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1. Zusammenfassung

1.1. Zusammenfassung (Deutsch)

Einleitung: Die Atherosklerose stellt eine Erkrankung der Arterien dar, deren Folgen wie
koronare Herzkrankheit oder Schlaganfall die Hauptmortalitdtsursachen in den
Industrienationen darstellen. Kardiovaskuldre Risikofaktoren wie beispielsweise Diabetes
mellitus, arterielle Hypertonie, Hyperlipidamie und Nikotinabusus sind mit einer erh6hten
Progression dieser Erkrankung verbunden. Endotheliale Progenitorzellen wirken sich
dagegen giinstig auf die Atherosklerose aus. Sie besitzen die Fahigkeit zur de novo Synthese
von GefaBen. Ihre biologische Funktion ist durch Adhasion und Migration vermittelt. Diese
Mechanismen erlauben die Rekrutierung dieser Zellen aus der Blutbahn in die GefaBwand
zur Endothelreparatur und GefaBneubildung. Innerhalb der endothelialen Progenitorzellen
unterscheidet man anhand ihrer Oberflaichenmarker zwischen verschiedenen
Subpopulationen. Wir untersuchten die CD133+/CD34+, CD133+/CD34- und CD133-/CD34-
Subpopulationen mit jeweils unterschiedlich starken Adhasions- und Migrationsfahigkeiten.
Die CD133+/CD34+ Subpopulation besitzt eine schwachere Adhéasions- und
Migrationsfahigkeit als die CD133+/CD34- Subpopulation. Letztere besitzen eine hohe
Adhasions- und Migrationsfahigkeit, stellen die unreifste und potenteste Subpopulation dar.
Sie koénnen sich zur CD133+/CD34+ Subpopulation differenzieren. Die CD133-/CD34-
Subpopulation stellt ausgereifte endotheliale Progenitorzellen dar. Diese exprimieren CD133
sowie CD34 nicht mehr. Sowohl die bislang entdeckten funktionell wichtigen
Subpopulationen der endothelialen Progenitorzellen als auch der Mechanismus der
Adhasion sind bislang unzureichend charakterisiert.

Diese Arbeit beschaftigt sich mit den zelluldren und molekularen Mechanismen der Adhésion
und Migration von Subpopulationen der endothelialen Progenitorzellen. Besonderes
Interesse im komplexen Zusammenspiel der Adhasionsmolekiile gilt hierbei den Integrinen.
Mithilfe dieser Oberflachenantigene heften sich die Zellen fest an das Endothel an und

transmigrieren durch das Endothel in das Gewebe ein. Es ist bislang unbekannt, welche
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Integrine auf welchen Subpopulationen der endothelialen Progenitorzellen welche Relevanz

fir die Adhasion und Migration haben.

Methoden: Aus peripherem Blut gesunder Probanden gewonnene Mononukledre Zellen
wurden mittels Gradientenzentrifugation isoliert und durch immunomagnetische
Zellselektion in die CD133+/CD34+, CD133+/CD34- und CD133-/CD34- Subpopulationen der
endothelialen Progenitorzellen aufgetrennt. Zundachst wurde die Expression spezifischer
Adhasionsmarker auf der Oberflache dieser Subpopulationen in der fluoreszensaktivierten
Durchflusszytometrie quantifiziert. Des Weiteren wurden die drei Subpopulationen auf einer
Zellkultur aus humanen Endothelzellen der Umbilikalvene unter dynamischen Bedingungen
mittels laminarer Flusskammer zu Adhéasion sowie in modifizierten Boyden- Kammern zu
Migration gebracht. Zusatzlich wurden B1- und B2- Integrine auf der Oberflache der
endothelialen Vorlauferzellen mit Antikérpern geblockt, um Auswirkungen durch den

funktionellen Wegfall dieser Integrine auf die Adhasion und Migration zu untersuchen.

Ergebnisse: Die am haufigsten exprimierten Adhasionsmolekiile auf der Plasmamembran
endothelialer Progenitorzellen waren R1- und R2- Integrine. Die CD133+/CD34+
Subpopulation exprimierte am haufigsten das R2- Integrin auf ihrer Oberflache. Die Blockade
dieses Integrins fiihrte zu einer Hemmung sowohl der Adhdsion als auch der Migration
dieser Subpopulation. Die Blockade von R1- Integrin hemmte die Adhdasion, jedoch nicht die
Migration. Die CD133+/CD34- Subpopulation trug am meisten das B1- Integrin auf ihrer
Oberflache. Die Blockade dieses Adhadsionsmolekdils als auch des B2- Integrins flihrte jeweils
zu einer Hemmung der Adhédsion ohne Einfluss auf die Migration. Die CD133-/CD34-
Subpopulation exprimierte am haufigsten B1- und B2- Integrine ohne einen signifikanten
Unterschied zwischen beiden Integrinen. Die Blockade des 2- Integrins flihrte zu einer
Abnahme der Adhasion, zeigte jedoch keinen Effekt auf die Migration. Die Blockade des 81-

Integrins konnte weder die Adhasion noch die Migration dieser Subpopulation hemmen.

Schlussfolgerungen: Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass Integrine in der Adhasions-
und Migrationsfahigkeit der Subpopulationen der endothelialen Progenitorzellen
unterschiedlich wichtige Rolle spielen. In allen drei untersuchten Subpopulationen waren die

R1- und B2- Integrine signifikant mehr als die restlichen untersuchten Oberflachenantigene
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exprimiert. lhre Blockade mittels Antikorper fiihrte zu einer Abnahme der Adhasion und der
Migration bei mehreren Subpopulationen.
Der gezielte Einsatz solcher Integrine wdre ein weiterer moglicher Ansatzpunkt am

menschlichen Organismus in der Therapie der Atherosklerose und ihrer Folgen.

1.2.  Summary (English)

Introduction: Atherosclerosis is a very serious disease of the arteries leading to coronary
heart disease and stroke, which are the main causes of mortality in developed nations.
Cardiovascular risk factors like diabetes mellitus, hypertension, hyperlipidemia and nicotine
are connected with a higher progression of this disease. Endothelial progenitor cells have a
positive effect on atherosclerosis. They have the ability for “de novo-synthesis” of vessels.
Their biological function is being mediated by adhesion and migration. These mechanisms
allow the recruitment of these cells out of the bloodstream into the vascular wall for
endothelium repair and vascularisation. The endothelial progenitor cells are divided into
different subpopulations regarding their surface marker. We analyzed the subpopulations
CD133+/CD34+, CD133+/CD34- and CD133-/CD34-, each with differently strong abilities of
adhesion and migration. The CD133+/CD34+ subpopulation has weaker abilities of adhesion
and migration than CD133+/CD34- subpopulation. The CD133+/CD34- subpopulation have a
strong ability of adhesion and migration and are the most immature and potent
subpopulation. They can mature into the CD133+/CD34+ subpopulation. The CD133-/CD34-
subpopulation is a subpopulation of mature endothelial progenitor cells. They don’t express
CD133 as well as CD34 anymore. Both the recently discovered functionally important
subpopulations of endothelial progenitor cells and the mechanism of adhesion are so far
insufficiently characterized. This work focuses on the cellular and molecular mechanisms of
adhesion and migration of subpopulations of endothelial progenitor cells. Integrins play a
determining role in the complex interplay of adhesion molecules. With the aid of these cell
surface antigens, which consist of one a- and one R-chain, the cells stick to the endothelial

tissue and transmigrate through the endothelium into the tissue. Up to now, the relevance
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of integrins on different subpopulations of endothelial progenitor cells for the adhesion and

migration is unknown.

Methods: Mononuclear cells, which were obtained from peripheral blood of healthy
examined persons, were isolated by gradient centrifugation. Subsequently mononuclear
cells were divided using immunomagnetic cell selection in CD133+/CD34+, CD133+/CD34-
and CD133-/CD34- subpopulations of endothelial progenitor cells. First, these three cell
populations were analyzed concerning the expression of specific surface adhesion marker in
the fluorescently activated cell sorting system. Furthermore, the adhesion of the three
subpopulations was analyzed in a cell culture with human endothelial cells of umbilical vein
under dynamic conditions in the laminar flow chamber. The migration was analyzed in
modified Boyden chambers. 1 and B2 integrins were blocked functionally on the surface of
endothelial progenitor cells with antibodies in order to investigate the relevance of them to

the adhesion and migration.

Results: The most frequently expressed adhesion molecules on endothelial progenitor cells
were R1 and R2 integrins. The CD133+/CD34+ subpopulation expressed most the R2 integrin
on their surface. The blockade of this integrin led to an inhibition of adhesion and migration
of this subpopulation. The blockade of B1 integrin inhibited the adhesion, but not the
migration. The CD133+/CD34- subpopulation showed most frequently B1 integrin on their
surface. The blockade of this molecule as well as the B2 integrin led to an inhibition of
adhesion without influence on migration. The CD133-/CD34- subpopulation expressed most
R1 and 2 integrins without a significant difference between both integrins. The blockade of
the B2 integrin resulted in a decrease of the adhesion without effect on migration. The

blockade of k1 integrin inhibited neither adhesion nor migration of this subpopulation.

Conclusion: The results show that integrins play differently important role in the adhesion
and migration of subpopulations of endothelial progenitor cells. 81 and R2 integrins were
expressed significantly more than the rest of the examined surface antigens on

subpopulations. The blockade of these integrins by antibody decreased the adhesion and

Seite | - 10 -



migration on several subpopulations. Such integrins could be a target on the human

organism to treat atherosclerosis and its consequences.

2. Einleitung

2.1. Atherosklerose

2.1.1. Definition

Wortlich: Bindegewebige Verhartung der Arterien

Unter Atherosklerose (hdufig synonym Arteriosklerose) versteht man nach der Definition der
WHO eine variable Kombination von Veranderungen der Arterienintima, bestehend aus
herdférmigen Ansammlungen von Lipiden, komplexen Kohlenhydraten, Blut und
Blutbestandteilen, Bindegewebe und Kalziumablagerungen. Zusatzlich  kdnnen

Veranderungen der Media vorliegen [WHO, 1958].

