transferase (Roche, Mannheim) an ihrem 3"-Ende mit [o-*?P]dCTP markiert
und anschlieBend durch eine EtOH-Féllung aufgereinigt wurden.

Ein Aliquot des Eluats wurde im B-Zerfallszahler (Beckman) gemessen um den Erfolg der

Markierung abzuschatzen.

2.2.3.10. Hybridisierung mit DNA-Sonden

Die zu hybridisierende Membranen wurden zunéchst in Prahybridisierungs-Loésung
(4xSSC, 0,4 % [w/v] Milchpulver, 4% [w/v] SDS, 0,3 mg/ml ssDNA) bei 65 °C fir

mindestens 1 h vorhybridisiert. Im Anschlul? wurde Hybridisierungs-Loésung (4xSSC,
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0,4 % [w/v] Milchpulver, 4 % [w/v] SDS, 20 % [w/v] Dextransulfat, 0,3 mg/ml ssDNA)
verwendet und ber Nacht bei 65 °C mit der denaturierten Sonde hybridisiert. Am
folgenden Tag wurde zundchst 20 min bei 65 °C mit 2 x SSC / 0,1 % SDS gewaschen,
dann bei gleicher Temperatur 30 min mit 0,1 x SSC / 0,1 % SDS. Auf die Membranen
wurden Filme bei -80 °C in Rontgenkassetten exponiert.

Sollten die Filter mit einer weiteren Probe hybridisiert werden, wurden sie zum Entfernen
der alten Sonde zweimal je 30 min bei 80 °C mit 0,1 x SSC/ 0,1 % SDS gewaschen

2.2.3.11. Reverse Transkription von mRNA zu cDNA

Die reverse Transkription erfolgte mit dem ,,Superscript First Stand Synthesis System for
RT-PCR* der Firma Life Technologies . Hierbei wird unter Verwendung von Oligo (dT)s,
welche an den PolyA-Schwanz der mRNA binden, und einer MLV Reversen Transkriptase
aus mRNA die komplementdre cDNA generiert. Es wurde gemal dem Protokoll
vorgegangen.

Ansatz Erststrangsynthese

1 bis 2 pg gesamt RNA
pl Oligo (dT)121s (0,5pg/pl)

Inkubation fiir 10 Minuten bei 70°C und anschlieflend fir 1 Minute auf Eis.
Hinzugabe folgender Komponenten:

2ul 10x PCR-Puffer
2ul 25mM MgCl;

1l 10mM nNTP-Mix
2ul 0,LMDTT

Der Ansatz wurde kurz gemischt, herunterzentrifugiert und fir 6 min bei 42° C inkubiert.
Fur die eigentliche cDNA-Synthese wurde 1l ,,SuperScript 11* reverse Transkriptase
zugegeben und der Ansatz fiir 1 Stunde bei 42° C inkubiert.

53



2. Material und Methoden

Die Reaktion wurde durch 15 min(tige Erwérmung auf 70° C gestoppt. Nach einer kurzen
Abkulhlung auf Eis wurde dem Ansatz 1ul RNase H-Losung zugefiigt und das Ganze fur
20 min bei 37° C inkubiert um RNA-Reste zu entfernen.

Die so generierte cDNA wurde fiir eine anschlieBende Polymerase-Kettenreaktion

verwendet um das gesuchte Transkript zu amplifizieren.

2.2.3.12. Polymerase-Ketternreaktion (PCR)

Die PCR ist ein Verfahren zur selektiven Amplifikation von DNA Sequenzen, die durch
die Bindung zweier Primer an eine DNA-Matrize begrenzt werden (Mullis und Fallona,
1987). Die Primer werden so gewahlt, dal sie den zu amplifizierenden Bereich einrahmen
und jeweils in 5-3"-Richtung an einen der beiden DNA-Strange hybridisieren. Ein PCR-

Ansatz setzt sich wie folgt zusammen:

Template-DNA/RT-Ansatz 10-20 ng
Primer forward 200 nM
Primer backward 200 nM
dNTPs 200 uM
10x Polymerase-Puffer 10 pl
Polymerase 1-2U
MgCl, 1-2mM
Wasser ad 100 pl

Die in dieser Doktorarbeit benutzten Polymerasen waren die Tag- und die Pfu-Polymerase.
Die Pfu-Polymerase besitzt eine 3-5" Exonukleaseaktivitdt und erzeugt am PCR-
Amplifikat nur glatte Enden, wéhrend die Tag-Polymerase uUberstehende Enden liefert. Die
Ansatze wurden in einem PCR-Thermoblock inkubiert. Die Amplifikationsreaktion wurde

unter folgenden Bedingungen durchgefihrt:
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VEGF, GAPDH:

95° C 3 min

95° C 455 —

62° C 45s 35 Zyklen
70°C 45s __|

70° C 5 min

Zur Analyse der Amplifikation wurde nach der PCR ein Zehntel des Ansatzes auf ein

Agarosegel aufgetragen.

Verwendete Primer

*VEGF

forward

5-GAG TCC AAC ATC ACC ATG CAG-3
backward

5-TCACCGCCTTGGCTTGTC ACAA-Z

*GAPDH

forward

5-TCATGA CCACAGTCCATG CCATCAC-3
backward

5-GCC AAATTC GTT GTC ATA CCA GGA AAT GA-3
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2.2.4. Mausexperimente

2.2.4.1. Mauszucht

Zur Zucht von homozygoten Leptinrezeptor-defizienten Mausen (C57 BLKS / J-m +/+
Lepr™) dienten 1:1 oder 2:1 Verpaarungen (weiblich : mannlich) heterozygoter Tiere.
Nach 3 bis 4 Wochen sollte sich bei den weiblichen Tieren eine Trachtigkeit eingestellt
haben, ansonsten wurden die Tiere mit anderen Partnern zusammengesetzt. Sobald die
weiblichen Tiere eindeutig trachtig waren wurden sie von den mannlichen getrennt. Nach
dem Wurf wurden die Jungtiere fur 3 Wochen bei der Mutter belassen und anschliel3end
nach mannlich und weiblich getrennt und typisiert.

2.2.4.2. Genotypisierung der Mause

Die Genotypisierung der db/db Mause erfolgte in etwa 3 Wochen alten Nachkommen
mittles genomischer DNA, welche aus einem Stiick Mausschwanz gewonnen wurde. Etwa
1 cm Mausschwanz wurde mit 500ul Lysispuffer + 10ul Proteinase K (20mg/ml von
Peqlab, Erlangen) tber Nacht unter Schitteln bei 55°C geltst. Am folgenden Tag wurden
die Lysate 8 Min. bei 14000 rpm abzentrifugiert und der Uberstand in ein mit 1000pl
absoluten Ethanol gefiilltes Reaktionsgefal uberfuhrt. Nach kurzem Schitteln fiel die
genomische DNA aus und wurde mit einer zugeschweifdten Pasteurpipette aus der Ldsung
genommen. Die DNA wurde dann in ein mit 750ul 70%igen Ethanol gefiilltes
Eppendorfgefal? gegeben und nach 3 Minuten Inkubation wieder entnommen und an der
Luft fur 10 Minuten getrocknet. AnschlieBend wurde die DNA in ein mit 150ul TE-Puffer
gefilltes Reaktionsgefal Gberflhrt und Gber Nacht bei 50°C unter Schitteln geldst.

Am néchsten Tag wurde mit 3ul der gelésten DNA eine PCR durchgefihrt und das PCR-
Produkt mit RSA | geschnitten um eine eindeutige Identifizierung des Genotyps zu
ermoglichen. Die Primer sind hierbei so gewahlt, dass sie das Stiick genomischer DNA
amplifizieren, welches die Punktmutation aufweist. Diese Mutation flihrt zum Verlust einer
Base, was zu einer Verschiebung des Leserasters und zum Verlust der Splice-Stelle an der
Exon-Intron-Grenze von Exon 12 fihrt, sowie zum anderen eine Rsa | Schnittstelle
generiert, welche eine Identifizierung der Mutation mit Hilfe einer Restriktionsanalyse

ermoglicht.
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Lysispuffer (zur Isolation von genomischer DNA aus Mausschwanzen)

TrispH 7,8 50mM
EDTA 50mM
NaCl 100mM
DTT 5mM
Spermidin 0,5mM
SDS 2%

PCR-Bedingungen (nach Protokoll Jackson Laboratories, USA)

5 Min. 95°C
30 sec 95°C
30 sec 52°C 35 Zyklen
30 sec 72°C
5 Min. 72°C

*Primer fir Genotyp PCR

forward
5"-AGAACGGACACTCTTTGAAGTCTC-3’

backward
5'-CATTCAAACCATAGTTTAGGTTTGTGT-3"

Banden nach RSA | Restriktion im Agarosegel

WT mit intaktem Leptin-Rezeptor: 135 bp
Heterozygote Tiere: 135 bp & 108 + 27 bp
Homozygote Tiere: 108 + 27 bp
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2.2.4.3. Kutaner Gentransfer mittels Partikelbombarment

Bei dem Partikelbombardment handelt es sich um eine physikalische Gentransfermethode,
welche sich insbesondere fir den in vivo Gentransfer eignet. Das Prinzip dieser Methode
beruht darauf, dass Plasmid-DNA an einen Mikrokarrier (Gold) gebunden und mittles
hohem Heliumdruck beschleunigt wird, so dass die mit Plasmid-DNA beladenen Partikel
in die geeignete Zielzelle eindringen kdnnen. Dabei kann der Transfer des Transgens in die
geeignete Zielzelle durch die Wahl des entsprechenden Heliumdrucks kontrolliert werden.
Die Transfektionseffizienz wird bestimmt durch Heliumdruck, ,,Microcarrier Loading
Quantity* (MLQ; pro Transfektion applizierte Menge des Carriers) und ,,DNA Loading
Ratio” (DLR; pro Transfektion applizierte Menge an DNA).

Dichtring

g % Teflon -Schlauchstiick Halter

Abstandhatter

Abbildung 8: A) Helios Gene-Gun (BioRad, Munchen). B) Ansicht des vorderen Teil des Geréates im
Querschnitt . Durch die im Revolver (Teflon-Schlauchstiick Halter) platzierten Teflon-Schlauchstiicke,
welche mit Expressions-Plasmid assoziiertem Mikrokarrier beschichtet sind wird kurz hoher Heliumdruck
geleitet. Dabei ldsen sich die Mikrokarrier und werden durch den Beschleunigungskanal direkt in das
Gewebe und die darin liegenden Zellen geschossen. Hier kommt es nun zur transienten Expression der an
den Mikrokarrier gebundenen DNA.

2.2.4.3.1. Herstellung beschichteter Teflon-Schlauchstticke fur Partikelbombardment

Zunachst werden die Goldpartikel mit einem Durchmesser von 1um abgewogen und die
gewiinschte DNA-Menge in einem Eppendorfgefal vorgelegt. Die Goldpartikel dienen als
Mikrokarrier fur die DNA. Entsprechend des VVolumens der gelésten Plasmid-DNA wird
zu den Goldpartikel 0,05M Spermidin gegeben; dieses Gemisch wird kurz gevortext und
anschlieRend fur 5 Sekunden mittels Ultraschall-Behandlung ein Verklumpen der
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Goldpartikel vermieden. Im nachsten Schritt erfolgt die Zugabe der DNA und das Gemisch
wird flr 5 Sekunden gevortext und sonifiziert. Zur Prézipitation der DNA auf den
Goldpartikeln wird bei geringer Geschwindigkeit auf dem Vortexer das gleiche VVolumen
0,5 M CaCl; langsam hinzugeftigt. Das Gold-DNA-Gemisch wird nun fir 10 Minuten bei
Raumtemperatur prazipitiert. Es folgt eine Zentrifugation (15 sec) nach der der Uberstand
verworfen wird und das Pellet mit 1 ml absolutem Ethanol resuspendiert und gewaschen
wird. Erneut wird 5 sec. zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet mit 1 ml
absolutem Ethanol resuspendiert. Dieser Waschschritt wird 3 mal wiederholt. SchlieRlich
wird das Pellet mit 3,5 ml wasserfreiem Ethanol + PVP (0,1mg/ml) gel6st und in den
Teflon-Schlauch aufgezogen.

Der befullte Schlauch wird in die Beschichtungsapparatur eingespannt und innerhalb von 2
Minuten setzen sich die Goldpartikel ab. Mit einer peristaltischen Pumpe wird
anschlieRend die fliissige Phase des Ethanol-Goldgemisches abgesaugt (4-6 ml/min). Der
Schlauch wird nun fur 4 Minuten in der Apparatur rotiert. Zum Trockenen wird nach
Ablauf der Zeit Stickstoff (0,35-0,4 LPM Durchfluss) durch den Schlauch geleitet,
wéhrend dieser fur weitere 6 Minuten rotiert. Abschlielend werden die gleichmaRig
beschichteten Schlauchstiicke in 1,27 cm lange Stucke zerschnitten und mit Siliciagel bei

4°C gelagert.

2.2.4.3.2. Kutaner in vivo Gentransfer in der Maus

Die Transfektion mittles Partikeloombardment wurde unter Narkose (Ketanest 4,75mg/ml;
Rompun 0,01%) durchgefiihrt Die Tiere wurden rasiert und um das Stratum Corneum zu
entfernen wurde die Haut zusétzlich mit Veet Sensitive® behandelt (1 min Einwirkdauer
und anschlieBend grundliche Entfernung mit sterilem Wasser und Tupfer). Vor der
Transfektion wurde die Haut mit 70%igem Ethanol desinfiziert.

Die Transfektionseffizienz stellt sich als eine Funktion aus Heliumdruck, Zahl der
Mikrokarrier (,,Microcarrier Loading Quantity” : MLQ) und Menge an Plasmid-DNA
(,DNA Loading Ratio* : DLR) dar. In VVorversuchen wurden die optimalen Bedingungen
flr unsere Fragestellung ermittelt.

Die Transfektion wurde mit einem Heliumdruck von 300 Psi (~ 21 bar), einer MLQ von 25
mg Goldpartikel und einer DLR von 3-5 pg Plasmid-DNA durchgefuhrt; der Lauf der
Apparatur wurde auf die gewiinschte Stelle aufsetzte und der Abzuge betatigt. Es wurden

pro Wunde 2 (berlappende Bereiche transfiziert (jeweils ca. 1 cm Durchmesser) und in
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deren Schnittstelle die Wunde gesetzt, so dass die Wunde von einem ca. 0,5 cm breiten

Rand transfizierten Gewebes umgeben war.

2.2.4.4. Wundsetzung

Die Wundsetztung erfolgte mit Biopsiestanzen (Stiefel, Offenbach) der GréRe 6 mm. Die
Mause wurden mit Ketanest/Rompun-Narkose betdubt, enthaart, je nach experimentellem
Ansatz transfiziert und dann mit der Biopsiestanze eine Exzisionswunde gesetzt. Um eine
gleichméfige und runde Wunde zu erzeugen wurde die Stanze auf die Haut gesetzt und
unter leichtem Druck gedreht. Diese Wunden umfassten die Epidermis, die Dermis, das
subkutane Fettgewebe und den murinen Hautmuskel bis zur Kérperfaszie.

Die in der Arbeit dargestellten Ergebnisse wurden anhand von 4 zeitlich voneinander
unabhangigen Experimenten ermittelt. Es wurden maximal 4 Wunden auf den Riicken
einer Maus gesetzt. Die Positionen von Kontroll- und experimentellen Wunden wurden
rotiert um einen Positionseffekt auszuschlielen. Die Wunden wurden téglich inspiziert,
Verschmutzungen vorsichtig aus den Wunden entfernt und regelméaRig fotografisch

dokumentiert.

Experiment 1.
Vergleich der Wundheilung von Balb/c und db/db Mausen; Analyse des Wundschlusses

durch Planimetrie an den postoperativen Tagen 1, 3, 5, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 15, 18, 21.
(Balb/C n=10 ; db/db n=10)

Experiment 2:
Die Wundbehandlung von db/db Mé&usen erfolgte mit Methylcellulose (Kontrolle),

rekombinatem humanen VEGFigs Protein (rhVEGFes) in Methylcellulose (1pg Protein
taglich flr 7 Tage ab Tag 1 post op), Transfektion mit CMV-hVEGF65 oder CMV-Lac Z
(Kontrolle) Plasmid-DNA (MLQ:25 mg ; DLR: 5 ug ; 300 Psi). Analyse des
Wundschlusses durch Planimetrie an den postoperativen Tagen 1, 3, 5, 7, 9, 10, 11, 13, 15
und 18. An den postoperativen Tagen 1, 3, 5, 8, 11 und 18 wurde Wundgewebe zur

Untersuchung entnommen; an jedem Zeitpunkt n=10 Wunden pro Behandlungstyp.
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Experiment 3 und 4 (zwei im Aufbau gleiche, zeitlich voneinander unabhangige

Experimente):

Die Wundbehandlung von db/db Mdusen erfolgte mit Transfektion von CMV- Lac Z,
CMV-hVEGF5 Wildtyp oder CMV-hVEGF;65 Mutante

(MLQ:25mg ; DLR: 5 pg ; 300 Psi)

Analyse des Wundschlusses durch Planimetrie an den postoperativen Tagen 1, 3, 5, 7, 9,
10, 11, 13, 15 und 18. An den postoperativen Tagen 1, 3, 5, 8, 12, 18 wurde Wundgewebe

zur Untersuchung entnommen; an jedem Zeitpunkt n=10 Wunden pro Behandlungstyp

2.2.4.5. Planimetrie der Wunden

Die Wunddokumentation erfolgte durch Fotografieren der Wunden zusammen mit einem
GroRenstandard an definierten Tagen nach Wundsetzung mit dem Dental Eye (Olympus,
Japan) Die Verwendung einer festen Brennweite sowie der GroRenstandard ermdglichten
spater einen Vergleich der Wundflache. Zur Errechung der WundgréRRe wurden die Fotos

eingescannt und die WundgroRe mittles Adobe Photoshop (Adobe, USA) ermittelt.

2.2.4.6. Quantifizierung der Granulationsgewebsbildung

Anhand immunhistochemischer PECAM-1 Farbungen wurde die Bildung von
Granulationsgewebe semiquantitativ bestimmt. Hierbei wurde wie unter 2.2.2.7
beschrieben ber eine definierte Flache mit Hilfe eines digitalen Mikroskops ein Raster
bekannter Grol3e gelegt. Innerhalb dieses definierten Areals wurde durch das Raster die
Flache des Granulationsgewebes berechnet und als Prozent der Gesamtflache dargestellt.
Die Messungen erfolgten an Wundgeweben der postoperativen Tage 1, 3, 5, 8 und 12.

2.2.4.7. Bestimmung der Reepithelialisierung

Anhand immunhistochemischer PECAM-1 und FLK-1 Farbungen wurde der Abstand der
Réander des bei der Wundsetzung durchtrennten murinen Hautmuskels in Relation zu dem
Abstand der epithelialen Wundrander gesetzt. Dies wurde fir Wundgewebe aus dem
Zentrum der Wunde an den postoperativen Tagen 1, 3, 5, 8 und 12 durchgefihrt.

Das Ausmal der Reepithelialisierung wurde mit folgender Gleichung berechnet:
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Reepithelialisierung — 1o -
(%)

( Abstand epithelialer Wundrand

*100)

Abstand Hautimuskel

2.2.5. Berechnung der statistischen Signifikanz

Zur Berechnung der statistischen Signifikanz wurden die ermittelten Werte mit der SPSS
Software (SPSS GmbH, Minchen) zundchst auf ihre Normalverteilung uberprift und
dementsprechend ein “paired” (bei gegebener Normalverteilung) oder ein “unpaired
(keine Normalverteilung) Student’s t-Test durchgefihrt. Signifikanz war gegeben bei

einem p-Wert von weniger als 0,05.
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3. Ergebnisse

3.1. db/db Mausmodell: Zucht und Typisierung

Um in ausreichenden Mengen und unabhangig von dem Zulieferer diabetische Mause zur
Verfligung zu haben entschlossen wir uns selber db/db Mause zu zichten. Da die
homozygoten Tiere infertil sind, ist eine Zucht Uber die Verpaarung von heterozygoten db/+
Tieren mit einer anschlieBenden Typisierung und Selektionierung moglich.

Die Zucht sollte nach Mendel etwa 25% db/db Tiere, 25 % Wildtyp und die Halfte
heterozygote Tiere liefern. Unsere Zucht zeigte uns, dass das Verhaltnis db/db zu Wildtyp
deutlich in Richtung Wildtyp verschoben war.

Fur die Typisierung wurden die Tiere nummeriert und eine Schwanzbiopsie entnommen. Aus
dieser wurde genomische DNA isoliert und mittels einer spezifischen PCR der Bereich in dem
die Mutation liegt amplifiziert. Die Primer wurden so gewdhlt, dass sich ein PCR Fragment
von 130 Basen ergibt. Die mutierte Sequenz des Leptinrezeptors ist in Abbildung 9 A
dargestellt. Durch einen Restriktionsverdau des PCR-Produktes konnten alle drei mdglichen
Allelkombinationen  (homozygot Wildtyp, homozygot Mutante und heterozygot
Wildtyp/Mutante) durch Auftrennung auf einem Agarosegel eindeutig bestimmt werden. Die
Wildtyp-Form besitz 2 Allele welche sich nicht schneiden lassen, wahrend die heterozygote
Form ein gesundes und ein mutiertes Gen aufweist und somit eine Doppelbande liefert. Die
db/db Form hingegen besitzt nur das mutierte Gen und liefert somit nur die schneidbare
Variante des PCR-Produktes, welche im Agarosegel schneller/niedriger lauft als das
ungeschnittene ,,gesunde” PCR-Produkt (exemplarisches Bild eines Agarosegels in
Abbildung 9 B).

A

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10| 11 p2f 13 14a  [|15] 16 |7: 19 Exon

40 330 124 208 143 145 291 118 200 149 180 {8 217 183 a5 106 | 7 a458 Basen

RSA I

J- leseraster—
Tildtyp tygatyyygac grtactasasaaygaga Verschiebung

FEEEEEEEEEEreerrrrrrer 1l f_/_,__J
Mutation/ tygatggyyac gttactaaaaa- gaga
Deletion
Verlust eines

RSA T Splicedonors

Verkurzte
BRezeptorvariante
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n db fdh dbj+ Wt

500 hp

100 bp

Abbildung 9: Typisierung der homozygoten db/db M&use tiber PCR und Restriktion. A) Exonstruktur des
Leptinrezeptorgens. Bei der db/db Maus existiert eine Deletion, in Exon 12 die zu einer Verschiebung des
Leserasters und so zu einem verkiirzten Rezeptor fihrt. Darlber hinaus generiert die Deletion eine RSA |
Restriktions-schnittstelle, welche zur Typisierung verwendet wird. B) Foto eines mit Etidiumbromid geférbten
Agarosegels mit den drei moglichen Genotyp-Varianten. db/db beide Allele mit Deletion, somit nur eine niedrig
laufende Bande. db/+ sowohl ein Allel mit Deletion als auch eines ohne, deshalb 2 Banden. Wildtyp (Wt) keine
Deletion und somit keine Restriktion mit RSA I, folglich auch nur eine weiter oben laufende Bande.

3.2. Charakterisierung des db/db Mausmodells: Blutzucker und Korpergewicht

Zur Charakterisierung der db/db Mause wurden Blutzucker und Gewicht der Tiere zwischen
der 4. und 16. Lebenswoche bestimmt und zum Vergleich 8-10 Wochen alten heterozygoten
Tieren gegeniiber gestellt. Der Blutzucker war in den db/db Tieren signifikant erhéht im
Vergleich zu den db/+ Mausen (siehe Abb. 10 A). Wie bereits am Phénotyp erkennbar waren
die homozygoten Tiere beinahe doppelt so schwer wie die gleichalten heterozygoten Mause
(siehe Abb. 10 B).
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A Blutglukose B Korpergewicht
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Abbildung 10: Serum Blutzucker-Bestimmung (A) und Koérpergewicht (B) von db/db und db/+ M&usen
verschiedenen Alters. Es besteht an allen verfugbaren Zeitpunkten eine Signifikanz zwischen den
heterozygoten und den homozygoten Mausen (p<0,01; n Zahl variabel und jeweils angegeben).

3.3. Ermittlung optimaler Transfektionsbedingungen mittels Partikelbombardment im

Mausmodell

Initiale Versuche zur Etablierung der Transfektion von Maushaut erfolgten in C57 BI/6
Mausen mit einem CMV-Lac Z Expressionsplasmid. Die Transfektionseffizienz wird
bestimmt durch die Faktoren Heliumdruck, ,,Microcarrier Loading Quantity* (Menge der
Mikrokarrier; MLQ), die GroRe der Mikrokarrier (konstant 1um Durchmesser) und ,,DNA
Loading Ration“ (Menge der DNA; DLR). Anhand unserer Ergebnisse konnten folgende
Parameter flr eine optimale Transfektion ermittelt werden (siehe hierfur auch représentative

Bilder unserer VVorversuchen in Abbildung 11):

IDruck 300 Psi, Goldmenge 25 mg (2 1um) / Transfektion und 5 pug Plasmid-DNA / Transf |
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10 mg MLQ
e R -
-«
g,
25 mg MLQ "
<.

50 mg MLQ

Abbildung 11: Kutaner in vivo Gentransfer mittles Partikelbombardment mit unterschiedlichen MLQs.

Alle Transfektionen erfolgten mit dem CMV-Lac Z Konstrukt mit einer DLR von 1ug Plasmid-DNA , 300 Psi
Heliumdruck und einer MikrokarriergréfRe von 1um. 24 Stunden nach der Transfektion wurden die Tiere getotet,
Haut enthommen und zur Anfertigung von Kryoschnitte verwendet. Die Goldpartikel sind lokalisiert in der
Epidermis und der oberen Dermis. Die Gewebeschnitte der transfizierten Haut wurden dann mit X-Gal gefarbt

(blaue Farbung). Abgebildet sind Transfektionen mit MLQ von 10mg, 25mg und 50mg Goldpartikel. (100x
VergroRerung; e= Epidermis; d= Dermis).
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3.4. Bestimmung der Expressionsdauer nach Partikelbombardment

Fur die Untersuchung der Expressionsdauer wurden Mause mit dem CMV-hVEGF 45 Plasmid
transfiziert und an definierten Tagen nach der Transfektion getdtet. Die transfizierten
Hautbereiche wurden zur RNA-Isolierung verwendet und mit der aufgereinigten RNA eine
reverse Transkription durchgefuhrt. Aus der entstandenen cDNA wurde anschlieBend mittels
Polymerasekettenreaktion (PCR) die VEGF-Transkripte selektiert und amplifiziert. Die
Primer erkannten sowohl die endogene murine Form als auch die transfizierte humane Form,
so dal} beide Formen amplifiziert wurden. Die Unterscheidung der beiden Formen erfolgte
durch die Spaltung des PCR-Produktes mit dem Restriktionsenzym Dde | welches die humane
Form schneidet, jedoch nicht die murine (siehe Abbildung 12 A). Zur Veranschaulichung
wurden die so behandelten Proben fir einen Southern Blot verwendet, der in Abbildung 12 B
zu sehen ist. Die Expression des Transgens war bis zu 7 Tage nach Transfektion erkennbar.

Somit konnten wir eine transiente Transfektion des Transgens in Maushaut nachweisen.

A
142bp P9V 144 bp

humanes VEGF1es

murines VEGF1i6a 2_936 b

Tage nach Transfelktion

Dde I Restrildion

300 bp -

150bp -

o o F-
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Abbildung 12: Bestimmung der Transfektionsdauer. A) Restriktionsschema fur RT-PCR-Produkte aus mit
CMV-hVEGF g5 transfizierter Maushaut. Das humane Amplikon kann von Dde | geschnitten werden, das
murine PCR-Produkt nicht.

B) Southern Blot der RT-PCR-Produkten an verschiedenen Tagen nach Transfektion, mit und ohne Dde |
Restriktion. Bahn 1 und 2: untransfizierte Maushaut mit (2) und ohne (1) Dde | Behandlung. Bahn 3-6:
transfizierte Maushaut der Tage 1, 3, 5 und 7 ohne Dde I Restriktion. Bahn 7-10: transfizierte Maushaut der Tage
1, 3, 5 und 7 mit Dde | Restrition. Bahn 11 und 12: PCR von CMV-hVEGF ¢ Plasmid mit (12) und ohne (11)
Dde | Behandlung. Untere Bahn 3-6: GAPDH Kontrolle fiir identische Mengen eingesetzter mRNA.

3.5. Wundheilungsuntersuchung nach VEGF;¢5 —Behandlung

3.5.1. Wundschlussuntersuchungen nach VEGF5 —-Behandlung

Wundheilungsexperimente mit VEGF-Behandlung erfolgten in einem SPF- Tierstall mit zwei
verschiedenen Ansétzen. Zum einen wurde rekombinantes humanes VEGFg5-Protein in einer
Dosierung von 1ug/Wunde pro Tag Uber einen Zeitraum von 7 Tagen nach Wundsetzung in
einem Hydrogel appliziert. Zum anderen wurde mit dem CMV-hVEGF65 Konstrukt einmalig
vor Wundsetzung transfiziert (5pug DNA, 25mg Gold, 300 Psi). Als Kontrollen dienten auf der
gleichen Maus zwei weitere Wunden, von denen eine mit dem Hydrogel ohne Zusatz
behandelt und die andere mit dem CMV-Lac Z Konstrukt transfiziert wurde. Die
Wundsetzung erfolgte mit einer 6mm Stanze um gleiche Ausgangsbedingungen zu schaffen.
In einem zweiten Versuchsansatz wurde neben der Transfektion mit CMV-hVEGF5 Wildtyp
auch eine Transfektion mit der plasminresistenten VEGF-Mutante (CMV-hVEGFs5 Mut
Pros11), welche sich in dem identischen Expressionsvektor befand durchgefihrt.

Die Wunden wurden taglich kontrolliert sowie in regelmassigen Abstédnden fotografiert. An
definierten Tagen wurde ein Teil der Tiere getotet und das Wundgewebe fir die Herstellung
von Kryoschnitten entnommen. Der Verlauf des Wundschlusses wurde durch Planimetrie
sowie durch spéteres Ausmessen der Wunden anhand der Gewebeschnitte ermittelt. Wie auf
den Abbildungen 13 A und B zu erkennen ist, beschleunigt die Behandlung der Wunden mit
rekombinantem VEGFes Protein den Wundschluss im Vergleich zu den Hydrogel-
Kontrollwunden. Ein Vergleich von den Abbildungen 13 C und D zeigt auch nach
Transfektion mit dem CMV-VEGFi5 Wildtyp Konstrukt einen beschleunigten Wundschluss
im Vergleich zu der CMV-Lac Z Kontrolle. In Abbildung 13 E kann festgestellt werden, dass
auch die Behandlung mit dem CMV-VEGF;ss Mutante Konstrukt den Wundschluss
verbessert, undzwar in einem vergleichbaren Mall wie der Wildtyp. Im Vergleich zur
Wundheilung der Balb/C Tiere fiel auf, dal bei den Balb/C Mé&usen eine Kontraktion der

Wunde im Verlauf der normalen Wundheilung stattfindet. Diese Kontraktion fiihrt zu einem
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schnellen Verschluss der Wunde. Bei den diabetischen Mausen hingegen hat man den
Eindruck, dass kaum Wundkontraktion erkennbar ist. Wie auf den Abbildungen der Wunden
von Tag 8 anhand des blasrosanen Saums am Wundrand sichtbar findet bei den db/db Mausen
der Wundschluss vermutlich hauptséchlich tUber Reepithelialisieriung und Ausbildung eines
Granulationsgewebes statt. Bei den VEGF-behandelten Wunden von Tag 11 ist zu erkennen,
dass hier die Reepithelialisierung anscheinend schneller verlauft als bei den beiden
Kontrollen.