2.1.2. Einleitung & Entstehung

Arteriosklerose ist die wichtigste und haufigste krankhafte Veranderung der Arterien. Sie
stellt eine sich oftmals Gber Jahre und Jahrzehnte langsam und symptomlos entwickelnde

Systemerkrankung dar. An ihren Folgen, die von Ischamie, Thrombose bis hin zum
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Herzinfarkt, Schlaganfall oder plotzlichen Tod reichen, sterben die meisten Menschen in den
westlichen Industrienationen [2, 8, 82]. Die KHK und Herzinfarkte verursachten in
Deutschland im Jahr 2005 insgesamt mehr als 17 % aller registrierten Todesfalle [75].
Aufgrund der Vielzahl an der Atherogenese beteiligten Faktoren (Endothelzellen, glatte
Muskelzellen, Makrophagen, Thrombozyten, Lipoproteine, Wachstumsfaktoren, Cholesterin,
Fette, Kollagen und Zytokine) war es bisher schwierig, eine einfache Hypothese fir die
komplexen Entstehungsmechanismen der Atherosklerose zu stellen. Insgesamt haben sich

zwei Hypothesen etabliert:

2.1.2.1. ,,Response-to-injury“- Hypothese

Die 1976 von Russell Ross aufgestellte Hypothese fuhrt die Entstehung der Atherosklerose
auf eine initiale Endothelverletzung zuriick. Neben mehreren Ursachen, die Ross aufzahlt,
fihren auch turbulente Stromungen des Blutes zwangsldufig durch Apoptose einzelner
Endothelzellen zu Endothelschaden. Dies ist auch die Erklarung fiir die gehdufte Lokalisation
der Atherosklerose an GefaBbifurkationen, die stets physikalisch bedingt den laminaren
Fluss storen. Als ein Circulus vitiosus stéren die Engstellen und Ausweitungen infolge der
Atherosklerose ihrerseits wiederum den Blutfluss und setzen somit die Endothelschadigung
fort. Bei Verletzung der Endothelzellschicht wird einerseits die Proliferation und Migration
der glatten Muskelzellen aus der Media in die Intima, andererseits eine Schaumzellbildung in
der Intima und Media durch Wachstumsfaktoren bzw. Zytokinen ausgeldst. Als Schaumzellen
werden gelbgelatindse Fettzellen bezeichnet, die sowohl aus fettbeladenen Makrophagen,
die wiederum subendothelial aus chemotaktisch stimulierten Monozyten hervorgegangen
sind, als auch aus fettbeladenen glatten Muskelzellen entstehen. Diese ersten
atherosklerotischen Lasionen nennt man auch ,fatty streaks” [49]. Die intakte
Endothelschicht Gbernimmt eine zentrale Funktion in gesunden GefdaRen. Nach Entfernung

der Endothelschicht konnte eine Einengung des Gefaflumens durch Proliferation und
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Migration glatter Muskelzellen gezeigt werden. Nach Regeneration der Endothelschicht war

die Einengung des Lumens wieder riicklaufig [28].

2.1.2.2. ,Lipoprotein-induced-atherosclerosis“- Hypothese

Der Nobelpreistrager von 1985 fiir Medizin Joseph Leonard Goldstein betrachtet in dieser
Hypothese die Endothelzellverletzung nur als einen Teilschritt der Atherosklerose, betont
dagegen die Bedeutung der ziligigen Aufnahme von chemisch modifiziertem (oxidiertem)
LDL- Cholesterin durch Makrophagen, die daurauffolgend zu Schaumzellen umgewandelt

werden [9].

2.1.2.3. Atherosklerotische Plaques

Im weiteren Verlauf sind beide Hypothesen identisch. Die Schaumzellen fiihren zu einer
Entziindungsreaktion. Diverse proinflammatorische Zytokine bewirken eine vermehrte
Expression von Adhasionsmolekilen auf den Endothelzellen, die letztendlich die Anheftung
zirkulierender Monozyten und T- Lymphozyten an die Endothelzellen vermitteln [51]. Die
Inflammation kann auch auf tiefere Schichten der Arterienwand Ubergreifen, zu
allmahlichem Gewebeumbau und Uber einen langeren Zeitraum schlielRlich zu herdférmige

Gewebeverdanderungen, sogenannte Plaques, fiihren. Eine solche Plaque besteht aus einer
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bindegewebeartigen Kappe und einem inneren Lipidkern, der das Resultat massenhaft
abgestorbener Schaumzellen ist. Vor allem bei instabilen Plaques, die im Gegensatz zu
stabilen Plaques durch eine besonders diinne Kappe umhdiillt sind, kann es zum Aufbruch der
Plaques mit anschlieRender lokaler Thrombosierung kommen. Zum einen kann dadurch der
GefaRdurchmesser sich verkleinern bis hin zum Verschluss des GefaRes, zum anderen kann

der Thrombus sich loslésen und zu einer Embolie fihren.

2.1.3. Risikofaktoren und Pravention

Als Hauptrisikofaktoren der Atherosklerose gelten heute die arterielle Hypertonie,
Hypercholesterindmie, Rauchen, Diabetes mellitus sowie unbeeinflussbare Faktoren wie
familiare Disposition und Alter. Auch in Zukunft werden aufgrund des Alterns der
Bevolkerung die Folgekrankheiten der Atherosklerose weiterhin die Haupttodesursache sein
[7]. Vermeiden der Risikofaktoren und Lebensstilanderung wie Nikotinkarenz,
Gewichtsnormalisierung durch kalorien- und fettarme Erndahrung bzw. mediterrane Kost und

korperliche Aktivitat, bilden demnach auch die Basis der Pravention.

2.2. Endotheliale Progenitorzellen

Endotheliale Progenitorzellen (EPCs) sind im Blut zirkulierende Vorlduferzellen, die zu
Endothelzellen differenzieren kénnen [4]. Sie besitzen die Fahigkeit zur de novo Synthese

von GefalRen und spielen somit eine wichtige Rolle sowohl in der Vaskulogenese der
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Embryonalentwicklung als auch in der Angiogenese des Erwachsenen. Ihr biologischer Effekt
wird Uber Adhasion und Migration vermittelt. Die Mechanismen der Adhadsion und Migration
werden gesondert aufgefiihrt.

Die EPCs werden durch die Expression verschiedener Oberflaichenmarker wie CD133 und
CD34 charakterisiert [87]. CD133+ Stammzellen konnten die myokardiale Regeneration nach
Infarkt verbessern [74]. In Nacktmadusen transplantierte CD133+ Vorlauferzellen aus
humanem Nabelschnurblut gliederten sich in ischamische Kapillarnetze ein und forderten
die Neovaskularisation [97].

EPCs im Erwachsenen wurden erst in den 1990er Jahren charakterisiert, als die in vitro
Differenzierung einer aufgereinigten Population von CD34 positiven Zellen aus dem Blut
adulter Mause zu Endothelzellen gelang [4]. Dies veranderte das bis dahin geltende
Paradigma, dass postnatal eine Neubildung von GefdBen nur durch Proliferation und
Migration von ausdifferenzierten Endothelzellen ausgehend von vorbestehenden GefaRen
moglich ist [4].

Desweiteren gelang die Kultivierung und Umwandlung von CD34- Stammzellen aus dem
Knochenmark der Maus in CD34+ Zellen [58]. Hierbei wurden CD34- Zellen auf Stromazellen
aus dem Knochenmark kultiviert und mit einer Vielzahl von humanen Zytokinen stimuliert.
Daraus resultierte, dass CD34- Zellen sich in vitro in CD34 exprimierende Zellen
differenzierten [58].

Im Extremitdten- Ischamiemodell konnte eine Abnahme an CD133+/CD34+ EPCs und eine
Zunahme an CD133+/CD34- EPCs moglicherweise als Konsequenz erhohter Rekrutierung an
Orten von Ischamie und Gefaf3lasionen, erhohter Adhasion an ischamischem GefafRendothel,
bessere Reendothelialisierung und effizientere Reduktion von Lasionen durch die
CD133+/CD34- EPCs gezeigt werden [25]. Auch in einem akuten Ischamiemodell wie
beispielsweise instabile Koronarlasion, d. h. krankhafter Prozess in einer oder mehreren
Koronararterie(n) mit der Folge einer Minderdurchblutung im nachgeschalteten Myokard,
war die CD133+/CD34- EPC Subpopulation in starkerem MaRe hochreguliert als
CD133+/CD34+ EPCs [25]. Fehlen dagegen diese EPCs im Blut, so kann z. B. eine
Koronarldsion zu Koronarstenosen mit nachfolgender Minderdurchblutung fortschreiten. So
fanden sich in einer In- Stent- Restenose weder CD133+/CD34- noch CD133+/CD34+ EPCs
[24].
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Patienten mit Diabetes und kardiovaskularen GefalRerkrankungen wiesen weniger
CD133+/CD34- EPCs auf [42]. Dagegen fanden sich keine Unterschiede in der Anzahl der
CD133+/CD34+ EPCs zwischen Patienten mit und ohne Diabetes. CD133-/CD34- EPCs stellen

eine ausgereifte Subpopulation, die CD34 und CD133 nicht mehr exprimiert, dar [12, 34, 66].

In zahlreichen experimentellen Studien konnte gezeigt werden, dass EPCs an Orte
ischamischer Gewebsschadigung und an Orte von GefaRverletzungen rekrutiert werden, wo
sie sich in GefaBstrukturen einfligen, sich zu Endothelzellen differenzieren und eine
Reendothelialisierung  sowie eine  Neovaskularisation vermitteln [25]. Solche
Reparaturvorgdange von Endothelverletzungen sind neben der Atherosklerose auch fiir die
interventionelle  Therapie  der  koronaren  Herzerkrankung  bedeutsam. Die
Reendothelialisierung durch die EPCs ist mit einer Unterdriickung der Neointimabildung
nach Angioplastien assoziiert. Die Neointima ist ein Gewebe aus glatten Muskeln, das im
Extremfall zu einer Restenose eines wiedereroffneten GefdaRes fiihren kann. Auch in dieser
Hinsicht bieten EPCs neue praventive Ansatze [90]. In Vorarbeiten konnte eine
altersabhangige Abnahme der EPC- Wirksamkeit ex vivo gezeigt werden, was zu einem
beschleunigten vaskularen Remodeling bei standiger Belastung des Endothels im Rahmen

der Atherosklerose (iber die Lebensjahre hinweg flihren kdnnte [45].

Moglicherweise fordern verschiedene Zytokine, Wachstumsfaktoren und Hormone die
Freisetzung der EPCs aus dem Knochenmark und locken die EPCs Uber die Blutbahn an Orte
wie beispielsweise eine Wunde, an denen Angiogenese ablauft [3]. Zur Gruppe der Zytokine
gehoren u. a. Chemokine wie z. B. SDF-1, die v. a. die Adhédsion und Migration von EPCs
aktivieren. Auch Interferone, Interleukine, Kolonie- stimulierende Faktoren und
Tumornekrosefaktoren zdhlt man zur Gruppe der Zytokine. Des Weiteren konnte
nachgewiesen werden, dass die Mobilisation der EPCs aus dem Knochenmark in die
periphere Zirkulation nicht nur durch eine akute und chronische Ischamie, sondern auch bei
Herzinsuffizienz, bei kérperlichem Training und durch die exogene Stimulation mit Statinen
oder Zytokinen erfolgt [91]. Auffallend ist auch die Korrelation der Anzahl zirkulierender
EPCs mit dem Uberleben und der Prognose von Patienten mit KHK [92]. Neuere Arbeiten

zeigten eine Reduktion der EPC- Zahl bei Patienten mit akutem Koronarsyndrom bei
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zusatzlichem Vorhandensein einer major depressiven Episode [18]. Zusammenfassend

kommt den EPCs eine wichtige antiatherosklerotische und endothelprotektive Funktion zu.