Diese Beobachtung wurde durch die planimetrische Auswertung der makroskopischen Bilder
und das spatere Vermessung der Gewebeschnitte bestatigt. Hierbei wurde gezeigt, dass eine
signifikante Beschleunigung des Wundschlusses an den Tagen 3, 5, 7, 9 und 11 fir die mit
rekombinantem VEGF;es Protein behandelten Wunden (n=8, p<0,001) im Vergleich zu den
jeweiligen Hydrogel-Kontrolle vorlag (Abbildung 13 F). Fur die Transfektionen mit VEGFg5
Wildtyp (n=8, p<0,002) und Mutante (n=8, p<0,004) konnte ebenfalls an den Tagen 5, 7, 9,
11 und 13 ein signifikant beschleunigter Wundschluss im Vergleich zu der Kontroll-
Transfektion mit Lac Z gezeigt werden (Abb. 13 G). Zwischen den drei VEGF-
Behandlungsarten gab es keinen signifikanten Unterschied, da sie in gleichem Mal3e in der
Lage waren den Wundschluss zu beschleunigen. Hier wird somit gezeigt, dass die
Transfektion mit VEGFs in dieser Untersuchung vergleichbar effektiv ist, wie die
Behandlung mit rekombinantem VEGFs5 Protein, und dass die plasminrestistente VEGF g5

Mutante in gleichem MaR den Wundschluss beschleunigt wie der VEGF 155 Wildtyp.
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Abbildung 13: Vergleich des WundschluR nach verschiedenen Behandlungsmethoden. A-E)
Makroskopische Aufnahmen von Wunden an den Tagen 0, 3, 8 und 11 nach Wundsetzung (Balken unten rechts
entspricht 5mm). A) Kontrolle, welche nur mit Hydrogel behandelt wurde. B) Mit rekombinantem humanen
VEGF165 behandelte Wunden (1ug VEGF in Hydrogel taglich ab Tag 1 fur 7 Tage auf Wunde appliziert).

C) Mit CMV-Lac Z Kontroll Konstrukt transfiziert (einmalig, vor Wundsetzung MLQ 25mg, DLR 3ug Plasmid-
DNA, 300 Psi). D) Mit CMV-hVEGF165 transfizierte Wunde (einmalig appliziert, vor Wundsetzung MLQ
25mg, DLR 5ug Plasmid-DNA, 300 Psi). E) Mit CMV-hVEGF165 Mut Pro111 transfizierte Wunde (einmalig,
vor Wundsetzung MLQ 25mg, DLR 5ug Plasmid-DNA, 300 Psi). Alle Aufnahmen mit gleicher Brennweite mit
einem Dental Eye (Olympus) aufgenommen und Dias eingescannt. Diese Aufnahmen wurden fur Planimetrie
verwendet. F) Vergleich Wundschlu von Balb/C Kontrollmdusen (graues Dreieck), mit rekombinantem
humanen VEGF165 (weiller Kreis) und der Hydrogel-Kontrollwunde (schwarzer Kreis). Dargestellt ist die
Wundflache in Prozent von der Ausgangswundgréfe von Tag 1, welche durch Planimetrie der makroskopischen
Bilder ermittelt wurde. n=8 Wunden pro Tag und Behandlungsmodalitat * p<0,001 an den markierten Tagen.
G) Vergleich WundschluB der transfizierten Wunden. Dargestellt sind der WundschluR von CMV-Lac Z
(schwarzes Quadrat), CMV-hVEGF165 Wildtyp (weilles Quadrat) und CMV-hVEGF165 Mut Proi111 (weiles
Dreieck). n=8 Wunden pro Tag und Behandlungsmodalitdt * p<0,004 fir CMV-Lac Z vs. CMV-hVEGF165
Wildtyp und CMV-Lac Z vs. CMV-hVEGF165 Mut Pro111 an den markierten Tagen.

3.5.2. Quantifizierung der Reepithelialisierung der Wunden

Um der Frage nachzugehen welche zellularen Mechanismen zum beschleunigten
Wundschluss in  VEGF behandelten Wunden beitragen, wurde zundchst die
Reepithelialisierung anhand von Histologien bestimmt. Kryoschnitte aus dem Zentrum der
Wunden wurden unter dem Mikroskop vermessen. Dabei wurde im ersten Schritt der Abstand
zwischen den Réndern des sich im Wundgrund befindlichen Hautmuskel der Maus
ausgemessen und im zweiten Schritt wurde dann der Abstand zwischen den beiden
Wundréndern ermittelt. Da der Hautmuskel wéhrend der Reepithelialisierung nicht einem
Reparaturprozess unterliegt, tritt hier auch keine Verdnderung gegenlber dem
Ausgangszustand der Wunden ein. Somit hat man eine Momentaufnahme der urspriinglichen

Wundgrolie, anhand derer nun die aktive Reepithelialisierung gemessen werden kann. Zu
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jedem Zeitpunkt wurden 8 verschiedene Wunden pro Behandlung ausgemessen und die

Reepithelialisierung als Prozent der Ursprungswunde in Abbildung 14 dargestellt.
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Abbildung 14: Reepithelialisierung gemessen anhand von histologischen Gefrierschnitten aus dem
Zentrum der Wunden. Zum Messen der Reepithelialisierung wurde zunachst die Distanz zwischen den beiden
Enden des durchtrennten Hautmuskels (urspriingliche WundgréRe) ermittelt. Anschlieend wurde die Distanz,
die die Epidermis vom urspriinglichen Wundrand bis zum momentanen Wundrand geschlossen hat gemessen
und als Prozent der UrsprungsgroRe dargestellt. A) Vergleichende Darstellung der Reepithelialisierung im
Verlauf der Wundheilung von Hydrogel-Kontrollwunden und den mit rekombinantem humanen VEGF165
Protein behandelten Wunden. n=8 Wunden pro Tag und Wundbehandlung * p<0,015. B) Vergleich der
Reepithelialisierung zwischen den Transfektionen mit CMV-hVEGF165 Wildtyp, CMV-Lac Z und CMV-
hVEGF165 Mut Pro111. n=8 Wunden pro Tag und Wundbehandlung + p<0,005 Lac Z vs. Wildtyp, # p<0,01
Lac Z vs. Mutante.

Nach Behandlung mit rekombinantem VEGF kann an den Tagen 5, 8 und 12 eine signifikant
starkere Reepithelialisierung im Vergleich zu der Hydrogel Kontrolle festgestellt werden
(n=8, p<0,015). Gleiches gilt ebenfalls fir die beiden VEGF-Transfektionen (Wildtyp und
Mutante), die im Vergleich zu der Lac Z Kontrolltransfektion eine beschleunigte
Reepithelialisierung ausldsen (Lac Z vs. Wildtyp n=8, p<0,005 an den Tagen 5, 8 und 12; Lac
Z vs. Mutante n=8, p<0,01 an den Tagen 8 und 12). Der Vergleich zwischen den beiden
VEGF-Transfektionen liefert keinen signifikanten Unterschied, so dass auch hier die VEGF-
Mutante in gleichem MaR wirksam ist wie der Wildtyp. Unsere Daten deuten darauf hin, dass
die verbesserte Reepithelialisierung einen Mechanismus des beschleunigten Wundschlusses in
VEGF behandelten Wunden darstellt.

3.5.3. Quantifizierung der Granulationsgewebsbildung in den Wunden

In einer Reihe von Publikationen wurde der Mangel an Granulationsgewebe bei der
Wundheilung der diabetischen Mause beschrieben (Frank et al., 1995; Werner et al., 1994;
Goova et al., 2001; Ozawa et al., 2001). Um zu klaren, ob VEGF die Ausbildung von
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Granulationsgewebe stimuliert, wurden Gewebeschnitte mit einem digitalen Mikroskop
fotografiert und mit einem Raster mit definierter Flache versehen. Innerhalb des definierten
Wundbereichs  wurde die Flache des Granulationsgewebes bestimmt.  Das
Granulationsgewebe wurde in Prozent der definierten Wundflache angegeben (siehe Abb. 15).
Zu jedem Zeitpunkt wurden funf verschiedene Wunden pro Behandlung ausgemessen.
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Abbildung 15: Bildung von Granulationsgewebe. Die Flache des Granulationsgewebes ist angegeben in % der
Gesammtflache in der die Messung durchgefihrt wurde A) Vergleichende Darstellung der Flache des
Granulationsgewebes im Verlauf der Wundheilung von Hydrogel-Kontrollwunden und den mit rekombinantem
humanen VEGF165 Protein behandelten Wunden. n=8 Wunden pro Tag und Wundbehandlung * p<0,027 an den
Tagen 5, 8 und 12 B) Vergleich der Granulationsgewebsbildung zwischen den Transfektionen mit CMV-
hVEGF165 Wildtyp, CMV-Lac Z und CMV-hVEGF165 Mut Pro111. n=8 Wunden pro Tag und Wundbehandlung
+ p<0,024 fur Lac Z vs. Wildtyp an den Tagen 5, 8 und 12; # p<0,036 fiir Lac Z vs. Mutante an den Tagen 8 und
12.

In Abbildung 15 A) kann man erkennen, dass an den Tagen 5, 8 und 12 durch die Behandlung
mit rekombinantem VEGF 45 Portein im Vergleich zu der Hydrogel Kontrolle die Ausbildung
eines Granulationsgewebes schneller und ausgeprégter vollzogen wird (n=8 Wunden pro Tag
p<0,027). Nach der Transfektion mit VEGF (sowohl Wildtyp als auch Mutante) kann man in
Abbildung 15 B ebenfalls eine ausgepragtere und beschleunigte Granulationsgewebsbildung
im Vergleich zu der Lac Z Transfektion beobachten, wobei beim Vergleich der beiden VEGF-
Transfektionen erneut die Wirksamkeit von Mutante und Wildtyp nahezu identisch sind (n=8
Wunden pro Tag p<0,024 fiir Lac Z vs. Wildtyp an den Tagen 5, 8 und 12 und p<0,036 fur
Lac Z vs. Mutante an den Tagen 8 und 12). Demnach fuhren neben einer beschleunigten
Reepithelialisierung auch eine Stimulation der Granulationsgewebsbildung  zur

Beschleunigung des Wundschlusses nach VEGF-Behandlung.
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3.6. Charakterisierung der Angiogenese in VEGF behandelten Wunden

3.6.1. Farbungen fur den Endothelzellmarker PECAM-1

Es wurden Kryoschnitte von den entnommenen Wundgeweben auf die Auswirkungen der
VEGF-Behandlung auf Zellebene untersucht. Zunachst wurde der proangiogene Effekt der
VEGF-Behandlung mittles eines endothelspezifischen Antikorpers fir PECAM-1 (Platelet
Endothelial Cell Adhesion Molecule-1) dargestellt. Es handelt sich hierbei um einem
Oberflachenrezeptor (auch als CD-31 bekannt) der hauptsachlich auf Endothelzellen zu
finden ist und einen vielfach beschriebenen Marker fiir den vaskuléren Status des Gewebes
bzw. fir die Angiogenese darstellt. Es wurden Gewebeschnitte der Tage 3, 5, 8, 12 und 18
nach Wundsetzung untersucht. In Abbildung 16 sind reprasentative Histologien der Wunden
am postoperativen Tag 8 dargestellt und Abbildung 17 zeigt exemplarische PECAM-1
Farbungen der Tage 12 und 18 nach Wundsetzung.
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Abbildung 16: Die lokale Applikation von VEGF stimuliert die Einsprossung von Kapillaren und
induziert die Ausbildung eines Granulationsgewebes. Die Wunden wurden wie angezeigt behandelt, an
definierten Zeitpunkten nach Wundsetzung entnommen, Gefrierschnitte angefertigt und einsprossende
Kapillaren mittels eines anti-Maus PECAM-1 Antikorpers (rot) dargestellt (Gegenfarbung mit Hamalaun). Hier
dargestellt (A-E) sind représentative Farbungen am postoperativen Tag 8 (Balken unten links entspricht 100um;
Symbole & Abkiirzungen: { = Wundrand, e = Epidermis, d = Dermis).
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Abbildung 17: PECAM-1 Farbungen an Tag 12 und 18 nach Wundsetzung.

Die Wunden wurden wie angezeigt behandelt, an definierten Zeitpunkten nach Wundsetzung entnommen,
Gefrierschnitte angefertigt und einsprossende Kapillaren mittels eines anti-Maus PECAM-1 Antikdrpers (rot)
dargestellt (Gegenfarbung mit Hamalaun). Hier dargestellt sind représentative Farbungen an postoperativen
Tagen 12 (A-C) und 18 (D-F).

Die Bilder wurden mit 200x VergoRerung aufgenommen; die rechts unten abgebildeten Balken entsprechen 50
pm. (Symbole & Abkiirzungen: ¥ = Wundrand, e = Epidermis, d = Dermis)

Die Wunden stellen sich in den Gewebeschnitten wie folgt dar:

An den Wundrandern (Pfeil) erkennt man eine hyperproliferative verdickte Epidermis (e) und
unterhalb dieser ein Gewebe mit erhohter Zelldichte — das Granulationsgewebe. Im
Wundgrund befindet sich noch ein Teil der Fibrin-reichen temporaren Matrix. Tiefer gelegen

in der Dermis (d) kann man deutlich die groRen Fettsepten erkennen. Fir uns interessante
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Gefalistrukturen kann man in dem neu gebildeten Granulationsgewebe finden. Hauptsachlich
in diesem Bereich findet die von uns untersuchte Angiogenese wahrend der Wundheilung
statt.

Kontrollwunden, die mit Hydrogel behandelt oder mit CMV-Lac Z Plasmid transfiziert
wurden, wiesen bis zum fiinften postoperativen Tag ein geringes und endothelzellarmes
Granulationsgewebe auf. Das Epithel am Wundrand war flach und zeigte keine Zeichen der
Proliferation. Erst am achten postoperativen Tag wurde das Granulationsgewebe zellreicher
und die Anzahl der PECAM-1 positiven Zellen nahm zu (Abb. 16 A & C). Zeitgleich
imponierte ein hyperplastischer, epithelialer Wundrand und die Migration der Epithelzunge
schien weiter vorangeschritten. Im Gegensatz zu den Kontrollwunden nahm sowohl in
VEGF65 Protein behandelten Wunden, als auch in CMV-VEGFs Wt und CMV-VEGF¢s5
Mut Proj;; Plasmid transfizierten Wunden am Tag 5 und deutlicher am Tag 8 nach
Wundsetzung die Zelldichte und insbesondere die Anzahl PECAM-1 positiver Zellen im
Granulationsgewebe zu. Insbesondere am achten postoperativen Tag spross in VEGF
behandelten Wunden ein zell- und kapillarreiches Granulationsgewebe vom Wundrand und
Wundgrund in die Wunde ein (Abb. 16 B, D & E). Mit der Zunahme des
Granulationsgewebes verdickte sich das Epithel am Wundrand und wirkte hyperproliferativ.
Bis zum postoperativen Tag 8 schien die Steigerung der angiogenetischen Antwort in
VEGF65 Protein, CMV-VEGF;45 Wt oder CMV-VEGF;45 Mut Pros;; transfizierten Wunden
vergleichbar.

VVon besonderem Interesse war die unterschiedliche Entwicklung der angiogenetischen
Antwort in VEGF Wt und VEGF Mut Proj;; transfizierten Wunden nach epithelialem
Wundschluss am postoperativen Tag 12 und 18. Am postoperativen Tag 12 ist der
Wundschluss sowohl in CMV-VEGF Wt, wie auch in CMV-VEGF Mut Pros;; transfizierten
Wunden durch das geschlossene Epithel sichtbar; dabei zeigt das geschlossene Epithel
weiterhin einen hyperproliferativen Phanotyp (Abb. 17 B & C). An Tag 12 scheint in den
VEGF Wt transfizierten Wunde die Anzahl der PECAM-1 positiven Zellen in der
darunterliegenden Dermis im Vergleich zum achten postoperativen Tag reduziert und nimmt
bis zum Tag 18 weiterhin ab. Am achtzehnten postoperativen Tag wird ein gefal- und
zellarmes sowie matrixreiches Narbengewebe sichtbar (Abb. 17 B & E). Im Gegensatz zu der
stetig abnehmenden GefaRdichte in VEGF Wt transfizierten Wunden nach Epithelschluss an
den Tagen 12 und 18 nach Wundsetzung, zeigte sich in VEGF Mut Proy;; transfizierten

Wunden eine verzdgerte Abnahme der Geféalidichte.
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Um eine semiquantitative Aussage bezuglich der Dichte an positiv gefarbten
Endothelstrukturen treffen zu kdnnen, wurden die histologischen Schnitte mittles eines
digitalen Mikroskops aufgenommen. Eine Software erméglichte es die fir PECAM-1 positiv
gefarbten Bereiche in den Wundschnitten als Flache zu erfassen. Es wurden die Flachen
innerhalb des Granulationsgewebes gemessen und diese dann als Prozent der Gesammitflache
des Granulationsgewebes dargestellt (siehe Abbildung 18). Ab Tag 5 zeigten sich eine
signifikant erhdhte Anzahl von Endothelzellen im Granualtionsgewebe nach Behandlung mit
VEGF Protein, VEGF Wt und VEGF Mut Pro;3;. Dabei besteht kein Unterschied zwischen
der Proteinbehandlung und der Transfektion mit dem VEGF Wildtyp. Hingegen war ein
signifikanter Unterschied zwischen VEGF Protein Behandlung und der Hydrogel Kontrolle ab
Tag 5 (Signifikanz: n=5; p < 0,01) und Tag 8 (n=5; p < 0,0001), sowie zwischen der VEGF
Wildtyp Transfektion und der Lac Z Kontroll Transfektion an Tag 5 (Signifikanz: n=5 ;
p < 0,01) und Tag 8 (n=5; p < 0,0001) messbar. Nach Wundschluss folgt die Abnahme der
gefarbten Enothelzellen in dem Narbengewebe. Da die Kontrollwunden (sowohl Hydrogel
Kontrolle als auch Lac Z Kontrolle) an Tag 12 noch nicht geschlossen waren, ist hier keine
Abnahme erkennbar. Durch die semiquantitative Auswertung war es uns moglich bei einem
Vergleich des VEGF-Wildtyps mit der plasmin-resistenten Mutante einen signifikanten
Unterschied beziglich der GefalRdichte zwischen den beiden Behandlungsmethoden an den
Tagen 12 (Signifikanz: n=5 ; p < 0,002) und 18 (Signifikanz: n=5 ; p < 0,0004) nach
Wundsetzung zu zeigen (Abb. 18 B).

Somit liegt bei der Behandlung mit CMV-VEGF;6s Mut Pro;;; bezuglich des Wundschlusses
kein Unterschied zum Wildtyp vor. Allerdings kann nach Wundschluss ein signifikanter
Unterschied in der Abnahme der Gefalidichte im Granulationsgewebe festgestellt werde. In
beiden Fallen nimmt die Dichte nach Tag 8 zwar ab, aber die Abnahme in den Wunden

welche mit CMV-VEGF;45 Mut Pro;1; behandelt wurden ist weniger ausgeprégt.
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Abbildung 18: Quantitative Auswertung der PECAM-1 Farbungen histologischer Wundschnitte von
db/db Mausen nach Behandlung.

A) Vergleich Hydrogel-Kontrolle und Behandlung mit rekombinantem humanen VEGF165 Protein sowie
Verleich CMV-Lac Z Transfektion und CMV-hVEGF165 Transfektion bis Tag 12. n=5 Wunden pro Tag und
Wundbehandlung * Hydrogel-Kontrolle vs. VEGF¢s Protein p<0,01 an den Tagen 5, 8 und 12; # Lac Z vs
Wildtyp p<0,01 an den Tagen 5, 8 und 12.

B) Vergleich CMV-hVEGF165 Wildtyp Transfektion mit CMV-hVEGF165 Mut Pro111 Transfektion;

CMV:-Lac Z noch als Kontrolle. n=5 Wunden pro Tag und Wundbehandlung x Wildtyp vs. Mutante p<0,002 an
den Tagen 12 und 18.
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3.6.2. Farbungen fur den Endothelzellmarker VEGFR-2

Im folgenden Schritt wurde untersucht, ob die Zunahme der Angiogenese und des
Granulationsgewebes im Wundbereich von db/db Mé&usen einen VEGF-vermittleten Effekt
darstellt. Zu diesem Zweck wurde der zeitliche Verlauf der Expression des VEGF Rezeptors
VEGFR-2 (auch Flk-1 im murinen und KDR im humanen System), welcher fast
ausschlieBlich auf Endothelzellen zu finden ist, wahrend der Wundheilung mittels eines
spezifischen anti-Maus-FIk-1 Antikorpers untersucht. In der Literatur wurde mehrfach
beschrieben, dass die Expression dieses Rezeptor durch VEGF hochreguliert wird (Millauer et
al., 1993; Kremer et al., 1997), und dass VEGFR-2 vorwiegend auf proliferierenden und an
der Einsprossung von Kapillaren beteiligten Endothelzellen gefunden werden kann, wahrend
PECAM-1 auch auf metabolisch ruhenden Endothelzellen nachweisbar ist. Dieser Rezeptor
dient somit als Indikator der VEGF-vermittleten Angiogenese. Wie bereits fir PECAM-1
beschrieben wurde auch fir VEGFR-2 eine semiquantitative Messung der angefarbten
Endothelzellen bezogen auf die Wundflache durchgefihrt (Abb. 21).

In Kontrollwunden, die mit Hydrogel oder CMV-Lac Z Plasmid behandelt wurden, zeigten
sich am 3. und 5. postoperativen Tag im spérlich ausgebildeten Granulationsgewebe nur sehr
vereinzelt VEGFR-2 positive Zellen. Erst mit zunehmender Einsprossung des
Granulationsgewebes an Tag 8 und 11 stieg die Zahl von VEGFR-2 positiven Zellen im
Granulationsgewebe an (Abb. 19 und 20). Im Gegensatz dazu wies das Granulationsgewebe
von VEGF;es Protein behandelter oder mit CMV-VEGF Wt oder CMV-VEGF Mut Proji;
transfizierter Wunden schon am Tag 5 nach Verwundung eine deutliche Zunahme von
VEGFR-2 exprimierenden Zellen auf (Signifikanz fiir VEGF¢5 Behandlung n=5 und p<0,05).
Die Zahl der VEGFR-2 positiven Zellen nahm bis zum Tag 8 nach Wundsetzung deutlich zu
und war im Vergleich zu den Kontrollwunden zu diesem Zeitpunkt signifikant (Signifikanz:
n=5;p < 0,001) erhoht (siehe Abb. 21 A & B). Mit zunehmender Reepithelilialisierung nahm
die Anzahl VEGFR-2 positiver Zellen in VEGFg5 Protein behandelten und CMV-VEGF 45
Wt transfizierten Wunden nach dem achten postoperativen Tag ab. Im Gegensatz zu den
VEGF65 Wt transfizierten Wunden zeigten die VEGF65 Mut Pros;; transfizierten Wunden
eine verzogerte Rickbildung VEGFR-2 positiver Endothelzellen, so dass die Dichte der
VEGFR-2 positiven Zellen in VEGF Mut Pro;y; transfizierten Wunden am postoperativen
Tag 12 und 18 gegeniuber Wildtyp transfizierten Wunden signifikant erhoht war (Signifikanz:
n=5 pro Zeitpunkt ; Tag 12 p < 0,05 und Tag 18 p< 0,01) (siehe Abb. 21 B).
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CMF-VEGF1:: TR

Abbildung 19: Untersuchung der VEGF vermittelten Angiogenese mit VEGFR-2 Farbungen. Die Wunden
wurden wie angezeigt behandelt, an definierten Zeitpunkten nach Wundsetzung entnommen, Gefrierschnitte
angefertigt und mit einem spezifischen Antikorper gegen VEGFR-2 gefarbt (rot). Alle Schnitte wurden mit
Hamalaun gegengeférbt. Bei den Geweben handelt es sich um Wunden vom postoperativen Tag 8 (100x

VergroBerung; der schwarze Balken unten links entspricht 1200pm; Abkiirzungen und Symbole: 4 = Wundrand ;
e = Epidermis und d = Dermis).
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Abbildung 20: Untersuchung der VEGF vermittelten Angiogenese mit VEGFR-2 Farbungen an den
postoperativen Tagen 12 und 18. Die Gewebe wurden wie zuvor gewonnen, mit einem VEGFR-2 spezifischen
Antikorper angefarbt (rot) und mit Hdmalaun gegengefarbt.

Die Bilder wurden mit 200x Verg6Rerung aufgenommen; die rechts unten abgebildeten Balken entsprechen 50
pm. (Abkirzungen: e = Epidermis, d = Dermis)
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Abbildung 21: Quantitative Auswertung der VEGFR-2 Farbungen histologischer Wundschnitte von
db/db Mausen. Dargestellt sind die posivitv gefarbten Flachen des Granulationsgewebes in %.

A) Vergleich der VEGFR-2 positiven Flachen der Hydrogel-Kontrolle und der Behandlung mit rekombinantem
humanen VEGF165 Protein sowie der Vergleich der CMV-Lac Z Transfektion und der CMV-hVEGF165
Transfektion bis Tag 12. n=5 Wunden pro Tag und Wundbehandlung * Hydrogel-Kontrolle vs. Protein p<0,02
an den Tagen 5, 8 und 12; # Lac Z vs. Wildtyp p<0,003 an den Tagen 5, 8 und 12.

B) Vergleich CMV-hVEGF165 Wildtyp Transfektion mit CMV-hVEGF165 Mut Pro111 Transfektion;

CMV-Lac Z noch als Kontrolle; bis zu Tag 18. n=5 Wunden pro Tag und Wundbehandlung x Wildtyp vs.
Mutante p<0,05 an den Tagen 12 und 18.
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3.7. Untersuchung der Plasminaktivitat in Wundgeweben von db/db Mausen

Die Untersuchungen zeigen, dass es nach dem Wundschluss zu Unterschieden in der
Auspragung der angiogenetischen Antwort in VEGF-Wt und VEGF-Mutante transfizierten
Wunden kommt. Wéhrend die Geféal3dichte nach Wundschluss in VEGF-Wt transfizierten
Wunden nach Tag 8 deutlich rlcklaufig war, zeigte sich in VEGF-Mutante transfizierten
Wunden eine prolongierte erhdhte Gefalidichte, die erst nach dem zwdlften postoperativen
Tag eine deutliche Reduktion zeigte. Es ist anzunehmen, dass diese Unterschiede eine Folge
der erhohten proteolytischen Stabilitdt und damit moglicherweise verlangerten Aktivitat und
Verfligbarkeit der VEGF-Mutante im Wundbereich darstellen. Aus diesem Grund schien uns
eine Bestimmung der Plasminaktividat in den db/db Méausen wahrend ihrer Wundheilung
sinnvoll. Es wurden db/db Mause verwundet, an den Tagen 3, 5, 8 und 14 nach Wundsetzung
getotet und das Wundgewebe zur Herstellung von Wundlysaten verwendet. Die Lysate
wurden mit dem plasmin-spezifischen fluorogenen Peptid H-D-Val-Leu-Lys-AMC (Firma
Bachem) inkubiert. Die Aktivitat wurde durch die Freisetzung des fluoreszierenden Substrates
in Vergleich zu einer Plasmin-Standardreihe bestimmt und zum  Gesamtproteingehalt
normalisiert.

Die Ergebnisse unserer Untersuchung sind in Abbildung 22 A dargestellt. Hier kann man
deutlich erkennen, dal} es zu einer starken Zunahme der Plasmin-Aktivitat ab Tag 3 nach
Wundsetzung kommt, die sich bis hin zu Tag 14 auf einem erhohten Niveau im Vergleich zu
Tag 1 bzw. unverwundeter Normalhaut halt. Die Spezifitat der Plasminaktivitat wurde durch
Inkubation mit dem spezifischen Inhibitor alpha-2-anti Plasmin (Sigma, Deisenhofen)
bestétigt.

Wir haben zusatzlich zur Uberpriifung des Inhibitors definierte Mengen unseres Standards
(0,1 U/ml) mit verschiedenen Konzentrationen von alpha-2-anti Plasmin inkubiert. Das
Ergebnis ist in Abbildung 22 B dargestellt.
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Abbildung 21: Plasminaktivitatsmessung in Wundlysaten

A) Plasminaktivitdt in Wundlysaten von db/db Mé&usen an den Tagen 1, 3, 5, 8 und 14 nach Wundsetzung. Es
wurde das fluorogene Peptid H-D-Val-Leu-Lys-AMC (Bachem) eingesetzt, das spezifisch von Plasmin
gespalten wird und so AMC freisetzt. Dieses fluoresiert nach Anregung bei 360nm auf der von uns gemessenen
Wellenlange von 465nm. Nach vorheriger Erstellung einer Standardkurve mit kauflichem Plasmin lie} sich
anhand der Fluoreszenz bei 465nm die vorhandene Plasminmenge normiert auf den Gesammtproteingehalt
unserer Lysate bestimmen. Zusétzlich wurde noch der plasmin-spezifischen Inhibitor co.-2-anti-Plasmin

(0,1 1U/ml) verwendet um die Spaltung des fluorogenen Peptids zu verhindern.

Es wurden 5 verschiedene Wundlysate fir die Ermittlung der Plasminkonzentration pro Zeitpunkt verwendet.
(Zeichenerklarung: * = statistische Signifikanz mit p < 0,05 fiir db/db Lysat mit Inhibitor vs. ohne Inhibitor).

B) Inhibition der Plasminaktivitat (0,1 U/ml) durch den Inhibitor a-2-anti-Plasmin
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3.8. Proteinaufreinigung von VEGFs-Wildtyp und VEGFss-Mutante mittels Heparin-
Sepahrose

Zur Gewinnung der fur Stabilitatsuntersuchungen in Wundlysaten bendtigten VEGF-Proteine
wurden transiente Transfektionen von COS-1 Zellen mit VEGF-Wildtyp oder VEGF-Mutante
Proi11 — Expressionskonstrukten durchgefiihrt, die Uberstande der Zellen gesammelt, mittles
Western Blot auf ihren VEGF-Gehalt geprift und eingefroren.

Die Aufreinigung erfolgte mittels FPLC (Fast performance liquid chromatography) Gber eine
Heparin-Sepahrose-Sdule, an die zundchst das VEGFigs-Protein mit seiner Heparin-
Bindestelle band. Nachdem die unerwiinschten Proteine des Uberstandes mittles niedrig
molarer Salzlésung von der Séule gewaschen waren, erfolgte die Elution des VEGF-Proteins
durch Erhohung der Salzkonzentration. Um anschlieBend moglichst sauberes und
hochkonzentriertes Protein zu erhalten, wurde mit Hilfe eines Fraktionierers das Eluat in
kleine VVolumina aufgeteilt. Die so gewonnenen Fraktionen konnten mittles Western Blot auf
ihren VEGF-Gehalt untersucht werden, um anschlielend die Fraktionen mit dem stérksten
VEGF-Signal zu vereinigen (siehe hierzu auch Abbildung 22). Die vereinigten Fraktionen
wurden schlie3lich mittels Sephadex-Saulen entsalzt, lyophilisiert und bei — 80° C gelagert.
Nach Rekonstitution mit H,O (mit 0,01% BSA) wurde die VEGF-Menge mit einem
Sandwich-Elisa (R&D, Heidelberg) bestimmt.

M u Z F10 F15 F20 F22 F24 F26 F2i F3nD F32 F34

e mn

50 EDa

35 EDa

Abbildung 22: Western Blot nach der Aufreinigung von VEGF-Mut Pro;;; Protein: Hier dargestellt ist ein
Immunoblot, der mit einem VEGF-Antikdrper behandelt wurde. Aufgetragen wurden die verschiedenen
Fraktionen (F10-F36) der Aufreinigung, sowie der vereinigte Zelliberstand vor der Beladung der Heparin-
Sepahrose Saule (U) und der Zelliiberstand nachdem er 16 Stunden mehrfach tber die Siule zirkuliert ist (Z).
Jeweils ganz aulRen wurde ein Proteinstandard zur GréRenbestimmung aufgetragen (M). Die Fraktionen mit dem
héchsten VEGF-Gehalt (F20-F36) wurden vereinigt und anschliefend entsalzt, lyophilisiert und eingefroren.
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3.9. Untersuchung der Stabilitat von VEGF¢-Wildtyp und VEGFs5-Mutante Protein
in Wundlysaten von db/db Mé&usen

Um die Stabilitdt von VEGF-Wildtyp und VEGF-Mutante Pro;j; Protein zu untersuchen
wurden 5ng der Proteine in Wundlysaten der Tage 3, 5, 8 und 14 nach Wundsetzung fur 2, 4
und 6 Stunden bei 37° C inkubiert und mittles Western Blot auf ihre Degradation untersucht.
Aus eukaryotischen Zellen isoliertes VEGF Protein kann auf dem Western Blot als
Doppelbande (aufgrund verschiedener Glykosilierung) bei etwa 42/45 KDa detektiert werden.
Die Degradation durch Plasmin fiihrt zu einer Abspaltung eines 55 Aminoséuren umfassenden
C-terminalen Fragments. Von uns wurde nach der Spaltung durch Plasmin ein etwa 38 KDa
grolRer Rest des N-Terminus im Immunoblot detektiert.