2.3. Zelladhasion

Die Adhéasion (von lateinisch adhaerere ,anhaften”) bezeichnet in der Zellbiologie den
Kontakt der Zellen untereinander oder mit einer extrazellularen Matrix. Molekile, die die
Zelladhasion ermoglichen, werden Zelladhasionsmolekiile, auch Cell adhesion molecules
(CAMs) genannt. Sie erfiillen grundlegende Funktionen wie Gewebszusammenhalt und
interzelluldire Kommunikation. Dabei treten diese aus der Zelle herausragenden
Membranproteine auf der Zelloberfliche mit anderen Proteinen in Wechselwirkung. Im

Wesentlichen vermitteln Integrine sowohl die Adhasion als auch die Migration der EPCs.
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Abb. 1: Ablauf der Adhdsion von Leukozyten an Endothelzellen [93]: Leukozyten treten mit durch
inflammatorische Stimuli aktivierten Endothelzellen in Kontakt, indem sie zuerst selektinabhangig auf den
Endothelzellen rollen. Nach chemokinvermittelter Aktivierung ihrer Integrinmolekile heften diese sich fest an
das Endothel an und flachen sich dabei ab. Schlieflich transmigrieren die Leukozyten durch das Endothel und

wandern in das entziindete Gewebe ein.

2.3.1. Selektine

Im Rahmen einer Entziindungsreaktion wird das fiir Thrombozyten und Endothelzellen
charakteristische P-Selektin (von englisch platelets) durch ausgeschiittete Mediatoren wie
Histamin und Thrombin aus intrazellularen Vesikeln mobilisiert und an die Zelloberflache
verlagert. Neuere Studien legen neben Thrombin auch einen zusatzlichen Ca?*-
unabhangigen Signalweg zur Freigabe von P-Selektin dar [13]. Auf Endothelzellen kann
zusatzlich durch Freigabe von Zytokinen wie Interleukin-1 und TNF durch beschadigte Zellen
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die Expression des E-Selektins stimuliert werden [16]. Beide Selektine haben
unterschiedliche Liganden und scheinen verschiede Rollen in der Rekrutierung von Zellen im
Rahmen der Immunantwort zu tbernehmen [89].

Zusammenfassend besteht die Funktion der Selektine darin, dass sie Polysaccharid- Gruppen
auf der Leukozytenmembran binden. Hierdurch kommt es wie in Abb. 1 dargestellt zum
Rollen der Leukozyten auf dem GefalRendothel und allmahlich zur Abbremsung. So kénnen
die Zellen den Ort, an dem sie entziindungsbedingt das GefalRsystem verlassen miussen,

finden.

2.3.2. Chemokine

Chemokine stellen eine von mehreren bereits erwahnten Gruppen der Zytokine dar. Sie sind
kleine Proteine mit Cysteinresten. Aus der Anzahl und Position der Cysteinreste lassen sich
innerhalb der Chemokine vier Unterfamilien unterscheiden. CC- Chemokine sind dadurch
charakterisiert, dass zwei Cysteinreste direkt aufeinanderfolgen. Bei den CXC- Chemokinen
trennt eine Aminosdure beide Cysteine voneinander. Bei den CX3C- Chemokinen sind die
Cysteine durch drei Aminosauren voneinander getrennt. Kennzeichnend fir diese
Chemokinfamilien ist die Bildung von zwei Disulfidbriicken. Im Gegensatz dazu wird bei der
C- Familie nur ein Cystein und eine Disulfidbriicke ausgebildet. Der Name der Chemokine
setzt sich aus dieser Familienbezeichnung, einem Buchstaben L fir Ligand und einer
fortlaufenden Nummerierung zusammen. Chemokine steuern Immunzellen chemotaktisch,
d. h. abhangig vom Chemokinkonzentrationsgradienten, zu Orten entziindlicher Prozesse
wie auch im Rahmen von Atherosklerose. Zirkulierende Zellen kénnen in BlutgefaBen mittels
Chemokinrezeptoren wie die G-Protein gekoppelten, 7-Transmembran- umfassenden
Rezeptoren rekrutiert werden, an das Endothel adharieren und durch die GefdfRwand
hindurch migrieren. Wahrend die meisten Chemokine inflammatorisch wirken, d. h. bei
Verletzung, Infektion, etc. produziert werden, tragen andere Mitglieder auch zur
Homdostase bei, indem sie zur Uberwachung gesunden Gewebes standig produziert werden.
Zu den letzteren Mitgliedern gehort auch das Stromal cell derived factor 1 (SDF-1), auch als

Chemokinligand 12 (CXCL12) bezeichnet. Dariiber hinaus fungiert es als Promotor der
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Angiogenese [32, 48]. Insbesondere auch die EPCs werden durch SDF-1 mobilisiert und
gelangen sowohl in vitro als auch in vivo zielgerichtet in ihre Verwendungsorte [35, 69, 96].
SDF-1 wird auch mit der Verbesserung der kardialen Funktion nach Myokardinfarkt assoziiert
[70]. SDF-1 konnte dabei die Regeneration und Neovaskularisation des Herzes lber neue
Signalwege modulieren [61]. Zwei Chemokinrezeptoren, Chemokinrezeptor 4 (CXCR4) und 7
(CXCR7) sind fur die Ausibung der Funktionen notig [10], wovon v. a. der Erste auf
Stammzellen exprimiert wird. Knockout- Mause, denen CXCL12 oder sein Rezeptor CXCR4
fehlt, sind aufgrund schwerer Organschdaden nicht lebensfahig [54]. Darliber hinaus wird
CXCR4 auch auf Endothelzellen, einer Reihe von Zellen des blutbildenden Systems wie

beispielsweise Monozyten, ruhenden T-Zellen und dendritischen Zellen gefunden.

2.3.3. Integrine

Integrine sind in die Zellmembran integrierte Zelloberflaichenproteine. Aufgrund der
dauerhaften Verankerung in der Zellmembran bezeichnet man sie auch als
Transmembranproteine. Diese EiweiBmolekiile kommen mit Ausnahme der Erythrozyten in
allen tierischen Zellen vor. Integrine sind Heterodimere aus einer Alpha- und Beta-
Untereinheit, die mittels Kalziumionen extrazellular miteinander verbundene
Glykoproteinketten darstellen. Das R1- Integrin (CD29), das mit a4 (CD49d) das Very late
antigen 4 (VLA-4) bildet, und das R2- Integrin (CD18), das mit aL (CD11a) das Lymphocyte
function associated antigen 1 (LFA-1) bildet, sind die fur diese Arbeit wichtige Integrine. In
Vorarbeiten konnte gezeigt werden, dass diese B- Integrine im Adhasionsverhalten der EPCs
entscheidend mitwirkten [25]. Aktuell wurde unsererseits ihre Bedeutung in der
Adhasionsfahigkeit der einzelnen EPC- Subpopulationen mittels Blockade durch Antikdrper
untersucht. Als bedeutende Liganden des LFA-1 fungieren die zur Ig- Superfamilie
gehdrenden ICAM-1 und ICAM-2. VLA-4 spielt ebenfalls eine wichtige Rolle in der Adhasion
der Lymphozyten an Endothelzellen, um in einen Entziindungsherd zu gelangen. VLA-4
bindet an Strukturen wie das vaskulare Adhasionsmolekil 1 (VCAM-1) aus der Ig-

Superfamilie oder Fibronektin. Durch Bindung an diese Molekiile kénnen die Lymphozyten
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durch BlutgefdlRe transmigrieren. Integrine spielen wie auch in Abb. 1 dargestellt eine grol3e
Rolle bei der Adhasion. Deswegen werden sie haufig als Rezeptoren dafiir verwendet.
Hierbei erkennt das Integrin Uber die Bindungstellen seiner duferen (extrazelluldren)
Proteindomadne eine Aminosaurebindungssequenz im Proteinanteil wie der Extrazellularen
Matrix (EZM)- Komponente - z. B. die RGD-Sequenz (Arginin- Glycin- Aspartat), die
bekannteste aus einer Vielzahl an Erkennungssequenzen in der EZM. Sowohl Proteine mit
der RGD-Sequenz wie Fibronektin als auch Proteine ohne diese wie z. B. ICAMs kénnen
gebunden werden [23]. Integrine sind an der Embryogenese, Blutstillung, Reparatur von
Gewebe, Immunantwort wie beispielsweise Bindung von Viren oder gerichtete Wanderung
von Leukozyten in Entziindungsherde und metastatischen Verbreitung von Tumorzellen
beteiligt.

Trotz ihrer Bedeutung im Adhdasions- und Migrationsverhalten war bislang unbekannt,
welche Integrine sich auf den verschiedenen EPC- Subpopulationen fanden. Wir konnten
diesbeziiglich neue Erkenntnisse gewinnen und die funktionelle Relevanz der haufigsten R3-
Integrine in den einzelnen EPC Subpopulationen hinsichtlich der Adhasion und Migration

untersuchen.

2.3.4. Immunglobulin- Superfamilie

Die Ig- Superfamilie besteht aus mehreren Adhasionsmolekiilen, unter anderem aus
vaskuldaren Zelladhdsionsmolekiilen (VCAMs) und interzelluliren Adhé&sionsmolekilen
(ICAMs). Beide sind typischerweise auf Endothelzellen, ICAMs zusatzlich auch auf
Immunzellen, zu finden. Sie erlangen besonders in Entziindungsreaktionen eine wichtige
Rolle Uber die Vermittlung der Adhdsion zwischen Leukozyten und Endothelzellen.
Gewohnlich fungieren sie dabei als endotheliale Liganden der auf Leukozyten

vorkommenden Integrine.
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2.4. Fragestellung

Ziel dieser Arbeit war die Gewinnung neuer Erkenntnisse Uber das Adhdasions- und
Migrationsverhalten der CD133+/CD34+, CD133+/CD34- und CD133-/CD34- EPC-
Subpopulationen. Diese Subpopulationen zeigten in Vorarbeiten im Zusammenspiel mit dem
SDF-1 Chemokin und RB- Integrinen eine gesteigerte Adhasions- und Migrationsfahigkeit [25,
86]. Bislang war jedoch die Verteilung der Integrine auf den verschiedenen EPC-
Subpopulationen unbekannt.