In dem Ansatz wurde als Kontrolle des plasminspezifischen Abbaus eine zuséatzliche 6
Stunden Inkubation mit alpha-2-Antiplasmin versetzt. Das Ergebnis ist in Abbildung 24 A
dargestellt. Hier ist deutlich zu erkennen, dal bereits an Tag 3 zu allen 3
Inkubationszeitpunkten (2, 4 und 6h) eine Degradation der Wildtyp-Form stattfindet, wahrend
kaum Degradation bei den Inkubationen der Wildtyp-Form mit Inhibitor bzw. der Mutante
erkennbar ist. Bei der 6h Inkubation von VEGF-Wt ist nur noch ein sehr schwacher
Proteinschleier unterhalo von 42 KDa erkennbar, wahrend bei einer sechs stundigen
Inkubation in Wundlysat das mutierte Proteins kaum Degradation aufweist. An den Tagen 5
und 8 nach Wundsetzung ist der Abbau des Wildtyp Proteins noch deutlicher, da die
Bandenintensitat auf dem Western Blot auch schon bei 2 und 4 Stunden Inkubation mit
Wundlysat deutlich abnimmt und nach 6 Stunden das Wildtyp-VEGF fast vollstandig
degradiert vorliegt. Auch hier ist eine deutliche Stabilisierung der plasminresistenten VEGF
Variante erkennbar, da wiederum nur minimale Degradation detektiert wird. An Tag 14
scheint die Plasminaktivitat auf dhnlichem Niveau wie an Tag 3, da hier ebenfalls nach 6
Stunden Inkubation des Wildtyps mit Wundlysat noch ein Proteinschleier unterhalb von 42
KDa erkennbar ist. An allen 4 Zeitpunkten ist alpha-2-anti Plasmin in der Lage die
Degradation des Wildtyps sehr stark einzuschréanken. Das mutierte VEGF Protein wird an
keinem dieser 4 Zeitpunkte nach 6 Stunden Inkubation mit Wundlysat deutlich abgebaut. Eine
densitormetrische Auswertung der Western Blots bestatigt das Ergebnis (siehe Abb. 24 B).
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Abbildung 24: Degradation von VEGF. A) Untersuchung der Degradation von rekombinantem VEGF-
Wildtyp und VEGF-Mutante Protein durch Wundlysate von db/db Mauswunden der Tage 3, 5, 8 und 14 nach
Wundsetzung dargestellt im Western Blot Verfahren. VVon links nach rechts wurden auf den Immunaoblot jeweils
aufgetragen: Wildtyp-VEGF ohne Wundlysat, Wt-VEGF inkubiert fiir 2h mit Wundlysat, fir 4h, fiir 6h und fur
6h mit Zusatz von Plasmin-Inhibitor a-2-anti-Plasmin (7 1U/ml), sowie VEGF-Mutante ohne Lysat und inkubiert
fiir 6h mit Wundlysat. Es wurden gleiche Mengen der beiden rekombinanten VEGF eingesetzt, die zuvor mit
Hilfe eines VEGF-Elisa bestimmt wurden.

B) Densitrometrische Auswertung der Immunoblots aus 17 A. Dargestellt ist die Abnahme des
densitrometrischen Signals im Bereich von 42/45 KDa in % ausgehend von dem Ursprungssignal (nicht
inkubiertes VEGF-Wt oder VEGF-Mut Pro,y; Protein).
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3.10. Untersuchung der Apoptose in VEGFes-Wildtyp und VEGFgs-Mutante
behandelten Wunden

Ein mdoglicher Grund fir das verlangerte VVorhandensein von Endothelzellen wéhrend der
spaten Phase der Wundheilung nach Behandlung mit VEGF-Mut Pro;1; im Vergleich zu dem
VEGF-Wildtyp kénnte eine andauernde Bioaktivitat der Mutante aufgrund von verlangerter
Halbwertszeit sein. Diese verlangerte Bioverfligbarkeit von funktionalem VEGF wiederum
konnte dazu fihren, dal (ber einen langeren Zeitraum anti-apopototische Signale fur
Endothelzellen verfigbar sind. Um dies zu berpriifen wurden Kryoschnitte von Tag 12 nach
Wundsetzung mit einer Fluoreszenz-Doppelfarbung mit PECAM-1 und der TUNEL-Methode
untersucht. Hierbei wurde zunachst die TUNEL-Farbung (griner Fluoreszensfarbstoff)
durchgefiihrt, bei der es sich um eine Nachweismethode fiir DNA-Strangbriche handelt,
welche wéhrend der Apoptose entstehen. Im Anschluss daran folgte eine PECAM-1
Immunfarbung, bei der an den Sekundérantikorper ein roter Fluoreszensfarbstoff gekoppelt
war. In Abbildung 24 A sind reprasentative Bilder der Doppelfarbung an Tag 12 dargestellt.
Bei Tag 12 nach Wundsetzung erkennt man bei den mit CMV-VEGFs5 Wt transfizierten
Wunden deutlich doppelt markierte Zellen, wahrend bei der Mutante kaum
Doppelmarkierungen detektierbar sind. Ein Auszéhlen der positiven Doppelfarbungen, bei
denen jeweils 3 Ausschnitte von 4 verschiedenen Geweben untersucht wurden, lieferten einen
signifikanten Unterschied im Vergleich der Mutante mit der Wildtyp-Form an Tag 12 (siehe
Abbildung 24 B). Es findet demnach verstarkt Apoptose in den mit VEGF-Wildtyp
transfizierten Wunden an Tag 12 statt (Signifikanz: n=4 ;p < 0,002).

Hingegen ist kaum Apoptose in den mit VEGF-Mutante transfizierten Wunden an Tag 12
detektierbar. An Tag 18 kann in den Narben beider Wundbehandlungen Apoptose in
vergleichbarem Umfang beobachtet werden (aufgrund zu geringer Gewebezahl hier nicht
dargestellt).
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Tagl2: PECAM-1 & TUNEL Doppelfarbung /
200x Gesichtsfeld

Wi Mut

Abbildung 24: Doppelfarbung TUNEL und PECAM-1. A) Exemplarische Bilder fiir Wunden an Tag 12
nach Wundsetzung, die mit CMV-hVEGF165 Wildtyp (links) oder mit CMV-hVEGF165 Mut Prol111 (rechts)
transfiziert wurden. Im oberen Teil sind die Apoptosefarbungen (TUNEL) allein, in der Mitte die
Endothelfarbungen (PECAM-1) allein und unten beide Farbungen zusammen dargestellt. Die Bilder wurden mit
200x VergoRerung unter einem Fluoreszensmikroskop aufgenommen (weilRe Pfeile zeigen doppelt markierte
Endothelstrukturen).

B) Ergebnis der Auszéhlung von Doppelfarbungen fiir TUNEL und PECAM-1 von 3 verschiedenen Aufnahmen
(200x) pro Wunde von jeweils 4 verschiedenen Tieren (n=4; * = Signifikanz p<0,05).
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4. Diskussion

4.1. Wirkung von VEGF auf die Wundheilung der db/db Maus

4.1.1. Die lokale Verabreichung von VEGFs5 beschleunigt den Wundschluss im db/db

Mausmodell

Wir haben zunadchst rekombinantes humanes VEGF6s Protein, welches topisch in einem
Hydrogel appliziert wurde, auf die Wunden gegeben und die Wundheilung sowohl
makroskopisch als auch histologisch untersucht. Als Kontrolle diente eine weitere Wunde auf
der gleichen Maus, die nur mit dem Hydrogel ohne VEGF analog behandelt wurde.
Makroskopisch konnten wir einen beschleunigten Wundschluss beobachten, der nach
histologischer Untersuchung auf einer verstarkten Ausbildung eines Granulationsgewebes und
einer beschleunigten Reepithelialisierung beruhte.

In den histologischen Farbungen mit PECAM-1 und VEGFR-2 der Wunden féllt ab Tag 5
deutlich auf, dass die VEGF-Behandlung zur Induktion eines gefaRreichen und zellreichen
Granulationsgewebes an den Wundréndern und im Wundgrund fuhrt. Die Ausbildung eines
funktionalen Granulationsgewebes ist die Grundlage fur eine erfolgreiche Reparatur.

Als Erklarung fir den verbesserten Wundschluss nach VEGF-Behandlung kommen zum
einen direkte von VEGF vermittelte Effekte, als auch indirekte durch die Ausbildung eines
funktionalen Granulationsgewebes und die erhohte Angiogenese ausgeldste Mechanismen in
Frage. VEGF hat primar einen stimulierenden Effekt auf Endothelzellen, die durch
Proliferation und Migration zur vermehrten Ausbildung von GeféalRen fuhren. Diese Gefalle
wiederum konnen ihrerseits die Einwanderung von im Blut enthaltenen mononukléeren und
inflammatorischen Zellen in die Wunde erleichtern. Dartiber hinaus steigert VEGF die
Permeabilitat von Gefdlen, wodurch Plasmaproteine und Serumbestandteile wie Fibrinogen,
Plasminogen, Fibronektin und Vitronektin austreten und zur Bildung einer temporaren Matrix
fihren. Diese tempordre Matrix erleichtert die Migration und Infiltration wvon
inflammatorischen Zellen, Endothelzellen und Fibroblasten in die Wunde. Ein weiterer
direkter Effekt von VEGF ist zudem die chemotaktische Wirkung auf Makrophagen Uber
VEGFR-1, die zusitzlich zum Einwandern dieser Zellen in die Wunde fihrt. Die
eingewanderten Zellen (Makrophagen, Fibroblasten und Endothelzellen) sind ein wichtiger
Bestandteil des Granulationsgewebes, da sie durch die Expression von Wachstumsfaktoren
wie KGF, HGF und IGF die Migration und Proliferation der Keratinozyten regulieren (Rubin
et al., 1989; Finch et al., 1989). Dartiber hinaus exprimieren Makrophagen FGF und VEGF,
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die chemotaktische Signale fir Fibroblasten und Endothelzellen liefern (Folkman &
Klagsbrun, 1987).

Die Beschleunigung der Reepithelialisierung zeigt, dass ein funktionales Granulationsgewebe
vorliegt, da das Granulationsgewebe neben den Wachstumsfaktoren auch eine temporére
Matrix fur die Migration der Keratinozyten, die fiir die Reepithelialisierung zwingend
erforderlich ist, zur Verfugung stellt (Kubo et al., 2001; Kirfel et al., 2003; Li et al., 2004).
Eine direkte Wirkung von VEGF auf die Keratinozyten ist aufgrund der nicht vorhandenen
VEGF-Rezeptoren auszuschliessen, so dass man von einem indirekten, durch das
Granulationsgewebe vermittelten Effekt ausgehen kann.

Richtet man seine Aufmerksamkeit auf die Keratinozyten an den Wundrandern, kann man
hier ab Tag 3-5 eine deutliche hyperproliferative Epidermis erkennen. Im Gegensatz zu den
unbehandelten Wunden wird um Tag 4-5 nach Applikation von VEGF eine Epithelzunge
sichtbar, die sich vom Wundrand langsam (ber das Granulationsgewebe in Richtung
Wundmitte ausbreitet und so die Wunde schlieBt. Dieser Vorgang findet bei den
unbehandelten Wunden in weit geringerem Mal3e und auch deutlich spater — so etwa ab Tag 7
beginnend - statt. Wie bereits beschrieben ist ein funktionales Granulationsgewebe flr den
Ablauf der Reepithelialisierung unbedingt notwendig, da es den Untergrund mit den fur die
Migration der Keratinozyten notwendigen Adh&sionsmolekdle liefert und zudem notwendige
Wachstumsfaktoren zur Verfligung stellt. Die direkten und indirekten Auswirkungen der
VEGF-Behandlung sind in einem Modell veranschaulicht (siehe Abb. 26).
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Abbildung 26: Modell fir Wirkmechanismen des beschleunigten Wundschlusses nach VEGF-
Behandlung. VEGF ist in der Lage uber seine Rezeptoren auf Gefdl3zellen einerseits Uber den Flt-1 Rezeptor
eine Erhéhung der Permeabilitat und andererseits tiber den VEGFR-2 Rezeptor Proliferation und Migration von
Endothelzellen und somit Angiogenese auszul6sen. Die erhdhte Permeabilitdt fihrt zum Austritt von
Plasmaproteinen, Blutplattchen und Neutrophilen. Die Plasmaproteine wie Fibrinogen, Plasminogen, Fibronektin
und Vitronektin vernetzen und flhren zur Bildung einer temporaren Matrix, Uber die Zellen, die in die Wunde
einwandern, besser migrieren kénnen. Die Blutpléattchen sorgen furr die Ausschittung von Wachstumsfaktoren
wie VEGF, FGF, PDGF usw. und liefern somit chemotaktische Signale fur eine Reihe weiterer Zelltypen.
Makrophagen werden durch das von uns eingebrachte VEGF chemotaktisch, tber Bindung an VEGFR-1 in die
Wundregion geleitet. Dort exprimieren sie eine Reihe weiterer Faktoren (FGF, KGF, HGF, VEGF etc.), die
wiederum auf u.a. chemotaktisch auf Fibroblasten und Endothelzellen wirken. Die eingewanderten Fibroblasten
exprimieren ihrerseits Matrixbestandteile (Kollagen etc.) und Wachstumsfaktoren wie KGF, der bei den
Keratinozyten Proliferation und Migration auslést und so die Reeptihelialisierung fordert.

4.1.2. VEGF 45 stimuliert die Angiogenese

Bei Betrachtung der gefarbten Endothelzellmarker PECAM-1 und VEGFR-2 kann man noch
deutlicher den durch VEGF ausgeldsten Effekt auf diese Wunden erkennen. Nach VEGF
Applikation findet man ab Tag 5 die Ausbildung eines zelldichten Granulationsgewebes und
eine deutlich hohere Gefaldichte darin im Vergleich zu dem kaum vorhandenen

Granulationsgewebe bei den unbehandelten Wunden. Diese neu gebildeten GeféalRe kdnnen
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nun - wie bereits beschrieben - zum einen neue mononukléere Zellen dem Wundgebiet
zufiihren und sorgen gleichzeitig fir die Versorgung mit Stoffwechselprodukten und
Sauerstoff. Die PECAM-1 Farbungen zeigen eine erhohte GefalRdichte nach VEGF-
behandlung und die positiven VEGFR-2 Farbungen deuten auf einen direkten VEGF
vermittelten Effekt hin, da VEGF einer der wesentlichen Ausloser fur die VEGFR-2 und
VEGFR-1 Expression ist (Kremer et al., 1997; Shen et al., 1998; Wange et al., 2000; Arbiser
et al., 2000). Darlber hinaus sind auch indirekte Effekte fur die stimulierte Angiogenese
denkbar. Wie bereits beschrieben kommt es Aufgrund der erhbhten Permeabilitat zum Austritt
von nichtzelluldren Plasmabestandteilen (Fibronektin, Vitronektin etc.), die eine provisorische
Matrix bilden und somit das Einwandern von Endothelzellen unterstiitzen. Auch die durch das
chemotaktische VEGF-Signal einwandernden Makrophagen setzten Mediatoren frei, die
direkt tber FGF aber auch indirekt ber PDGF Angiogenese fordern kénnen. Zudem werden
vorhandene Endothelzellen durch das VEGF-Signal vor Apoptose in regressivem
Granulationsgewebe geschiitzt.

4.2. Vergleich der lokalen Applikation von VEGF35 im Wundbereich der db/db Mause:
Rekombinantes humanes VEGFs Protein vs. Transfektion mit CMV-hVEGFigs
Plasmid-DNA

Im ersten Ansatz wurde versucht das lokale Wundmilieu durch lokale Applikation von
rekombinantem VEGF¢ Protein zu beeinflussen. Die lokale Applikation rekombinanter
Mediatoren wird bereits seit mehreren Jahren in verschiedenen experimentellen DNA-
Modellen und Klinischen Ansatzen untersucht. Der Einsatz von rekombinantem Protein in der
Wundheilung ist jedoch nicht ganz unproblematisch, da bei der Applikation hohe Dosen und
eine mehrmalige Gabe notwendig sind um eine ausreichende Aktivitat zu gewahrleisten.
Dariiber hinaus stellt der Wundschorf nicht nur fur Pathogene eine Barriere dar, sondern auch
applizierte Faktoren kdnnen ihn nur teilweise durchdringen. Des weiteren liegt in der Wunde
ein proteolytisch aggressives Milieu vor, das ebenfalls zu einer Einschrankung der
Bioaktivitat und Bioverfiigbarkeit durch Degradation der Proteine beitragt. Zusétzlich ist es
denkbar, dass in der Wunde inhibierende Molekiile exprimiert werden, die auch direkt das
eingebrachte Protein oder indirekt die von ihm aktivierten Signalwege inhibieren kénnen
(Eming et al., 2004). Einen weiteren Nachteil der Porteinapplikation stellen die entstehenden
Unkosten fir den Kauf bzw. der Zeitaufwand fir die Herstellung und Aufreinigung des

Proteins dar.
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Demgegentiber bietet die Verabreichung von Wachstumsfaktoren in der Wunde mittles
kutanem Gentransfer Vorteile. Es existieren virale (Adenoviren, Retroviren und AAV) und
nicht-virale (Partikelbombardment, Lipofektionen u.a.) Methoden des kutanen Gentransfers,
die bereits erfolgreich von unserer Arbeitsgruppe und anderen Forschern eingesetzt wurden
(Benn et al., 1996; Eming et al., 1999). Durch die konstante Expression des eingebrachten
Gens wird lokal in einem limitierten Zeitfenster eine konstante Expression des Transgens
erreicht. Dies fuhrt zu einer guten Bioverfugbarkeit und Bioaktivitdt, auch wenn die Protein-
konzentration insgesamt wahrscheinlich niedriger ist als bei topischer Applikation von
rekombinantem Protein. Dieser Umstand der niedrigeren Konzentration muss jedoch nicht
unbedingt negativ sein. So wurde erst vor kurzem gezeigt, dass nicht eine hohe Gesamtdosis
von VEGF, sondern vielmehr eine konstant niedrige VEGF Konzentration im lokalen
Mikromilieu dartiber entscheidet, ob VEGF zu physiologischer Angiogenese mit normalen
funktionalen Gefalien fuhrt, oder ob es zur Bildung abnormaler Geféal’e und Hemangionomen
kommt (Ozawa et al., 2004). Darlber hinaus koénnen durch die geringe Dosierung auch
toxische Wirkungen verringert werden. Zudem ist in gewissem Umfang eine Regulierung der
Expression Uber die Expressionsstarke des verwendeten Promotors fiir das Transgen maglich.
Da das Transgen von korpereigenen Zellen exprimiert wird, ist auch die Wahrscheinlichkeit
von Immunreaktionen sehr gering. Zudem liegt das transgene Protein in einer nativen, dem
Umfeld des Expressionsortes entsprechenden Form vor, was bei einer Proteinbehandlung
nicht unbedingt gewadbhrleistet ist. Ein weiterer Vorteil der in vivo Transfektion sind die
langfristig gesehen geringen Kosten und die einfache Handhabung der DNA.

Aus diesen Grunden wurde zusatzlich auf den gleichen Ma&usen eine Transfektion via
Partiklebombardment mit CMV-hVEGF¢5 Konstrukt durchgefiihrt, und als Kontrolle auf der
gleichen Maus ein weiteres Rickenareal mit CMV-Lac Z Plasmid transfiziert. Unmittelbar
nach der Transfektion wurde im Zentrum der beschossenen Haut analog zu vorher eine
Wunde gesetzt. So war es mdglich einen direkten Vergleich mit der Protein-Behandlung auf
der gleichen Maus vornehmen zu kénnen.

Es lag kein signifikanter Unterschied zwischen dem Wundschluss, der Induktion eines
gefaRreichen Granulationsgewebes und der Reepithelialisierung zwischen den mit VEGF-
Protein oder Plasmid behandelten Wunden vor. Beide waren in gleichem MaRe dazu in der
Lage einen signifikant beschleunigten Wundschluss im Vergleich zu den beiden Kontrollen
herbei zu fuhren.

In der Arbeitsgruppe um Davidson konnte gezeigt werden, dass nach kutaner Transfektion mit
Partikelbombarment etwa 15ng transgenes Protein gebildet wird (Benn et al., 1996; Eming et
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al., 1999). Dies erscheint zundchst im Vergleich zu der Konzentration von verabreichtem
rekombinantem Protein gering. Jedoch ist bei der Behandlung mit rekombinantem Protein
davon auszugehen, dass nicht die gesamte applizierte Proteinmenge wirksam ist bzw. ihre
Zielzellen erreicht. Zudem ist die geringe lokale Proteinkonzentration nicht zwingend von
Nachteil, da wie Dbereits erwdhnt im Fall von VEGF die Reduzierung der lokalen
Konzentration des Proteins zur Ausbildung eines funktionalen Geféalisystems gefuhrt hat,
wéhrend eine héhere Dosierung zu Missbildungen der Endothelstrukturen fihrte (Ozawa et
al., 2004).

So scheint es, dass in unserem Modell bereits kleine, relativ konstante Mengen von VEGF
wéhrend der frihen Phase der Wundheilung einen vergleichbar positiven Effekt auf die von
uns gemessenen Wundparameter haben wie eine mehrfache hochdosierte Gabe von
rekombinantem Protein.

So konnten wir zeigen, dass das Partikelbombardment mit einem VEGF Expressionsplasmid
erfolgreich zur Erh6hung der biologischen Aktivitdt von VEGF im Wundbereich eingesetzt
wurde. Die Transfektion war hierbei transient und umfasste im Wesentlichen nur die
Epidermis. Die markoskopischen und histologischen Untersuchungen zeigten eine
Stimulierung der Angiogenese und einen beschleunigten Wundschluss. Daraus kann
abgeleitet werden, dass geringe lokale VEGF Proteinkonzentrationen bereits zu einem Erfolg

bei der Verbesserung der Wundeheilung fuhren.

4.3. Regulation der VEGF65 -Aktivitat in der Wundheilung durch Plasmin

Die VEGF Aktivitat wird unterschiedlich reguliert. Zum einen kann auf der Expressionsebene
durch Hypoxie oder andere Wachstumsfaktoren die Expression von VEGF angeregt werden.
Auf mRNA-Ebene existieren dartiber hinaus Mechanismen, die z.B. bei Hypoxie zu einer
Stabilisierung der RNA durch Bindung von Molekiilen an die 3"-untranslatierte Region fuhren
(Levy, 1998; Onesto et al., 2004). Zum anderen kann Regulation der VEGF-AKktivitat durch
alternatives Spleiften der mRNA erfolgen. Die Spleifivarianten unterscheiden sich strukturell
im wesentlichen durch das Vorhandensein einer Heparinbindungsdomane. Neuere
Untersuchungen weisen auf eine wichtige Funktion der Heparinbindungsdomane fur VEGF g5
hin. So wurde gezeigt, dass die Heparin-Bindestelle fiir eine erhohte Affinitat zu den
Rezeptoren verantwortlich ist. Hierbei spielt der Co-Rezeptor Neuropilin-1 eine wichtige
Rolle (Soker et al., 1998). Durch die Heparinbindungsdoméne vermittelte Bindung von
VEGF6s an die extrazellulare Matrix, kann die Bioverfugbarkeit gesteigert werden, da
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gezeigt wurde, dass auch das matrix-assoziierte VEGF6s biologisch aktiv ist (Park et al.,
1993; Ortega et al., 1998). Durch die Bindung von VEGF45 an Endothelzellen kann zudem
eine Uber die Heparinbindungsdomane vermittelte Interaktion mit Integrinen die Migration
der Endothelzellen erleichtern (Hutchings et al., 2003). Hier spielen die Interaktion von
Integrin alphagbeta; und alpha,betas mit matrix-assoziiertem VEGF eine entscheidende Rolle,
wobei die Migration der Endothelzellen unabhéngig von den VEGF-Rezeptoren stattfindet.
Die Heparin-Bindestelle hat zudem eine Schutzfunktion flr das Protein, da durch Bindung
Chaperon-ahnlicher Molekiile eine durch oxidativen Stress verursachte Schadigung leichter
repariert wird (Gitay-Goren et al., 1996).

Einen weiteren Mechanismus der Regulation der VEGF-Aktivitét stellt die I6sliche VEGFR-1
Variante (SVEGFR-1), die durch alternatives Spleifien entsteht, dar (Kendall et al., 1993;
Shibuya et al., 2001). Vor kurzem wurde zudem gezeigt, dass fir die Freisetzung von VEGF
aus einer Matrix neben einer proteolytischen Abspaltung auch eine Freisetzung durch die
Verénderung des lokalen pH-Wertes moglich ist. So blieb VEGF bei einem pH-Wert von 5,5-
7 an eine Fibronektin-Matrix gebunden, doch als der pH-Wert auf ber 7 erhéht wurde, kam
es zu einer Freisetzung von aktivem VEGF (Goerges et al., 2003 & 2004).

In einer aktuellen Untersuchung wurde gezeigt, dass die Metalloproteinase ADAMTSL1 an
VEGF bindet und eine antiangiogene Wirkung herbeifiihrt. Die Heparin-bindende Doméne
spielt hier fir die Interaktion mit der Metalloproteinase eine entscheidende Rolle, da
ADAMTS1 im C-terminalen Bereich des Proteins bindet (Luque et al., 2003). Somit kénnte
ADAMTSI einen weiteren Modulator der VEGF Bioverflgbarkeit darstellen.

Unsere Arbeitsgruppe machte die Beobachtung, dass auch Proteolyse die VEGF-Aktivitat
reguliert. Dabei fand man heraus, dass Plasmin VEGFs spaltet, wodurch die
Heparinbindungsdomane verloren geht. Dies stellt einen entscheidenden Eingriff in die
biologische Aktivitat von VEGFig5 dar. Allerdings wurden diese Beobachtungen bislang nur
in vitro gemacht. Um die Hypothese zu untersuchen, ob die VEGF Aktivitat auch in vivo
wéhrend des Wundprozesses Uber Plasmin reguliert wird, haben wir die Wundheilung von
Transfektionen mit VEGFg5 Wildtyp mit denen der plasminresistenten VEGFs5 Mutante
verglichen. Diese Untersuchungen zeigten, dass der Wundschluss, die Granulations-
gewebsbildung und die Reepithelialisierung der mit der Mutante behandelten Wunden
vergleichbar war mit denen des Wildtyps. In den histologischen Farbungen fir PECAM-1 und
VEGFR-2 gab es an den frithen Zeitpunkten von Tag 3, 5 und 8 ebenfalls keine signifikanten
Unterschiede zwischen Mutante und Wildtyp. Erst nach Wundschluss konnten wir eine
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verlangerte Persistenz von positiv PECAM-1 und VEGFR-2 geféarbten Endothelstrukturen in
der VEGF-Mutante erkennen und messen, wahrend im Wildtyp die GefaRdichte deutlich
abnahm. Dies beruht vermutlich auf der erhohten Stabilitdt der Mutante gegenuber
proteolytischer Degradation, die zu einer anhaltenden proliferationsférdernden und anti-
apoptotischen Wirkung/Aktivitat fuhrt.

Es gibt Hinweise dafir, dass in den Wunden dieser Tiere ein proteasereiches Milieu zu finden
ist. So konnte man in verschiedenen Untersuchungen zeigen, dass die Entziindungsphase
wéhrend der Wundheilung bei diesen Tieren signifikant l&nger andauert und eine Reihe von
Chemokinen, die chemotaktisch auf Neutrophile und Monozyten wirken, ebenfalls langer und
in erhdhtem Male exprimiert werden. So wurde beispielsweise gezeigt, dass Macrophage
Inflammatory Protein-2 (MIP-2), welches Neutrophile in die Wunde zieht, und Macrophage
Chemoatractant Protein-1 (MCP-1), welches u.a. fur die Einwanderung von Monozyten
verantwortlich ist, starker und langer als bei normal heilenden Tieren exprimiert werden
(Wetzler et al., 2000). Auf Proteinebene konnte gezeigt werden, dass MIP-2 deutlich in
hoherem Malle detektiert wird wie MCP-1. Dies flhrt zu einer langeren Verweildauer
insbesondere von Neutrophilen und inflammatorischen Makrophagen, was auch eine erhéhte
Detektion von IL-1p und TNF-o. bis zu Tag 13 nach Wundsetzung widerspiegeln. Des
weiteren haben Studien gezeigt, dass es aufgrund der hier vorliegenden Hyperglykédmie zur
Bildung von Advanced Glycation Endproducts (AGE; hauptsachlich Carboxy (Methyl)
Lysine (CML) Edukte) und EN-RAGE (Mitglieder der S100/Calgranulin Familie von
proinflammatorischen Cytokinen) kommt. In diesem Zusammenhang wurde eine zunachst
verzogerte Infiltration von Neutrophilen und Monozyten beobachte, die jedoch nach
Abschluss der Infiltration zu einer verlangerten Persistenz dieser Zellen in der Wunde und
somit zu einer ldngeren Entzindungsphase fuhrte. Die Autoren dieser Publikation erklaren
diesen Zustand mit der Tatsache, dass der Rezpetor fir AGE (RAGE) auf einer Vielzahl von
Zellen, unter anderem auch auf Endothelzellen, Fibroblasten und mononuklderen
phagozytotischen Zellen (zu denen auch Makrophagen gehdren), zu finden ist. Wenn sich nun
aufgrund der Hyperglykdmie AGEs zum Teil in der extrazellularen Matrix ansammeln und
einlagern werden diese RAGE exprimierenden Zellen durch temporare Bindung an AGEs bei
ihrer Migration zur Wunde hin aufgehalten. Spater dann in der Wunde selbst bewirken die
durch Bindung an RAGE ausgelosten Signale eine erhdhte Expression von TNF-o und
anderen Cytokinen sowie einer Reihe von Matrixmetalloproteinasen, die nun fir ein
proteolyisch aggressives Milieu sorgen und weitere Fortschritte bei der Wundheilung

erschweren. Des weiteren wurde auch gezeigt, dass AGE-Bindung an Fibroblasten zu einer
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verminderten Kollagenbildung flhrt, was sich negativ auf die Bildung eines
Granulationsgewebes und auch auf die spédtere Umbauphase wahrend der Wundheilung
auswirken durfte (Neeley et al., 2000; Goova et al., 2001).

Es sind unterschiedliche Mechanismen denkbar (ber die VEGF zu einer verlédngerten
Persistenz der Endothelzellen in den bereits geschlossenen Wunden flhrt. Es wurde gezeigt,
dass VEGF ein wichtiger Uberlebensfaktor fiir Endothelzellen ist (Gerber et al., 1998;
Benjamin et al., 1999; Yuan et al., 1996). Entzug von VEGF war in einer Reihe von
Untersuchungen fur das Absterben von Endothelzellen verantwortlich, wahrend Zugabe von
VEGF die Apoptose unterband und die vaskularen Strukturen erhielt. Die anti-apoptotische
Wirkung wird Uber VEGFR-2 vermittelt (Yilmaz et al., 2003; Sweeney et al., 2002).
Wahrend der spaten Phase der Wundheilung zeigen Endothelzellen Veranderungen, die der
Apoptose &hneln und die Vermutung nahe legen, dass der programmierte Zelltod an der
Umwandlung von stark verzweigten vaskuldren Strukturen des Granulationsgewebes hin zum
avaskularen Narbengewebe beteiligt ist (Desmouliere, 1995). Mdoglicherweise spielt bei
diesem Prozess der Entzug von Wachstumsfaktoren eine Rolle. Unsere Untersuchungen
bezliglich der Apoptose von Endothelzellen an Tag 12 nach Wundsetzung zeigten, dass in
signifikant geringerem AusmaR doppelt angefarbte apoptotische Endothelzellen in den mit der
plasminresistenten Mutante transfizierten Wunde verglichen mit dem VEGF Wildtyp
detektierbar waren. So ist es denkbar, dass die verlangerte Halbwertszeit des stabilen VEGFs
nach Schluss der Wunde die Apoptose der Endothelzellen (Kane & Greenhalgh, 2000)
unterbindet und es so zu einer verldngerten Persistenz der Gefélle nach dem Wundschluss
kommt.

In der Abbildung 27 haben wir unsere Hypothese beztiglich der Wirkung der VEGF-Mutante
grafisch dargestellt.
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Abbildung 27: Grafische Darstellung unserer Hypothese der verldngerten Stabilitdt der plasminresistenten
VEGF-Mutante im Vergleich zum Wildtyp nach transienter Transfektion mit der Gene-Gun.