Wir untersuchten die Expressionshaufigkeit von RB- Integrinen sowie weiteren
Adhasionsmolekiilen wie Selektinen und Zelladhasionsmolekiilen der Ig- Superfamilie auf
den einzelnen EPC- Subpopulationen. Ziel war die Suche nach Oberflaichenmarkern, die
entscheidend die Adhdsions- und Migrationsfahigkeit von EPCs steigern kdnnten. Wir
stimulierten die EPC- Subpopulationen mit dem SDF-1 Chemokin und analysierten das
Verhalten der einzelnen EPC- Subpopulationen in Hinsicht auf Adhasions- und

Migrationsfahigkeit.

Folgende Ziele wurden in der vorliegenden Arbeit festgesetzt:

1) Charakterisierung der Oberflachenexpression von Adhadsionsmolekiilen bei frisch
isolierten EPC- Subpopulationen
2) Funktionelle Relevanz der haufigsten Adhdsionsmolekiile hinsichtlich des Adhasions-

und Migrationsvermégens von EPC- Subpopulationen
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3. Material und Methodik

3.1. Materialien

3.1.1. Gerate

Autoklave

Blutréhrchen

(Natrium- Citrat, 10 ml)
Blutréhrchen

(Serum Gel, 4,7 ml)
Brutschrank (Hera Cell 150)
Butterfly (Safety- Multifly- Set)
Chamber

(HTS Fluoroblock, 8 uM Poren)
Durchflussyztometer

(FACS Calibur)

Easy Sep Polystyren Réhrchen
Eppendorfgefal

FACS Roéhrchen

Falcon (50 ml)
Fluoreszenzmikroskop

(Nikon Eclipse E 600)
Flusskammer

(Parallel- Plate Flow Chamber)
Gewebekultur- Plattenbdden
(Polystrene Cell Culture Slides)

Magnet (Easy Sep)

Colora, Lorch/ Wirtt

Sarstedt, Nimbrecht

Sarstedt, Nimbrecht

Kendro, Langenselbold

Sarstedt, Nimbrecht

Becton Dickinson, Heidelberg

Becton Dickinson, Heidelberg

Becton Dickinson, New Jersey (USA)

Sarstedt, NiUmbrecht

Becton Dickinson, New Jersey (USA)

Becton Dickinson, New Jersey (USA)

Nikon, Dusseldorf

Immunetics, Cambridge (UK)

Nalge Nunc Hereford (UK)

Stemcell Technologies Inc, Grenoble (Frankreich)
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Mikroskop (Olympus CK2)
Neubauer- Zdhlkammer
Objekttrager

Skalpell

Sterilbank
Zellkulturkammern
(Chamber Slides)
Zentrifuge (Megafuge 1.0R)
Zenrifuge (Biofuge pico)
Zentrifuge flir Serum
(Labofuge 400R)
Zentrifuge mit Temperatur

24-Loch-Zellkulturplatten

3.1.2. Substanzen

Aqua (vollentsalzt und destilliert)

BSA

CD133/2-PE human

Cell Tracker Green (CMFDA)
Dil-Ac-LDL (200 pg/ml)
EBM

EDTA

EGM

Ethanol

FBS

Fibronektin

Ficoll- Histopaque (Biocoll)
FKS

Fluoreszenz Mounting Medium

Olympus, Hamburg
Sarstedt, Miinchen
VWR, Wien (Osterreich)
Braun, Melsungen
Thermo, Schwerte

Nalge Nunc, Hereford (UK)

Heraeus, Kleinostheim
Heraeus, Kleinostheim

Heraeus, Kleinostheim

J. Thieme, Bensheim

Becton Dickinson, New Jersey (USA)

Braun, Melsungen

PAA Laboratories, Linz (Osterreich)
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Invitrogen, Darmstadt
CellSystems, Walkersville (USA)
Gibco, Eggenstein

Sigma-Aldrich, Steinheim

Cambrex Bio Science, Vervier, Belgien
Merck, Darmstadt

Gibco, Eggenstein

Sigma-Aldrich, Steinheim
Biochrom AG, Berlin

Invitrogen, Karlsruhe

Dako, Hamburg
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GA-1000

hEGF

HEPES

Human CD34 Selection Kit
HUVECs

Hydrochlorid (Tris HCI, Tris Base)

Hydrokortison
KCl

KH,PO,

MgCl,

NaCl

NaH,PO,

PE Selection Kit
SDF-1
TNF-alpha
Trypanblau

Turksfarbelosung

3.1.3. Losungen

Adhasionspuffer

Cell tracker green (CMFDA)

Easy Sep Puffer

Flow Chamber Losung

Humanes Serum

Clonetics Cell Systems, Walkersville (USA)
Cambrex Bio Science, Vervier (Belgien)

Serva, Heidelberg

Stemcell Technologies Inc, Grenoble (Frankreich)
Promocell, Heidelberg

Chemos, Regenstauf

Cambrex Bio Science, Vervier (Belgien)

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

VWR, Darmstadt

Stemcell Technologies Inc, Grenoble (Frankreich)
R&D Systems, Wiesbaden

R&D Systems, Wiesbaden

Sigma-Aldrich, Steinheim

Merck, Darmstadt

150 mM NacCl, 20 mM HEPES, 2 mM MgCl,, 0,05 % Bovines
Serum Albumin (BSA), pH 7,4

Pro Ansatz 1 uM (Durch Verdinnung des 10 mM CMFDA
mit EBM)

98 % PBS + 2 % FKS + 2%. (0,5 M) EDTA

99 % EBM + 1% FKS

Zentrifugation (Labofuge 400R, Heraeus) von peripher
vendsem Blut im Serumréhrchen bei 3000 rpm mit Bremse

fur 10 Minuten und anschlielRend Abnahme des Serums
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HUVEC- Nahrmedium 97,2% EGM + 0,5% BBE + 0,1% hEGF + 0,1% Hydrokortison +
2% FBS +0,1% GA-1000

PBS- Puffer Auffillung von 2,4 g KH,PO, (anhydrans), 14,4 g NaH,PO,
(anhydrans), 80 g NaCl, 2 g KCI mit destilliertem Wasser
(Aqua dest.) zu 1000 ml, pH 7,4; AnschlieRend 1:10

Verdiinnung.
3.1.4. Antikorper
3.1.4.1. Nicht- fluoreszierende Antikorper
Bezeichnung Molekiil Firma
Antihuman CD18 R2- Integrin Chemicon Europe
Antihuman CD29 R1- Integrin Chemicon Europe
Antihuman CD18 R2- Integrin eBioscience
Antihuman CD29 R1- Integrin eBioscience

Tab. 1a: Nicht- fluoreszierende Antikorper gegen B1-Integrin (CD29) und gegen R2- Integrin (CD18)
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3.1.4.2. Fluoreszierende Antikdrper

Bezeichnung Fluoreszenz Molekiil Firma

Antihuman CD62E APC E-Selektin BD- Bioscience
Antihuman CD11b APC aM-Integrin BD- Bioscience
Antihuman CD11a FITC al-Integrin BD- Bioscience
Antihuman CD54 APC ICAM-1 BD- Bioscience
Antihuman CD49d APC VLA-4 BD- Bioscience
Antihuman CD62P FITC P-Selektin BD- Bioscience
Isotype Control, IgG1 kappa PE lgG1 k BD- Bioscience
Isotype Control, 1gG1 kappa APC IgG1 K BD- Bioscience
Isotype Control, IgG1 kappa FITC lgG1 k BD- Bioscience

Tab. 1b: Fluoreszierende Antikérper gegen verschiedene Oberflichenmarker

3.2. Methodik

3.2.1. Isolation mononuklearer Zellen aus peripherem Blut

Aus peripherem Blut freiwilliger gesunder Probanden (n = 18, Alter 34 + 12 Jahre, 5 Manner
und 13 Frauen ohne klinisch, elektro- sowie echokardiographisch nachweisbare
kardiovaskuldre Begleiterkrankungen) wurde Blut in 10 ml Natriumcitratrohrchen
entnommen. Pro Proband wurde 100 ml Blutprobe (n = 18) gewonnen. Die Zellen wurden
stets unter sterilen Bedingungen und bei Raumtemperatur verarbeitet. Auf regelmaRiges
Resuspendieren der Zellen zur Vermeidung von groben Zellklumpen in den einzelnen
Suspensionen wurde bei jedem Einzelschritt geachtet. Zunachst wurden je 20 ml Blut in ein
50 ml Falcon tberfihrt und in 15 ml PBS- Puffer geldst. AnschlieBend wurde dieses Gemisch
mit 15 ml der Dichtegradientenlosung Ficoll- Histopaque (Biocoll) vorsichtig und langsam

Uberschichtet und bei 2200 rpm 20 Minuten ohne Bremse zentrifugiert (Megafuge 1.0R). Im
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Anschluss wurden die PBMCs als milchige Mittelschicht im Falcon sichtbar. PBMCs sind
einkernige Zellen des peripheren Blutes wie z. B. Lymphozyten und Monozyten. Im Weiteren
wurden diese Zellen zweimal gewaschen. Dazu wurden sie zweimal ebenfalls bei 2200 rpm
jedoch fir 10 Minuten mit Bremse zentrifugiert und jedes Mal nach Verwerfen des
Uberstandes mit 1 ml PBS- Puffer resuspendiert. Zur Zdhlung der PBMCs wurde 2 pl dieser
Zellen jeweils mit PBS- Puffer 1:100 verdinnt und darauffolgend mit Tirksfarbelosung im
Verhaltnis von 1:1 vermischt. Auf einer Neubauer- Zdhlkammer konnten die Zellen unter
dem Mikroskop (Olympus CK2) gezahlt werden. Die Berechnung der Zellzahl/ml ergab sich
aus dem Produkt des Verdiinnungsfaktors durch PBS- Puffer (1:100), durch die Farbel6sung
(1:2), des Zellfaktors (10000) und dem Quotienten aus gezahlten Zellen und Anzahl der
Quadranten, innerhalb deren gezahlt worden war. Bei allen Blutproben (n = 18) gewannen
wir 0,98 x 108 bis 2,15 x 108/ml PBMCs. Die Studie wurde von der lokalen Ethikkommission

(Arztekammer des Saarlandes Votumnummer 131/100) genehmigt.