Wie l&sst sich die erhohte/verlangerte Aktivitat der VEGF Mutante erklaren? Untersuchungen
haben gezeigt, dass die Heparin-bindende Domane von VEGFs eine kritische Rolle fir die
Funktion des Proteins spielt. So ware es vorstellbar, dass in unserer plasminresistenten VEGF
Mutante die Integritat dieser Domane unter proteolytischen Bedingungen im Wundmilieu der
db/db Maus geschitzt ist. Die Heparinbindungsdomane stellt darliber hinaus eine wichtige
Determinante fiir die Affinitat der Bindung von VEGF an seine Rezeptoren dar. Ein Groliteil
der funktionellen Signale von VEGF ist mediiert Gber die Bindung an VEGFR-2. Allerdings
kénnen die mitogenen, proliferativen und anti-apoptotischen Signale durch die Bindung an
den Co-Rezeptor Neuropilin-1 erleichtert und zum Teil auch verstarkt werden (Soker et al.,
1997 & 1998, Whitaker et al., 2001). Fur die Bindung von VEGF an den Neuropilin-Rezeptor
wurde die Heparin-bindende Domane als determinierendes Epitope identifiziert (Soker et al.,
1998). Daruiber hinaus wurde gezeigt, dass der Heparinbindungsdoméne eine kritische Rolle
bei der Erhohung der Bindungsaffinitit von VEGF an VEGFR-2 uber
zelloberflachenassoziierte Heparin-verwandte Molekiile zukommt (Gitay-Goren et al., 1992).
Zusétzlich konnte diese Gruppe spater zeigen, dass die Fahigkeit von VEGFis Heparin zu
binden, es ermdglicht oxidative Schaden an dem VEGF Molekil zu beheben ber die
Stabilisierung von VEGF mittels eines Chaperon-ghnlichen Molekuls (Gitay-Goren et al.,

1996). In chronischen, nicht heilenden Wunden konnten vermehrt oxidative Molekile und
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freie Radikale nachgewiesen werden. Aus diesem Grund wére eine Stabilisierung der
Heparin-bindenden Doméne entscheidend fur die Behebung von oxidativem Stress.

Dariiber hinaus ist die Heparinbindungsdomane auch eine Determinante beziliglich der freien
Loslichkeit bzw. der Assoziation von VEGF mit Komponenten der extrazellularen Matrix
oder Plasmamembranproteinen. Wahrend VEGF2; eine Isoform ohne die Heparin-bindende
Doméne ist, deswegen nicht an Heparansulfate bindet und frei diffundieren kann, stellt
VEGF1g9 mit beiden Heparin-bindenden Domanen eine Form des Proteins dar, die primér an
die Zellmembran oder die extrazelluldare Matrix gebunden vorliegt. VEGF;6s hingegen ist in
der Lage sowohl zell- bzw. matrixassoziiert als auch frei diffundierend vorzuliegen.
Urspriinglich ging man davon aus, dass gebundenes VEGFg5 als Reservoir dient. Mittlerweile
wurde jedoch auch gezeigt, dass zell- bzw. matrixassoziiertes VEGF165 auch biologisch akitv
ist (Park et al., 1993; Ortega et al., 1998). Neueste Untersuchungen deuten darauf hin, dass
die immobilisierten VEGF-Isoformen mit einer Heparin-bindenden Domane die Uber die
Integrine o3f1 und VB3 vermittelten Adhasions-, Migrations- und Uberlebenssignale
unterstutzen (Hutchings et al., 2003). In unserem Modell l&ge die Spekulation nahe, dass die
Inaktivierung der Plasminschnittstelle den Anteil an matrix-assoziiertem VEGFig5 erhéht und
dadurch VEGF65 vermittelte Prozesse erleichtert. Verdnderte VEGF-Rezeptor Affinitét
und/oder matrix-bindende Eigenschaften konnten separat und/oder gemeinsam die Aktivitét
der plasminresistenten VEGF165 Mutante im Wundmilieu der db/db Maus bestimmen.

In Abbildung 28 ist eine Hypothese beziglich der andauernden Bioaktivitdt und der
Bedeutung der Heparinbindungsdoméane des VEGFs5 Mut Pro;1; Proteins durch Vergleich
mit dem VEGF-Wildtyp Protein und den wahrscheinlichen Vorgadngen wahrend der

Wundheilung in unserem Tiermodell veranschaulicht.
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Abbildung 27: Hypothese der erhdhten Stabilitdét des VEGF-Mut Pro Proteins im Vergleich zu dem
Wildtyp Protein in den Wunden der db/db Mause. Im oberen Teil der Abbildung kann die
Plasminschnittstelle bei der Wildtypform degradiert werden und es kommt so zum Verlust der Heparin-
Bindestelle. Dies resultiert in einer signifikant verminderten Bioaktivitat des VEGF-Spaltproduktes.

Im unteren Teil der Abbildung ist das VEGF-Mut Pro Protein dargestellt. Das Protein kann aufgrund der
vorliegenden Mutation nicht von Plasmin geschnitten werden. Aus diesem Grund ist das VEGF-Mut Pro Protein
weitgehend stabil gegentber dem proteolytischen Milieu in der Wunde der db/db Maus. Zusétzlich erfolgt durch
Bindung von Chaperon-&hnlichen Molekiilen an die Heparinbindungsdoméne eine weitere Stabilisierung des
Proteins gegeniiber oxidativem Stress, welcher wéahrend der Wundheilung — aufgrund der Ausschiittung reaktiver
Sauerstoff-Spezies durch Neutrophile — prasent ist.

Warum kann die VEGF-Mutante die Wundheilung nicht weiter gegeniiber dem Wildtyp
beschleunigen? Hier sind mehrere Mdglichkeiten denkbar. Zum einen kdnnte bereits durch
die Transfektion mit dem Wildtyp ein Uberschuss an Protein vorhanden sein, so dass eine
proteolytische Degradation von VEGF nicht in dem Malle zum tragen kommt. Letzendlich
kann eine Inaktivierung des mutierten VEGFs durch eine immunspezifische Reaktion nicht
ausgeschlossen werden. Andererseits kann moglicherweise auch unser System aufgrund der
von uns gewahlten WundgroBe mit VEGF-Wildtyp bereits den bestmdglichen
Heilungsverlauf haben, so dass hier eventuell eine schwierigere Aufgabe fur unsere System —
beispielsweise durch eine gréRere Wunde oder durch eine Reduzierung der DNA-Menge bei
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der Transfektion — erforderlich ist um einen Vorteil zugunsten der VEGF-Mutante zu ergeben.
Festzuhalten bleibt zunéchst, dass die Bioaktivitat der Mutante wahrend der Wundheilung in
unserem Modell mit der des Wildtyps vergleichbar ist. Der Unterschied der Bioaktivitat tritt
erst nach Abschluss der Heilung auf, wenn es zu einer verlangerten Persistenz von Endothel
im Narbengewebe nach VEGF-Mutante Behandlung kommt, die auf einer verminderten

Apoptose nach Wundschluss beruht.

4.4. Therapeutische Ansatze und Aussichten fur eine pro-angiogene Therapie in

chronischen Wundheilungsstérungen

Die dargestellten Untersuchungen haben neben zellbiologischen Aspekten auch eine klinische
Relevanz. Es konnte gezeigt werden, dass VEGF in dem db/db Tiermodell in der Lage ist den
Wundschluss, die Ausbildung von Granulationsgewebe und die Angiogenese signifikant zu
verbessern. Somit ware der Einsatz von VEGF bei Wundheilungsstérungen die erste
Indikation. Andere Gruppen haben bereits VEGF Kklinisch getestet und anfénglich gute
Ergebnisse erzielt, jedoch fuhrte der Einsatz von VEGF bei chronischen Wunden neben einer
verbesserten Vaskularisierung auch zu einer erhohten Odembildung (Suri et al., 1998;
Baumgartner et al., 2000). Dies ist auf die Erhéhung der vaskuldren Permeabilitat zurtick zu
fihren (Dvorak et al., 1995). So erschien zuerst eine Monotherapie nur mit VEGF wenig
sinnvoll. Allerdings stellte sich vor kurzem heraus das die lokale VEGF Konzentration
entscheidend flr die Wirksamkeit und die Ausbildung eines funktionalen GefaRsystems ist
(Ozawa et al., 2004). So wurde gezeigt, dass VEGF in sehr geringen Mengen lokal exprimiert
zur Ausbildung von normalen und funktionalen GefaRen ohne Missbildungen und Odemen
fihren kann. Eine Kombinationstherapie mit Angiopoietin-1 erscheint ebenfalls sinnvoll, da
Ang-1 Gefale stabilisiert und deren Permeabilitit deutlich reduziert (Thurston et al., 1999;
Jain & Munn, 2000; Thurston et al., 2000; Gamble et al., 2000). Erste Experimente einer
Kombinationstherapie am ischdmischen Myokard zeigten eine deutliche Steigerung der
kapillaren Dichte und somit eine verbesserte Perfusion im Vergleich zu einer Behandlung mit
VEGF oder Ang-1 alleine (Siddiqui et al., 2003). Eine Erklarung fur die verbesserte Stabilitét
der neu gebildeten Gefalle im Zusammenhang mit Ang-1 Expression wurde von Metheny-
Barlwo et al. in diesem Jahr erbracht. Man entdeckte, dass Ang-1 in Prasenz von VEGF in der
Lage ist mesenchymale Zellen Uber Chemotaxis zu einem entstehenden Gefal zu fihren, die

vor Ort zu periendothelialen Zellen differenzieren und somit Stabilisierung herbeifuhren.
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Ein anderer Ansatz, bei dem VEGF an eine Polyethylenglykol-Matrix assoziiert verabreicht
wurde, konnte veranschaulichen, dass die durch das zellulare Umfeld kontrollierte
Freisetzung von VEGF aus der Matrix durchaus die Bildung von stabilen und funktionalen
Gefélen herbeifiihren konnte (Zisch et al., 2003). Weitere Experimente mit anderen Matrices
(u.a. Fibrin-Matrix) bestatigten die in der ersten Untersuchung gefunden Ergebnisse (Ehrbar
et al., 2004; Seliktar et al., 2004). Diese Ergebnisse zeigen, dass die lokale Konzentration von
VEGF entscheidend fiir die korrekte und funktionale Ausbildung von neuen GefélRen ist, und
dass an eine Matrix assoziiertes VEGF eine Art Depotfunktion besitzt und durch das zellulare
Umfeld eine Aktivierung erfahren kann.

Die Anwendung einer plasminresistenten VEGF Mutante ist insbesondere fiir chronische
Wunden mit erhohten proteolytischen Wundmilieu interessant. Diese Situation finden wir u.a.
in chronischen nicht-heilenden Wunden im humanen System vor. Hier wurde mehrfach eine
erhOhte proteolytische Aktivitdt in Wunden und deren sezernierter Wundflussigkeit
nachgewiesen. Insbesondere waren die Level an Metalloproteinasen, neutrophiler Elastase
und Plasmin im Vergleich zu akuten/heilenden Wunden erhoéht (Palolahti et al., 1993;
Weckroth et al., 1996; Yager et al., 1996; Vaalamo et al., 1997). Es gelang mehreren
Gruppen zu zeigen, dass durch diese erhohte proteolytische Aktivitat wichtige regulatorische
Faktoren wie Fibronektin, Vitronektin und Plasminogen gespalten werden und so einen Teil
ihrer Bioaktivitat/Funktion einbissen (Grinnell et al., 1992; Wlaschek et al., 1997; Hoffman
etal., 1998).

Darlber hinaus existieren weitere interessante Angiogenesefaktoren, welche die Angiogenese
in der Wundheilung beeinflussen und sich als therapeutische Ziele anbieten wirden. Eine
neuere Untersuchung einem Mausmodell, das HIF-1 in der Epidermis Uberexprimiert, hat eine
erhdhte Vaskularsierung verbunden mit sehr stabilen und undurchlassigen GefaRen erbracht
(Elson et al., 2001). HIF-1 induziert neben VEGF auch weiterer Faktoren, die die
Angiogenese regulieren. Untersuchungen der Expression der Angiopoietine zeigten keine
Veranderung, so dass die Stabilisierung der GefaRe durch andere Faktoren begriindet zu sein
scheint (Elson et al., 2001). So wére es denkbar, dass in naher Zukunft
Wundheilungsstérungen und ischamische Erkrankungen via Aktivierung (Ubergeordneter
Signalwege wie beispielsweise des Transkriptionsfaktors HIF-1 oder des vor kurzem
entdeckten, teilweise HIF-1 homolgen Transkriptionsfaktors EPAS1 (Takeda et al., 2004)
behandelt werden. Auf diese Weise wirden die unerwiinschten Effekte von VEGF-
Monotherapien wie beispielsweise die Odembildung reduziert oder ganz ausbleiben, da auf
diesem Wege eine reguliertere Aktivierung von Agonisten und Antagonisten stattfande.
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Ein weiterer interessanter Faktor scheint Placental Growth Facotr (PIGF), da gezeigt wurde,
dass PIGF uber VEGFR-1 in der Lage ist in Endothelzellen pro-angiogene Effekte auszuldsen
(Autiero et al., 2003). Man konnte durch Knockout und Inhibitionsstudien mit blockierenden
Antikdrpern verdeutlichen, dass PIGF allein und auch zusammen mit VEGF, Angiogenese mit
der Ausbildung von stabilen GeféaBen auslosen kann. Hierbei werden unter anderem
Hetreodimere von VEGF und PIGF gebildet, die an VEGFR-1 binden und wiederum zu einer
Dimerisierung von VEGFR-1 und VEGFR-2 fiihren kénnen. Dadurch kommt es zu einer
Verstarkung des pro-angiogenen Signals. Darlber hinaus ist PIGF Uber den Rezeptor
VEGFR-1 in der Lage auch glatte Muskelzellen, Monozyten und eine Reihe von
Vorléuferzellen aus Blut und Knochenmark zu aktivieren und so eine weitere Verstarkung der
Angiogenese herbei zu fuhren. Es wurde auch postuliert, dass PIGF und VEGFR-1 eine Art
Schalter fur Angiogenese sind, da beide normalerweise konstitutiv in geringen Menge
vorhanden sind und erst bei aktiver Angiogenense und insbesondere in pathogenen
Situationen der Angiogenese in deutlich erhdhten Mengen exprimiert werden (Luttun et al.,
2002; Autiero et al., 2003).

Neben der Verbesserung der Wundheilung wére natlrlich die in der Einleitung erwéhnte
Regeneration als optimale Wiederherstellung des verletzten Gewebes erstrebenswert.
Allerdings erschlieBt sich erst langsam das Verstdndnis an dem Phdnomen, dass manche
Gewebe im adulten Sdugetierorganismus in der Lage sind sich zu regenerieren, wéhrend
andere lediglich auf reparative Mechanismen zur Behebung von Gewebeschaden
zuriickgreifen konnen. Die Erforschung von Stammzellen und Vorl&uferzellen scheint hier ein
vielversprechender Ansatz und aktuell wird die Forschung auf diesem Gebiet stark
vorangetrieben (van Bekkum, 2004). Auch auf dem Gebiet der Angiogenese und der
Behebung von Gewebeunterversorgungen (mit Schwerpunkt auf den kardiovaskuléren
Bereich) gibt es einige interessante neue Entwicklungen, die zu neuen Behandlungsmethoden
dieser pathogenen Zustande fiihren konnten (Abobott et al., 2003; Asahara et al., 2004).
Zudem konnte ein besseres Verstandnis der Heilung im Embryonlastadium dazu beitragen,
dass Wunden im adulten Lebewesen eines Tages ohne Narben verheilen kdnnen.
Schlussendlich besitzen unsere Untersuchungen neben einer zellbiologischen Bedeutung auch
eine therapeutischer Relevanz; es ist denkbar, dass eine plasminresistente VEGF¢5 Mutante

dem Wildtypprotein bezlglich ihrer angiogenen Wirkung Gberlegen ist.
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5. Zusammenfassung

Ein funktionelles und koordiniertes GefalRsystem ist essentiell in der Erhaltung der Integritat
und Barrierefunktion der Haut. In der Wundheilung spielt eine ausgewogene Regulation
stimulierender und inhibierender Faktoren eine entscheidende Rolle fur die Wiederherstellung
eines funktionellen GeféaRsystems. Eine Stdérung der Angiogeneseregulation scheint eine
wichtige Ursache fur die Entstehung und Unterhaltung von Wundheilungsstérungen zu sein.
Die zelluldren und molekularen Mechanismen der gestdrten Angiogenese in chronischen
Wunden sind unklar und Gegenstand der vorliegenden Arbeit. Der “vascular endothelial
growth factor* (VEGF) ist ein hochwirksamer endothelzellspezifischer Mediator, der ein
Schlusselmolekil in der Wundheilung darstellt. VVoruntersuchungen der Arbeitsgruppe im
Humansystem deuten darauf hin, dass im chronischen Wundmilieu die VEGF vermittelte
Angiogenese durch eine funktionelle Inaktivierung des VEGFs5 Proteins durch eine
serinproteasenkatalysierte Degradation eingeschréankt ist. Ziel der vorliegenden Arbeit war es
herauszuarbeiten, ob die topische Applikation von VEGFes einen gestorten
Wundheilungsphénotyp normalisieren kann. In einem zweiten Teil der Arbeit wurde die
Rolle von Plasmin in der Regulation der VEGF¢5 -Aktivitat in der gestérten Wundheilung
untersucht. Bei den Untersuchungen kam das db/db Mausmodell zum Einsatz, in dem in
Analogie zur chronischen Wunde im Humansystem, die gestdrte Wundheilung mit einer
verzogerten Angiogenese und verminderter VEGF Verfugbarkeit einhergeht.

Unsere makroskopischen und histologischen Untersuchungen zeigten, dass die topische
Applikation von VEGFis in Form von rekombinantem Protein oder Plasmid DNA, den
Wundschluss in einem gestorten Wundprozess mit reduzierter Angiogenese beschleunigen
kann. Der beschleunigte Wundschluss ist sowohl durch die Induktion eines geféafreichen
Granulationsgewebes wie auch durch eine beschleunigte Reepithelialisierung zu erklaren. Die
Stabilisierung von VEGFs5 gegen eine plasminkatalysierte Degradation verlangert die
angiogenetische Antwort, die sich in VEGFss—MutPro;; transfizierten Wunden durch eine
verzogerte Regression der Endothelzellstrukturen im spédten Granulationsgewebe zeigte. Ein
mdoglicher Erklarungsansatz fir diese Beobachtung ist eine Verldngerung der anti-
apoptotischen Wirkung der plasminresistenten VEGF45 Variante. Untersuchungen der
Proteinstabilitat von VEGF¢5s Wildtyp und VEGF 165 Mutante in Wundlysaten der db/db Maus
zeigten eine erhohte Stabilitdt der Mutante im Vergleich zum Wildtyp und unterstiitzen somit
die Beobachtungen einer verlangerten VEGF65 Aktivitat der VEGF65 Mutante.

Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit unterstiitzen somit friihere im Humansystem
gewonnenen Erkenntnisse (ber die Bedeutung eines durch Proteolyse vermittelten
Aktivitatsverlustes von VEGFs in der Pathogenese der gestérten Wundheilung. Die
Untersuchungen weisen darauf hin, dass eine Stabilisierung der Integritat des VEGFigs5
Molekiils, insbesondere in einem proteasereichen Milieu der chronischen Wunde, zu einer
Steigerung des angiogenetischen Potentials von VEGFgs flihrt. Die Arbeiten unterstreichen
somit das therapeutische Potential der plasminresistenten VEGF165 Mutante bei chronischen
Wundheilungsstorungen.
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7.1. Abkirzungen

% Prozent

1) Durchschnitt

AS Aminosdure

AK Antikorper

Ang-1/2 Angiopoietin-1 / Angiopoietin-2

AP ax-Antiplasmin

APAAP Alkalische-Phosphatase-anti-alkalische-Phosphatase
APS Ammoniumperoxodisulfat

ATP Adenosintriphosphat

bFGF basic fibroblast growth factor; basischer Fibroblasten-Wachstumsfaktor
bp Basenpaar(e)

Bq Becquerel

BrdU 5-Bromo-2’-deoxyuridin

BSA bovine serum albumin, Rinderserumalbumin

°C Grad Celsius

cm? Quadratzentimeter

CTP Cytosintriphosphat

CVI chronisch vendse Insuffizienz

Da Dalton

dATP Desoyxadenosin-5°-triphosphat

dCTP Desoxycytosin-5°-triphosphat

dGTP Desoyxguanosin-5*-triphosphat

dTTP Desoyxthymidin-5*-triphosphat

dNTP Desoxynukleotid-5‘-triphosphat

ddNTP Di-Desoxynukleotid-5*-triphosphat

db/db homozygote diabetische Maus (Lepr™)

DEPC Diethylpyrocarbonat

dH,O bidestilliertes Wasser

DMEM Dulbeco’s Modifikation von Eagle’s Medium
DMSO Dimetylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsédure

DNase Desoxyribonuklease

DTT Dithiothreitol

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EGF epidermal growth factor; epidermaler Wachstumsfaktor
ELISA Enzyme-linked immuno sorbent assay; Festphasenimmunoassay
FCS fotales Kélberserum

FGF fibroblast growth factor; Fibroblasten-Wachstumsfaktor
FLT-1 fms-like-tyrosine kinase-1, VEGF Rezeptor-1
FLK-1 fetal liver kinase-1, VEGF Rezeptor-2, Maus

g Erdbeschleunigung

h Stunde

HRP Meerrettichperoxidase

HUVEC Humane Nabelschnur-Endothelzellen

IGF-1 insulin like growth factor, Insulin Wachstumsfaktor
IgG Immunglobulin G

IL Interleukin

KDa Kilodalton

KDR kinase domain region, VEGF Rezpetor-2, Mensch

130



7. Anhang

oD
PAGE
PAI
PBS
PCR
PDGF
PEG
pH
PIGF
PL-1

PMSF
PSD-MS
PTS
RIA
RNA
RNase
RT

S

SSC
SD
SDS
SFLT-1
TBE
TBS
TBST
TCA
TE
TEMED
TGF o
TGF B
Tie-1/2
TLCK

TNF o
tPA
Tris

U

uN
uPA

Liter

Mol, Stoffmengenkonzentration

Minute(n)

Milliliter

Millimol

Matrix-Metalloproteinase

N-Morpholinopropansulfansdure als Natrium-Salz
Messenger-Ribonukleinsdure

Massenspektroskopie

Mittelwert

Milli-

Mikro-

Nano-

optische Dichte

Polyacrylamid-Gelelektrophorese

plasminogen activator inhibitor; Plasminogen Aktivator Inhibitor
phosphatgepufferte Salzlésung

Polymerase-Kettenreaktion

plalet dericved growth factor; Plattchen-Wachstumsfaktor
Polyethylenglykol

potentia hydrogenii

placenta growth factor, Plazenta-Wachstumsfaktor
Na,-naphthylsulfonyl-3-amidino-(D,L)-phenylalanyl-nipecotinsaure-
thiophen-2-methylamid-hydrochlorid), Protease-Inhibitor
Phenylmethylsulfonylfluorid

Post source decay-Massenspektroskopie

Post thrombotisches Syndrom

Radio-Immunassay

Ribonukleinsdure

Ribonuklease

Raumtemperatur

Sekunden

Natriumcitrat/Natriumchlorid-Gemisch

Standardabweichung

Natriumdodecylsulfat

soluble FLT-1, l6slicher VEGF-Rezeptor-1

Trisbase mit Borséure und EDTA

tris buffered saline, Tris gepufferte Salzlésung

TBS mit Tween

Trichloressigsaure

Tris-EDTA

N, N, N*-Tetramethylendiamin

transforming growth factor a; transformierender Wachstumsfaktor o
transforming growth factor f3; transformierender Wachstumsfaktor 3
Tie-1/2 Rezeptor
L-1-Chloro-3-[4-tosylamido]-7-amino-2-heptanon-HCL, Protease-
Inhibitor

tumor necrosis factor o; Tumornekrosefaktor o

tissue plasminogen activator; Gewebe Plasminogen-Aktivator
Tris(hydroxymethyl)aminomethan

unit = Enzymeinheit

uber Nacht

urokinase plasminogen activator; Urokinase Plasminogen-Aktivator
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UPAR urokinase plasminogen activator receptor; Urokinase Plasminogen-
Aktivator-Rezeptor

Upm Umdrehungen pro Minute

UTP Uridintriphosphat

\ Volt

viv Volumen pro Volumen

VEGF vascular endothelial growth factor; vaskulérer endothelialer
Wachstumsfaktor

Vol Volumen

VPF vascular permeability factor, vaskularer Permeabilitatsfaktor

W Watt

wiv Gewicht pro Volumen

ZMMK Zentrum fr molekulare Medizin Kéln

7.2. Aminosauren

Buchstabensymbol Abkiirzung Aminosdure
A Ala Alanin
C Cys Cystein
D Asp Asparaginsaure
E Glu Glutaminséure
F Phe Phenylalanin
G Gly Glycin
H His Histidin
I lle Isoleucin
K Lys Lysin
L Leu Leucin
M Met Methionin
N Asn Asparagin
P Pro Prolin
Q GlIn Glutamin
R Arg Arginin
S Ser Serin
T Thr Threonin
\Y/ Val Valin
W Trp Tryptophan
Y Tyr Tyrosin

132



7. Anhang

Danksagung

Herrn Prof. Dr. Thomas Krieg danke ich fiir die Bereitstellung des Arbeitsplatzes an der
Klinik und Poliklinik far Dermatologie und Venerologie der Universitdt zu Koln sowie fur die
Ubernahme des Koreferats und die konstruktive Diskussion der Arbeit.

Frau Prof. Dr. M. Leptin danke ich fiir die Ubernahme des Erstgutachtens, die Betreuung der
Arbeit und fur lhre stets freundliche Unterstiitzung.

Mein besonderer Dank gilt Frau Dr. S. Eming und fiir die Uberlassung des Themas, Ihr
stetiges Interesse am Fortgang der Arbeit, die standige Diskussionsbereitschaft und
insbesondere fur die Zeit und Mihe die Sie investiert hat.

Ein besonderes Dankeschdn geht auch an Michael Piekarek, ohne dessen Engagement und
Fleil diese Arbeit ganz anders ausgesehen hétte.

Weiterhin bedanke ich mich besonders bei den anderen Mitstreitern aus dem
Wundheilungslabor, Sandra Jurk, Doris Hirche, Stefan Nieland und Carmen Berns, die mich
stets fachlich und menschlich unterstutzt haben und viel zum Gelingen dieser Arbeit
beigetragen haben.

Bedanken mochte ich mich auch bei Herrn Prof. Paulsson und seinen Mitarbeitern aus der
Biochemie fur lhre fachliche und praktische Unterstiitzung.

Mein ganz besonderer Dank gilt allen Mitarbeitern und Kollegen in den Laboren der
Hautklinik, die es durch Ihre Hilfsbereitschaft und die gute und offene Arbeitsatmosphére
erlaubten, daf? ich mich wohl gefihlt habe.

Auch meinen Eltern mdchte ich von ganzem Herzen danken, dafiir dass sie mich all die Jahre
menschlich und finanziell untersttitz haben und immer fir mich da waren, wenn ich sie
gebraucht habe.

Zuletzt mdchte ich mich bei meiner Frau Claudia dafur bedanken, daf sie die letzten Jahre mit
mir durchgestanden hat, obwohl dies sicher nicht immer leicht war.

Die vorliegende Arbeit wurde im Rahmen der von der Deutschen Forschungsgemeinschaft
geforderten Forschergruppe ,,Zell-Zell und Zell-Matrix-Interaktionen in der Haut* angefertigt.

133



7. Anhang

Erklarung

Ich versichere, dass ich die von mir vorgelegte Dissertation selbstdndig angefertigt, die
benutzten Quellen und Hilfsmittel vollstandig angegeben und die Stellen der Arbeit
einschlieBlich Tabellen, Karten und Abbildungen , die anderen Werken im Wortlaut oder dem
Sinn nach entnommen sind, in jedem Einzelfall als Entlehnung kenntlich gemacht habe; dass
diese Dissertation noch keiner anderen Fakultat oder Universitat zur Priifung vorgelegen hat;
dass sie — abgesehen von unten angegebenen Teilpublikationen — noch nicht verdffentlicht
worden ist sowie, dass ich eine solche Verdffentlichung vor Abschluss des
Promotionsverfahrens nicht vornehmen werde. Die Bestimmungen dieser Promotionsordnung
sind mir bekannt. Die von mir vorgelegte Dissertation ist von Frau Professor Dr. Leptin und

Herrn Professor Dr. Krieg betreut worden.

Kdln, den 14.12.2004

Detlev Roth

134



7. Anhang

Teilpublikationen :

Teile der vorliegenden Arbeit sind auf folgenden Kongressen referiert worden :

Poster

”Design of a novel proteolysis resistant VEGF variant”
Detlev Roth, Gereon Lauer, Thomas Krieg, Sabine A Eming
Gordon Conference: Tissue Repair & Regeneration

Il Giocco, Italien Juni 2003

135



7. Anhang

Detlev Roth
Ahrstrasse 26a
51371 Leverkusen

Lebenslauf

Personliche Daten

Name, Vorname
Geburtsdatum
Geburtsort
Familienstand
Staatsangehdrigkeit

Schulbildunag:

Von 1978-1982

Von 1982-1988

Von 1988-1991

Zivildienst:
\Von 08/1991- 10/1992
Studium:

Von 1992-1999

Von 2000-2004

Roth, Detlev
03.08.1971
Hermannstadt
verheiratet
deutsch

Grundschule Am Bischerhof in Leichlingen

Gymnasium Marienschule in Leverkusen/Opladen
Abschlul3: Mittlere Reife

Gymnasium Landrat Lucas in Leverkusen/Opladen
AbschluB: Abitur

»Mittagstisch auf Radern® bei der Caritas Leverkusen

Biologie an der Universitat zu Koln
AbschluB: Diplom-Biologe (Fachrichtung
Genetik/Virologie)

Promotion im Fach Genetik an der Universitat zu Koéln

Promotions-Arbeiten durchgefihrt in der Uniklinik zu
KolIn, Abteilung Dermatologie, Labor Prof. Krieg

136



	Doktorarbeit 2005 -02.pdf
	Doktorarbeit 2005 -02.pdf
	Inhaltsverzeichnis


	Doktorarbeit 2005 -03.pdf
	1. Einleitung
	1.1. Regeneration und Reparatur von Geweben
	1.3. Phasen der kutanen Wundheilung
	In der Entzündungsphase wandern neutrophile Granulozyten, Ma
	Abbildung 2: Aufbau der verschiedenen Spleißvarianten mit de


	1.5.2. Die Rolle von VEGF in der Wundheilung
	1.5.3. VEGF Rezeptoren
	1.7.2. Leptin und seine Rezeptoren
	1.7.3. Ursachen für Wundheilungsstörungen in der db/db Maus
	1.7.4. Die Rolle von VEGF in der db/db Maus

	1.8. Fragestellung

	Doktorarbeit 2005 -05.pdf
	2.2 METHODEN
	PBS (pH 7,4)
	Trypsin-EDTA-Lösung
	Tankblot
	Semidry-Blot
	Anodenpuffer 1
	Anodenpuffer 2
	Kathodenpuffer
	Plasminpuffer (für Plasminstandardkurve verwendet)
	Zur Bestimmung der VEGF-Konzentration wurde ein „Sandwich“-E
	2.2.2.11. Charakterisierung der Stabilität von rekombinantem
	murinen Wundlysaten
	Es wurden wie unter 2.2.2.7 beschrieben Wundlysate hergestel
	2.2.3. Molekularbiologische Methoden

	Ansatz Erststrangsynthese
	Die Transfektionseffizienz wird bestimmt durch Heliumdruck, 


	Doktorarbeit 2005 -06.pdf
	3. Ergebnisse
	3.3. Ermittlung optimaler Transfektionsbedingungen mittels P
	Abbildung 21: Plasminaktivitätsmessung in Wundlysaten



	Doktorarbeit 2005 -07.pdf
	4. Diskussion
	4.4. Therapeutische Ansätze und Aussichten für eine pro-angi


	Doktorarbeit 2005 -09.pdf
	6. Literaturverzeichnis
	Dvorak HF, Orenstein NS, Caravalho AC, Churchill WH, Dvorak 

	Doktorarbeit 2005 -10.pdf
	7. Anhang
	7.1. Abkürzungen
	Teilpublikationen :
	Lebenslauf

	Persönliche Daten