3.2.2 Auftrennung in EPC- Subpopulationen

Im ersten Schritt wurden die PBMCs zur Gewinnung der CD34+ und CD34- Subpopulationen
der EPCs mittels immunomagnetischer Zellselektion (EasySep) in einem 12 x 75 mm EasySep-
Polystyren- Rohrchen mit 1 ml EasySep- Puffer aufgenommen und mit Human CD34
Selection Kit behandelt. D. h. es wurde zunachst ein 100 ul Selektionscocktail beigemischt
und nach Ablauf einer 15 minilitigen Wartezeit 50 pl magnetische Nanopartikel
hinzugegeben. Nach einer Wartezeit von 10 Minuten wurde die Suspension mit Gabe
weiterer EasySep- Pufferlosung auf 2,5 ml aufgefiillt und in den Magneten (EasySep)
eingefiihrt. Im Folgenden wurden die Zellen in die ersten beiden Subpopulationen der EPCs,
namlich CD34+ und CD34- Zellen, getrennt. Hierzu wurden die EPCs mehrmals nach
unterschiedlich langen Wartezeiten im Magneten (15, 10, 10 und 5 Minuten) in ein fir die

CD34- Population vorbereitetes Falcon abgegossen. Die mit magnetischen Nanopartikeln
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gebundenen CD34+ Zellen blieben jedesmal im Magneten zuriick und wurden erneut durch
EasySep- Puffer auf 2,5 ml aufgefullt. Bei allen Blutproben (n = 18) gewannen wir jeweils 5,0

x 10° bis 18,1 x 10°> CD34+ EPCs.

Im zweiten Schritt wurden die nach mehrfachen AbgieRens aus dem Magneten in oben
genanntes Falcon gewonnene CD34- EPCs zur Gewinnung der CD133+/CD34- und CD133-
/CD34- Subpopulationen mittels immunomagnetischer Zellselektion (EasySep) nach erneuter
Zentrifugation (Megafuge 1.0R) bei 1500 rpm mit Bremse flir 7 Minuten analog zum ersten
Schritt in einem 12 x 75 mm EasySep- Polystyren- R6hrchen mit 1 ml EasySep- Puffer erneut
aufgenommen und mit PE Selection Kit behandelt. D. h. analog zur Behandlung der PBMCs
mehrfach in den Magneten (EasySep) eingefiihrt und in die CD133+/CD34- und CD133-
/CD34- EPCs getrennt. Hierzu wurden die EPCs mehrmals nach unterschiedlich langen
Wartezeiten im Magneten (10, 5 und 5 Minuten) in ein fiir die CD133-/CD34- Population
vorbereitetes Falcon abgegossen. Die mit magnetischen Nanopartikeln gebundenen
CD133+/CD34- Zellen blieben jedesmal im Magneten zuriick und wurden erneut durch
EasySep- Puffer auf 2,5 ml aufgefillt. In beiden Abschnitten wurde steril unter
Raumbedingungen gearbeitet. Die CD133-/CD34- Subpopulation wurden analog zu den
PBMCs gezahlt. Bei allen Blutproben (n = 18) gewannen wir jeweils 0,99 x 102 bis 1,85 x 10®
CD133-/CD34- EPCs.

Die CD133+/CD34+ und CD133+/CD34- Subpopulationen wurden nach einem Waschschritt
bei 2000 rpm fiir 7 Minuten (Biofuge pico) in 500 ul PBS- Puffer aufgenommen. Zur Zdhlung
wurden 5 ul dieser Zell- PBS-Suspension mit Trypanblau im Verhaltnis 1:1 vermischt um
einen Zahlfehler durch zu starke Verdinnung der ohnehin zellarmen Populationen zu
vermeiden. Bei allen Blutproben (n = 18) gewannen wir jeweils 0,41 x 10°® bis 2,65 x 10°

CD133+/CD34- EPCs.
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3.2.3 Fluoreszenzaktiviertes Zellsortiersystem

3.2.3.1 Grundprinzipien

Die FACS- Analyse basiert auf der Emission optischer Signale von Zellen bei der Passage
durch einen Lichtstrahl spezifischer Wellenldnge in einem Durchflusszytometer.
Genaugenommen sind es die emittierten Signale der auf den Zellen angebrachten
Fluorochrome wie beispielsweise FITC, PE sowie APC, die detektiert werden. Hierbei handelt
es sich um fluoreszierende Molekiile, die das Licht einer bestimmten Wellenldange
absorbieren und einen Teil davon in einer fir sie typischen Wellenlange wieder abgeben.
Dank ihrer unterschiedlicher Emissionsspektren konnten somit FITC- und APC- konjugierte
Antikorper gegen humane Adhdsionsmolekiile miteinander gekoppelt und dadurch stets
zwei verschiedene Oberflacheantigene auf EPC- Subpopulationen gleichzeitig fiir FACS
sichtbar gemacht werden. Mittels Photomultiplier konnten die Fluoreszenzemissionen
weiter verstarkt und mittels Filter aufgetrennt detektiert werden. Dariber hinaus
unterscheidet man ein Vorwartsstreulicht (FSC = Forward Scatter), das ein MaR fir die
Beugung des Lichts im flachen Winkel ist und von der GroRRe der Zelle abhdngt, und ein
Seitwartsstreulicht (SSC = Sidewards Scatter), das ein MaR fiir die Brechung des Lichts im
rechten Winkel ist und mit der Komplexitat der Zelle (z. B. Granularitdt, Anzahl an Vesikel,
KerngrofRe und -struktur) korreliert. Die gesammelten Daten kénnen im Computer als

Punktwolke auf Graphen dargestellt werden.
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3.2.3.2 Fluoreszenzmarkierung

Die isolierten EPC- Subpopulationen wurden mit 500 ul PBS- Puffer aufgenommen und mit
10 pl humanem Serum geblockt. Nach einer zehnminitigen Wartezeit bei 4 °C wurden die
Zellen in mehreren Ansatzen mit fluoreszenzmarkierten und an humane Antigene bindenden
Antikérpern (CD11b APC, CD11a FITC, CD54 APC, CD62P FITC, CD49d APC, CD62E APC und
entsprechenden Isotypenkontrollen als Negativkontrollen) markiert und eine halbe Stunde
bei 4 °C inkubiert. In dieser Zeit wurden die Zellen mit den Fluoreszenzantikérpern im
Dunkeln aufbewahrt um vorzeitige Fluoreszenzlichtemissionen durch Lichteinstrahlung im
Raum zu vermeiden. AnschlieBend wurden die markierten Zellen mit weiterem 500 — 1000 pl
PBS- Puffer aufgefillt und zentrifugiert (1500 rpm, 4 °C, 8 Minuten, J. Thieme, Bensheim).
Nach Verwerfen des Uberstandes wurde in zwei weiteren Waschschritten der Vorgang
wiederholt bis schlieRlich das Pellet nach der letzten Zentrifugation in etwa 300 ul PBS-
Puffer aufgel6st und zur durchflusszytometrischen Auswertung in ein FACS- Rohrchen
Uberfiihrt wurde. Das Volumen der Zellen im PBS- Puffer wurde dabei bewusst so niedrig
und dementsprechend konzentriert gewahlt. Die Auswertung erfolgte nach der
Durchschleusung der Zellen durch das FACS- Gerat (FACS Calibur) mittels CellQuest Pro

Software.

Die Isotypenkontrollen sind Negativkontrollen, die das AusmaR an Hintergrundsignal des
Primarantikorpers aufzeigen. Es wurde in allen Messungen von der detektierten Anzahl des

Primarantikorpers subtrahiert [88].
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3.2.4 Adhasion

3.2.4.1 Zellkultur humaner Endothelzellen aus der Umbilikalvene

Die verwendeten HUVECs sind Zellen aus dem Endothel der Nabelschnurvenen von
Neugeborenen. Sie wurden bei der Firma Promocell (Bestellnummer C-12200) bestellt und
auf Trockeneis gelagert verschickt. Ein Teil der Zellen wurde sofort nach Lieferung aufgetaut
und verarbeitet, der restliche Teil flir spatere Versuche in flissigem Stickstoff gelagert. Die
Kultivierung erfolgte in EGM in Petrischalen. Hierbei wurden die HUVECs nach Zentrifugation
fir 5 Minuten in HUVEC- Nahrmedium resuspendiert und auf 24-Loch-Zellkulturplatten zu
jeweils 3x 10* Zellen pro 0,5 ml EGM ausgesat. Die Inkubation erfolgte in einer 5 %-igen CO,
Atmosphéare im Brutschrank (37 °C). Alle zwei bis drei Tage wurden die Zellen durch
Mediumwechsel unter sterilen Bedingungen versorgt bis sich eine konfluente Einzelschicht
bildete. Mittels Trypsin erfolgte ein- bis dreimalig die Subkultivierung, letztmalig 48 h vor
Verwendung der Zellen im Adhasionsassay. Fir die Adhdsionsexperimente wurden 1x 10°
HUVECs auf mit Fibronektin (1 pg/cm?) beschichteten Deckglaschen (24 x 60 mm) auf einer
24-Loch-Zellkulturplatte in Form von drei EPC- Subpopulationen mit jeweils drei Konditionen
in den spateren Adhasionsversuchen verteilt. Mindestens 4 h vor der Gabe der EPCs zur
Adhasion auf die HUVECs wurden diese Endothelzellen mit 500 ul einer Losung, die aus
aufgetautem 10 ng/ml TNF-a und warmem Na&hrmedium im Verhaltnis 1:1000
zusammengemischt worden war, stimuliert und in den Brutschrank (37 °C) zurtickgestellt.

Fir Adhasionsversuche in der laminaren Flusskammer wurden ca. 2500 HUVECs/cm? in
jeweils 400 pl frischem EGM in die Kammern ausgesat. Hierbei handelte es sich um spezielle
0,8 cm? groBe Zellkulturkammern (Chamber Slides) mit Fibronektin beschichteten
Gewebekultur- Plattenbéden (Polystrene Cell Culture Slides). Das Fibronektin wurde mit
PBS- Puffer im Verhaltnis 4:100 verdiinnt und in jede Kammer mit einer Menge von 100 pl
verteilt. Das mit Fibronektin versetzte PBS- Puffer wurde nach einer einstiindigen Inkubation
bei 37 °C abgesaugt. Die Kultivierungszeit betrug in der Regel 5 — 9 Tage. Die
Zellkulturkammern wurden unter der Sterilbank auf die Mitte der Gewebekultur-

Plattenboden aufgesetzt und mit frisch angeriihrtem, fllissigem Agarosegel fixiert, moglichst
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ohne dabei die Stellung der Kammern zu verandern. Nach Erharten des Agarosegels wurden
die Gewebekultur- Plattenbdden in sterile Petrischalen gelegt.

Zu Beginn der Versuchsdurchfiihrung wurden dann die Zellkulturkammern nach der
Ablésung von den Gewebekultur- Plattenbdden mit dem Zellrasen nach innen in die Mitte

der Gummiringabdichtungen der Flusskammer aufgesetzt.

3.2.4.2 Dynamisches Adhasionsassay in der Flusskammer

Nach der Auftrennung durch Gradientenzentrifugation und immunomagnetischer
Zellselektion wurden die EPC- Subpopulationen jeweils zu 5 x 10° Zellen in 100ul Flow
Chamber Losung aufgenommen. AnschlieBend wurde in der laminaren Flusskammer
(Parallel- Plate Flow Chamber) unter physiologischen Flussbedingungen die Adhéasion der
EPC- Subpopulationen an endotheliale Zellen beobachtet. Zell- Zell- Interaktionen konnten
anhand des speziellen Aufbaus der Flusskammer in Echtzeit analysiert werden. Zu
Versuchsbeginn wurden die EPCs in ein Reservoir, das in die Flusskammer miindete,
Uberfihrt. Von dort aus wurden sie auch im Laufe eines Durchlaufs mit einer einmaligen
SDF-1 Gabe stimuliert. Eine angeschlossene Wasserpumpe erzeugte durch Unterdruck einen
luftdichten Abschluss zwischen der Flusskammer und Endothellzellrasen und ermdglichte
somit die Wanderung der einzelnen EPC- Subpopulationen in der Flusskammer Gber den
HUVECs. Dabei wurden die Zellen mit Scherkriften von 2 dyn/cm? und einer
Durchflussgeschwindigkeit von 0,78 ml/min durch die Kammer hindurch perfundiert. Die
feste Adhéasion (definiert als eine Adhdsionsdauer von mehr als 3 Sekunden) der
durchflieBRenden EPCs wurde in Auflichtmikroskopie mittels angeschlossener Videokamera

aufgezeichnet und quantitativ ausgewertet.
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Abb. 2a: Schema der laminaren Flusskammer (Parallel- Plate Flow Chamber) [14]

Der Endothelzellrasen wird nach Zichtung auf Gewebekultur- Plattenboden auf die glatt- ovalen
Dichtungsringe (Gasket) der Flusskammer gesetzt. Eine angeschlossene Wasserpumpe erzeugt Unterdruck
(Vakuum), sodass ein luftdichter Abschluss zwischen Flusskammer und Zellrasen hergestellt wird. Die
suspendierten EPCs werden durch die Ein- und Ausstrombahn (Inlet und Outlet) im 250 um Spalt mit

Scherkraften von 2 dyn/cm? (iber den Zellrasen gepumpt.
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Abb. 2b : Fotografische Darstellung der laminaren Flusskammer (Parallel- Plate Flow Chamber) im grofRen

Bild und der Zellkulturkammer im kleinen Bild am linken unteren Rand der Abbildung [14]

A: Ein- und Ausstrombahn (Inlet und Outlet) und der Anschluss fiur die Wasserpumpe sind im Plexiglas
erkennbar. Die glatt- ovalen Dichtungsringe der laminaren Flusskammer liegen auf dem Plexiglas.

B: Eine Zellkulturkammer zur Anziichtung eines endothelialen Zellrasens aus HUVECs zur Durchfiihrung von
Adhésionsversuchen in der laminaren Flusskammer exemplarisch dargestellt. Der

Gewebekultur- Plattenboden wird zu Beginn eines Versuchs von der Zellkulturflasche gel6st, mit dem Zellrasen
nach innen mittig auf die Gummidichtungen der Flusskammer aufgesetzt und dort durch Erzeugung des

Unterdrucks fixiert.

3.2.5 Migration

Die drei EPC- Subpopulationen wurden jeweils mit CD29- Antikorper gegen das R1- Integrin
und CD18- Antikorper gegen das 82- Integrin geblockt sowie als Positivkontrolle ungeblockt
mit jeweils 750 pl EBM und mit SDF-1 im Verhaltnis 1:100 stimuliert vorgelegt. Nach
Gradientenzentrifugation und immunomagnetischer Zellselektion wurden von den drei
Subpopulationen (CD133+/CD34+, CD133+/CD34-, CD133-/CD34-) je 1x 10° Zellen in 100 pl

EBM aufgenommen und mit je 2,5 pl (2,5 pg) des CD18- und des CD29- Antikorpers geblockt
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bzw. zur Kontrolle nicht geblockt. Nach einer halbstiindigen Pause bei Raumtemperatur
wurden diese 100 pl Zellsuspensionen mit weiteren 400 ul EBM aufgefullt, vorsichtig an den
inneren Rand von Zellkammern hineinpipettiert und anschlieend in EBM mit SDF-1
eingelegt. Bei diesen Zellkammern handelte es sich um eine sogenannte Boyden- Kammer.
Diese vor allem bei Chemotaxisversuchen Verwendung findende Kammer besteht aus zwei
Abteilungen, die durch eine Membran mit Poren in der GroRRe von etwa 5 bis 10 um getrennt
sind. In unseren Versuchen wurde hierbei eine farbige und mikroporose
Polyethylenterephthalat (PET)- Membran verwendet. Diese Membran ist fir das Licht
wichtiger sichtbarer Wellenlangen (490 - 700nm) undurchldssig, wodurch sie spater unter
dem Fluoreszenzmikroskop eine gezielte Erkennung und Quantifizierung von
fluoreszenzmarkierten Zellen ermoglicht. Die EPCs diffundieren entsprechend dem
Konzentrationsgefalle in den Poren der Membran. Nach 24- stiindiger Inkubation bei 37 °C,
in der die Zellen durch die PET- Membran hindurch migrierten, wurde den Kammern
vorsichtig das Uberschiissige EBM abgesaugt, die Kammern dann in einer PBS- Puffer
enthaltenden 24-Loch-Zellkulturplatte gespult und anschlieBend in eine neue mit DILDL (5 pl)
und EGM (300 ul) zusammengesetzte 24-Loch-Zellkulturplatte eingesetzt. Nach einer Stunde
Inkubation bei 37 °C wurden die Kammern nochmals mit PBS- Puffer gewaschen,

anschliefend der Membranfilter ausgeschnitten und auf dem Objekttrager platziert.

Im Anschluss kamen ein Tropfen Fluoreszenz Mounting Medium und ein Deckglaschen auf
den Filter drauf. SchlieRlich wurden die Praparate im Dunkeln getrocknet. Die gewanderten
EPCs wurden mikroskopisch ausgewertet. Dazu wurde der ganze Filter mit dem 40x Objektiv

schlangenlinienformig nach migrierten EPCs durchsucht.

3.2.6 Blockade der Integrine mittels Antikorper

Leukozyten heften sich mithilfe des B1- Integrins an das VCAM-1 und Fibronektin, die auf der

Oberflache von Endothelzellen getragen werden. Lymphozyten und Monozyten nutzen das
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R2- Integrin zur Adhdsion und Migration. Hierzu interagieren sie mit den ICAMs auf
Endothelzellen. Die Adhdsionsmolekile auf den EPCs sowie den Endothelzellen bewirken
Uber zahlreiche Interaktionen miteinander die Adhdsion zwischen beiden Zelltypen im
Rahmen von inflammatorischen Reaktionen. Das Verstandnis der Komplexitdat dieser
Wechselwirkungen und der Funktion einzelner Adhdsionsmarker kdonnte in Zukunft der

Medizin neue Targets in der Behandlung der Atherosklerose bieten.

B- Kette a- Kette Integrin Vorkommen Rezeptor
R1 ad R1- Integrin Leukozyten VCAM-1
(CD29) (CD49d) (VLA-4) Fibronectin
R2 al $2- Integrin v. a. Lymphozyten ICAM (1-3)
(CD18) (CD11a) (LFA-1) Monozyten

Tab. 2: Definition der fiir die Adhdsion und Migration wichtigen B- Integrine

In der FACS- Analyse zur Bestimmung der Expressionshaufigkeit von Adhasionsmarkern auf
den EPC- Subpopulationen (siehe 3.2.3.2.) wurden B1- Integrin mit fluoreszenzmarkierten
CD49d- Antikorper und R2- Integrin mit fluoreszenzmarkierten CD11a- Antikérper markiert
und gezahlt. In den Adhasions- und Migrationsversuchen (siehe 3.2.4. und 3.2.5.) wurde auf
den einzelnen EPC- Subpopulationen jeweils das $1- Integrin mittels CD29- Antikorper und
R2- Integrin mittels CD18- Antikorper geblockt und die Auswirkungen auf die Adhasions- und

Migrationsfahigkeit der EPC- Subppulationen untersucht.

3.3. Statistik

Kontinuierliche Variablen wurden auf Normalverteilung mittels Kolmogorov-Smirnov-Test
und vergleichend mittels einer zweifaktoriellen Varianzanalyse, two-way-ANOVA (= analysis
of variance), getestet, gefolgt von einem paarweise Bonferroni Post-Hoc-Test. Die
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Varianzhomogenitat wurde mittels Levene Test Uberprift. Statistische Signifikanz wurde fur
p < 0,05 angenommen. Annahmen von Normalverteilung und Varianzhomogenitat wurden
von der Statistiksoftware SigmaStat (Version 3.5) gepriift. Alle Datenanalysen wurden

verblindet durchgefiihrt.

4  Ergebnisse

4.1. Expressionsprofil der Adhasionsmarker auf EPC- Subpopulationen

Die durch Gradientenzentrifugation und immunomagnetische Zellselektion isolierten
CD133+/CD34+, CD133+/CD34- und CD133-/CD34- EPC- Subpopulationen wurden mit
mehreren fluoreszenzmarkierten Oberflaichenantikdrpern fiir die FACS- Analyse gefarbt. Es
wurde das Expressionsprofil verschiedener Adhadsionsmarker wie Integrine, Selektine oder

ICAMs auf EPC- Subpopulationen untersucht.

Vorarbeiten zeigten in durchflusszytometrischen Versuchen, dass endotheliale
Vorlauferzellen mit hochproliferativem Potential B1- und R2- Integrine [20, 21] auf ihren

Oberflachen tragen.

Das R2- Integrin (CD11a) konnte mit einer Haufigkeit von 43 + 3 % auf CD133+/CD34+ EPCs
signifikant (p < 0,001) mehr gemessen werden als in der Kontrollgruppe (siehe unter
3.2.3.2.).

Das R1- Integrin (CD49d) konnte auf 32 + 4 % der CD133+/CD34+ EPCs signifikant
nachgewiesen (p < 0,001) werden. ICAM (CD54) wurden auf CD133+/CD34+ EPCs signifikant
(p < 0,001) mehr als die Oberflaichenmarker der Kontrollgruppe exprimiert. In Bezug auf alle
CD133+/CD34+ EPCs war signifikant nachweisbar, dass P-Selektin (CD62P) (p = 0,023) und

ein weiteres Integrin (CD11b) (p = 0,002) mehr exprimiert wurden als die Isotypenkontrolle
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auf derselben EPC-Subpopulation. E-Selektin (CD62E) war auf CD133+/CD34+ EPCs nicht
signifikant mehr exprimiert als die Kontrollgruppe. $2- Integrin (CD11a) wurde signifikant
mehr als alle anderen untersuchten Adhasionsmarker auf der Oberflache der CD133+/CD34+
EPCs exprimiert. B1- Integrin (CD49d) wurde signifikant weniger als 2- Integrin (CD11a) und
signifikant mehr als alle Gbrigen Adhasionsmarker exprimiert. Bei den CD133+/CD34- EPCs
wurde am starksten B1- Integrin (CD49d) mit einem Anteil von 54 + 3 % auf der Oberflache
aller Zellen exprimiert. R2- Integrin (CD11a) fand sich auf der Oberflache von 35 * 2 % aller
Zellen. Beide Oberflachenantigene wurden jeweils auf allen CD133+/CD34- EPCs dieser
Subpopulation signifikant (jeweils p < 0,001) mehr exprimiert als in der Kontrollgruppe. ICAM
(CD54) war auf CD133+/CD34- EPCs im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant (p < 0,001)
mehr exprimiert. P-Selektin (CD62P) konnte auf allen EPCs der CD133+/CD34- Subpopulation
signifikant mehr (p = 0,006) nachgewiesen werden als die Kontrollgruppe. Integrin (CD11b)
hatte einen signifikant groReren Anteil (p = 0,005) von 7 + 4 % auf CD133+/CD34- EPCs im
Vergleich zur Kontrollgruppe. E-Selektin (CD62E) war in der CD133+/CD34- Subpopulation
nicht signifikant mehr exprimiert im Vergleich zur Kontrollgruppe. B1- Integrin (CD49d) war
auf den CD133+/CD34- EPCs signifikant mehr als alle restlichen untersuchten
Oberflachenmarker exprimiert. R2- Integrin (CD11a) war im Vergleich zu allen anderen
Oberflachenmarker aufler B1- Integrin (CD49d) signifikant mehr exprimiert. Gegenilber 1-

Integrin (CD49d) war es signifikant weniger exprimiert.

R2- Integrin (CD11a) war mit auf 76 + 4 % aller Zellen bei CD133-/CD34- EPCs signifikant (p <
0,001) mehr nachweisbar im Vergleich zur Kontrollgruppe. R1- Integrin (CD49d) und ICAM
(CD54) waren auf allen Zellen der CD133-/CD34- EPC- Subpopulation signifikant (jeweils p <
0,001) mehr exprimiert im Vergleich zur Kontrollgruppe. P-Selektin (CD62P) wurde auf 12 + 1
% der CD133-/CD34- EPCs (p < 0,001) signifikant mehr gemessen verglichen mit der
Kontrollgruppe derselben Subpopulation. Integrin (CD11b) hatte einen signifikant (p = 0,007)
groBeren Anteil auf der Oberfliche der CD133-/CD34- EPC- Subpopulation als die
Kontrollgruppe. Es konnten signifikant mehr Expressionen von E-Selektin (CD62E) auf allen
Zellen (p = 0,031) der CD133-/CD34- Subpopulation im Vergleich zur Kontrollgruppe
nachgewiesen werden. R2- Integrin (CD11a) und R1- Integrin (CD49d) wurden signifikant

mehr exprimiert als alle restlichen untersuchten Adhadsionsmarkern bei CD133-/CD34- EPCs.
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Zwischen R1- Integrin (CD49d) und R2- Integrin (CD11la) gab es keinen signifikanten

Unterschied hinsichtlich der Expressionshaufigkeit.

R2- Integrin (CD11a) und R1- Integrin (CD49d) waren in allen EPC- Subpopulationen
signifikant mehr exprimiert als alle restlichen Adhdsionsmarker. Diesen folgten in der Regel
das ICAM (CD54). Weitere eher schwach exprimierte Adhasionsmolekile auf EPCs stellten
CD62P, ein P-Selektin, und CD11lb dar. CD11b, eine aM-Einheit, und R2 (CD18) sind
Untereinheiten des Macrophage-1 antigen (Mac-1)- Integrins. Das E-Selektin CD62E wurde
auf der Plasmamembranoberflache der EPC- Subpopulationen kaum getragen. Jedoch wurde
in der CD133-/CD34- EPC- Subpopulation auch dieser schwach exprimierte
Oberflachenmarker wie alle anderen untersuchten Oberflachenantigenen signifikant mehr

exprimiert im Vergleich zur Kontrollgruppe.
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Abb. 3a: Adhédsionsmarkerverteilung auf allen CD133+/CD34+ EPCs

Nach der FACS- Analyse der fluoreszenzmarkierten Zelloberflichen wurde mittels Cellquest Pro Software
ausgewertet. Die Saulendiagramme wurden mithilfe von Microsoft® Office Excel 2003 erstellt. Das
Saulendiagramm gibt die relative Haufigkeit der verschiedenen Adhdsionsmarker auf CD133+/CD34+ EPCs
wieder. B1- und B2- Integrine wurden signifikant mehr als alle restlichen Adh&dsionsmarker exprimiert. Ihre
Definition kann man Tab.2 unter 3.2.6. entnehmen. Als Negativkontrolle dienten CD133+/CD34+ EPCs des

Probanden, die mit Antikorpern gegen Mausantigene behandelt worden waren (n = 6).

* = p < 0,05 gegenilber der Negativkontrolle. D. h. alle Adhdsionsmarker auRer E-Selektin (CD62E) signifikant

mehr exprimiert gegenliber der Kontrollgruppe.

s = signifikant, d. h. 82- Integrin (CD11a) signifikant mehr als R1- Integrin (CD49d) exprimiert.
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Abb. 3b: Adhisionsmarkerverteilung auf allen CD133+/CD34- EPCs

Nach der FACS- Analyse der fluoreszenzmarkierten Zelloberflaichen wurde mittels Cellquest Pro Software
ausgewertet. Die Saulendiagramme wurden mithilfe von Microsoft® Office Excel 2003 erstellt. Das
Saulendiagramm gibt die relative Haufigkeit der verschiedenen Adhédsionsmarker auf CD133+/CD34- EPCs
wieder. B1- und R2- Integrine wurden signifikant mehr als alle restlichen Adh&dsionsmolekiile exprimiert. lhre
Definition kann man Tab.2 unter 3.2.6. entnehmen. Als Negativkontrolle dienten CD133+/CD34- EPCs des

Probanden, die mit Antikorpern gegen Mausantigene behandelt worden waren (n = 6).

* = p < 0,05 gegeniber der Negativkontrolle. D. h. alle Adhdsionsmarker aufler E-Selektin (CD62E) signifikant

mehr exprimiert gegeniber der Kontrollgruppe.

s = signifikant, d. h. B1- Integrin (CD49d) signifikant mehr als $2- Integrin (CD11a) exprimiert.
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Abb. 3c: Adhasionsmarkerverteilung auf allen CD133-/CD34- EPCs

Nach der FACS- Analyse der fluoreszenzmarkierten Zelloberflaichen wurde mittels Cellquest Pro Software
ausgewertet. Die Sdulendiagramme wurden mithilfe von Microsoft® Office Excel 2003 erstellt. Das
Saulendiagramm gibt die relative Haufigkeit der verschiedenen Adhasionsmarker auf CD133-/CD34- EPCs
wieder. R1- und R2- Integrine wurden signifikant mehr als alle restlichen Adhasionsmolekile exprimiert. lhre
Definition kann man Tab.2 unter 3.2.6. entnehmen. Als Negativkontrolle dienten CD133-/CD34- EPCs des

Probanden, die mit Antikorpern gegen Mausantigene behandelt worden waren (n = 6).

p < 0,05 gegeniber der Negativkontrolle. D. h. alle Adhdsionsmarker signifikant mehr exprimiert gegentiber

der Kontrollgruppe.

ns = nicht signifikant, d. h. R1- Integrin (CD49d) und R2- Integrin (CD11a) ohne signifikanten Unterschied

hinsichtlich der Expressionshaufigkeit.
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4.2 Adhasionsfahigkeit der EPC- Subpopulationen

EPC- Subpopulationen wurden im Folgenden unter physiologischen Flussbedingungen der
laminaren Flusskammer in je drei Ansadtzen, namlich ungeblockt als Positivkontrolle sowie
mit Antikorper gegen R1- Integrin (Anti-CD29) und mit Antikérper gegen R2- Integrin (Anti-
CD18) geblockt auf Adhasionsfahigkeit hin untersucht. Zusatzlich erfolgte eine Stimulation
mittels Chemokin SDF-1. SDF-1 fungiert als Promotor der Angiogenese [32, 48]. In
Vorarbeiten wurde gezeigt, dass EPCs durch SDF-1 mobilisiert sowohl in vitro als auch in vivo

zielgerichtet in ihre Verwendungsorte gelangen [35, 69, 96].

Nach Gabe von Antikorper gegen B2- Integrin adharierten 59 % der CD133+/CD34+ EPCs auf
den HUVECs in der laminaren Flusskammer und somit signifikant weniger EPCs im Vergleich
zur ungeblockten Kontrollgruppe. Auch bei Gabe von Antikérper gegen 1- Integrin sank die
Anzahl signifikant auf 78,11 % gegeniber der Adhdsionen in der ungeblockten
Kontrollgruppe. Insgesamt zeigte sich bei Blockade des R2- Integrins eine signifikant starkere
Hemmung der Adhdsion als bei Blockade des 81- Integrins.

Bei den CD133+/CD34- EPCs sank die Anzahl an Adhasion nach Gabe von Antikorper gegen
R2- Integrin gegeniiber ungeblockten Zellen der Kontrollgruppe signifikant auf 82 %. Bei
Gabe von Antikorper gegen R1- Integrin wurden die Adhasionen ebenfalls signifikant auf
80,43 % der Kontrollgruppe gehemmt. Insgesamt zeigte sich bei Blockade des B2- Integrins
keine starkere Hemmung der Adhésion als bei Blockade des 81- Integrins.

Bei CD133-/CD34- Zellen lieR sich die Adhasionsfahigkeit nur unter Gabe von Antikorper

gegen 32- Integrin signifikant auf 85,21 % der Kontrollgruppe reduzieren.

Unter Gabe von Antikorper gegen R1- Integrin sahen wir keine Hemmung der Adhasionen im

Vergleich zur Kontrollgruppe.

Zusammenfassend sahen wir in allen drei untersuchten EPC- Subpopulationen eine
signifikante Hemmung der Adhaésionsfahigkeit durch die Blockade des R2- Integrins.
Abgesehen von CD133-/CD34- Zellen fuhrte auch die Blockade des R1- Integrins zu einer
signifikanten Hemmung der Adhéasionen. Bei CD133+/CD34+ EPCs zeigte die Blockade des

Seite | - 44 -



R2- Integrins eine signifikant starkere Hemmung der Adhdsion als die Blockade des R1-

Integrins.
CD133+/CD34+ EPCs - Adhasion in der
Flusskammer
120.00
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ungeblockt Antikorper Antikorper
gg. B2-Integrin gg. R1-Integrin

Abb. 4a: Adhdsion unter physiologischen Bedingungen in der Flusskammer Antikorper- geblockter und

ungeblockter CD133+/CD34+ EPCs

Die CD133+/CD34+ EPCs wurden in jeweils drei Ansdtzen (Sdulendiagramm von links nach rechts: ungeblockt,
mit Antikorper gegen R2- Integrin sowie gegen R1- Integrin geblockt — siehe Definition R- Integrine Tab. 2 unter
3.2.6.) in einer laminaren Flusskammer Uber mit TNF-a und HUVEC- Ndahrmedium voraktiviertem HUVEC-
Zellrasen hinwegperfundiert. Mittels Videoaufzeichnung wurden Adhasionen gezdhlt. Als ungeblockt
gekennzeichnet sieht man die Kontrollgruppe. Hierbei handelt es sich um CD133+/CD34+ EPCs, die ungeblockt
ungehindert auf dem HUVEC- Zellrasen adharieren konnten. Die Anzahl ihrer Adhasionen soll die maximale
Anzahl an Adhasionen dieser Subpopulation wiederspiegeln. Die Werte an der y- Achse sind Prozentzahlen, die
die relative Haufigkeit der adharierten EPCs unter Blockade mit Antikdrper gegen R1- sowie B2- Integrin in

Bezug auf die ungeblockte Kontrollgruppe wiedergeben. n = 6.
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Abb. 4b: Adhédsion unter physiologischen Bedingungen in der Flusskammer Antikérper- geblockter und

ungeblockter CD133+/CD34- EPCs

Die CD133+/CD34- EPCs wurden in jeweils drei Ansatzen (Saulendiagramm von links nach rechts: ungeblockt,
mit Antikorper gegen R2- Integrin sowie gegen R1- Integrin geblockt — siehe Definition - Integrine Tab. 2 unter
3.2.6.) in einer laminaren Flusskammer Uber mit TNF-a und HUVEC- Ndahrmedium voraktiviertem HUVEC-
Zellrasen hinwegperfundiert. Mittels Videoaufzeichnung wurden Adhasionen gezdhlt. Als ungeblockt
gekennzeichnet sieht man die Kontrollgruppe. Hierbei handelt es sich um CD133+/CD34- EPCs, die ungeblockt
ungehindert auf dem HUVEC- Zellrasen adharieren konnten. Die Anzahl ihrer Adhasionen soll die maximale
Anzahl an Adhéasionen dieser Subpopulation wiederspiegeln. Die Werte an der y- Achse sind Prozentzahlen, die
die relative Haufigkeit der adharierten EPCs unter Blockade mit Antikérper gegen R1- sowie B2- Integrin in

Bezug auf die ungeblockte Kontrollgruppe wiedergeben. n = 6.
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Abb. 4c: Adhdsion unter physiologischen Bedingungen in der Flusskammer Antikorper- geblockter und

ungeblockter CD133-/CD34- EPCs

Die CD133-/CD34- EPCs wurden in jeweils drei Ansdtzen (Sdulendiagramm von links nach rechts: ungeblockt,
mit Antikorper gegen R2- Integrin sowie gegen R1- Integrin geblockt — siehe Definition B- Integrine Tab. 2 unter
3.2.6.) in einer laminaren Flusskammer Uber mit TNF-a und HUVEC- Ndhrmedium voraktiviertem HUVEC-
Zellrasen hinwegperfundiert. Mittels Videoaufzeichnung wurden Adhadsionen gezdhlt. Als ungeblockt
gekennzeichnet sieht man die Kontrollgruppe. Hierbei handelt es sich um CD133-/CD34- EPCs, die ungeblockt
ungehindert auf dem HUVEC- Zellrasen adharieren konnten. Die Anzahl ihrer Adhasionen soll die maximale
Anzahl an Adhéasionen dieser Subpopulation wiederspiegeln. Die Werte an der y- Achse sind Prozentzahlen, die
die relative Haufigkeit der adharierten EPCs unter Blockade mit Antikdrper gegen R1- sowie B2- Integrin in

Bezug auf die ungeblockte Kontrollgruppe wiedergeben. n = 6.
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4.3. Migrationsfahigkeit der EPC- Subpopulationen

Die EPC- Subpopulationen wurden wie bei der Adhéasion jeweils mit Antikdrpern gegen R1-
(CD29) und gegen R2- (CD18) Integrine geblockt sowie zur Kontrolle ungeblockt auf ein
Migrationsassay gegeben. AuRerdem wurden alle Ansatze wieder wie bei der Adhdsion unter
dynamischen Bedingungen mit dem Chemokin SDF-1 stimuliert. Hiermit wurde die
qualitative Bedeutung der durchflusszytometrisch ermittelten quantitativ wichtigen

Adhasionsmarker hinsichtlich der Migration von Zellen tGberprift.

Die Anzahl migrierter CD133+/CD34+ Zellen betrug ungeblockt 25,17 + 4,79 Zellen. Nach
Gabe von Antikorper gegen R2- Integrin sank die Anzahl der Migrationen signifikant auf
81,46 + 3,39 %. Die Gabe von Antikorper gegen R1- Integrin fihrte zu keiner signifikanten

Hemmung der Migration.

Bei den CD133+/CD34- Zellen migrierten ungeblockt 25,67 *+ 7,5 Zellen. Weder die Blockade
mit Antikorper gegen R1- Integrin noch die mit Antikdrper gegen 32- Integrin zeigten einen

signifikanten Effekt auf die Migration.

Bei CD133-/CD34- Zellen migrierten ungeblockt 17,5 + 5,99 Zellen. Nach Blockade mit

Antikorpern gegen B1- und R2- Integrine kam es zu keiner Abnahme der Migration.
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Abb. 5a: Migrationsstreben Antikdrper- geblockter und ungeblockter CD133+/CD34+ EPCs

CD133+/CD34+ EPCs migrierten in jeweils drei Ansdtzen (Sdulendiagramm von links nach rechts: ungeblockt,

mit Antikérper gegen R2- Integrin geblockt, mit Antikorper gegen B1- Integrin geblockt — siehe Definition R-

Integrine Tab. 2 unter 3.2.6.) durch spezielle PET- Membrane. AnschlieBend wurden die migrierten Zellen unter

dem Fluoreszenzmikroskop gezahlt. Die ,ungeblockt” migrierten Zellen stellten die Kontrollgruppe dar. Diese

konnten ohne Blockade durch Antikérper ungehindert migrieren. Unter Hemmung der Migration durch

Antikorper gegen R1- sowie $2- Integrine wurde die Anzahl migrierter EPCs ausgewertet. n = 6.
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Abb. 5b: Migrationsstreben Antikérper- geblockter und ungeblockter CD133+/CD34- EPCs

CD133+/CD34- EPCs migrierten in jeweils drei Ansdtzen (Saulendiagramm von links nach rechts: ungeblockt,
mit Antikérper gegen R2- Integrin geblockt, mit Antikorper gegen B1- Integrin geblockt — siehe Definition R-
Integrine Tab. 2 unter 3.2.6.) durch spezielle PET- Membrane. AnschlieBend wurden die migrierten Zellen unter
dem Fluoreszenzmikroskop gezahlt. Die ,ungeblockt” migrierten Zellen stellten die Kontrollgruppe dar. Diese
konnten ohne Blockade durch Antikérper ungehindert migrieren. Unter Hemmung der Migration durch

Antikorper gegen R1- sowie R2- Integrine wurde die Anzahl migrierter EPCs ausgewertet. n = 6.
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5. Diskussion

5.1. Verteilung von B1- und R2- Integrinen auf den EPC- Subpopulationen

Alle Subpopulationen besitzen ein individuelles Expressionsmuster von Adhdsionsmolekiilen.
Vorarbeiten zeigten in durchflusszytometrischen Versuchen, dass endotheliale
Vorlauferzellen mit hochproliferativem Potential die Adhdsionsmarker R1- und R2- Integrine
[21] bzw. LFA-1 und VLA-4 [20] auf ihren Oberflachen tragen. lhre Rezeptoren wurden auf
Endothelzellen des Knochenmarks einer Maus untersucht. Es war auffallig, dass ICAM-1 und
VCAM-1 bei Zytokingabe anstiegen [21]. |hre endothelialen Liganden ICAM-1 und VCAM-1
lassen sich auch in ischamischem Gewebe wiederfinden [20].

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die R1- und R2- Integrine einen besonderen
Stellenwert im Expressionsprofil der einzelnen EPC- Subpopulationen CD133+/CD34+,
CD133+/CD34- und CD133-/CD34- einnehmen. Sie sind auf allen EPC- Subpopulationen
signifikant mehr exprimiert (p < 0,05) als in den Kontrollgruppen. Auch im Vergleich zu allen
restlichen untersuchten Oberflaichenmarkern finden sich beide Adhadsionsmarker signifikant
mehr auf der Oberflache der drei untersuchten EPC- Subpopulationen.

Neben al (CD11a) stellt aM (CD11b) einen ebenfalls mit dem RB2- Integrin [50, 81]
gekoppelten Oberflaichenmarker dar. Vorarbeiten kamen zu dem Ergebnis, dass diese aM-
Untereinheit des Mac-1-Integrins direkt in die Adhdsion und Ausbreitung von Zellen
involviert ist, jedoch ohne die Prdasenz von der R2-Untereinheit die Zellmigration nicht
vermitteln kann [73]. Dieses Antigen ist in das Komplementsystem involviert [1], Glbernimmt
somit auch antibakterielle Funktionen neben Adhasion und Migration und kommt damit
zusammenhangend meistens auf Zellen des angeborenen Immunsystems wie beispielsweise
Neutrophile Granulozyten und Natiirliche Killerzellen vor [73].

Das ICAM-1 (CD54) prasentiert sich als weiteren stark exprimierten Adhdsionsmarker auf
den drei EPC- Subpopulationen. Bei ihnen handelt es sich um endotheliale Liganden, die
sowohl mit der B2- [37, 47, 53] als auch mit alL-Kette [53, 71, 99] des LFA-1-Integrins [11, 68,
79] interagieren. Das Adhdsionsmolekiil ICAM-1 ermdéglicht Immunzellen die Rekrutierung

bei Entziindung [22] und Transmigration durch das Endothelgewebe [98].
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Das E-Selektin (CD62E) wurde auf den EPC- Subpopulationen kaum exprimiert. Dieses stellt
ein auf Endothelzelloberflachen befindliches Selektin dar. Das CD62P stellt ein weiteres
Selektin dar. Es wird eigentlich nur auf die Oberflache von Thrombozyten und Endothelzellen

zugewiesen. Beide Selektine binden am GefaRendothel vorbeirollende EPCs [43].

5.2. Einfluss der Blockade von R1- und R2- Integrinen auf Adhasion und Migration

Die Migrations- und Adhasionsfahigkeiten der CD133+/CD34+, CD133+/CD34- und CD133-
/CD34- EPC- Subpopulationen wurden mittels Antikorpergaben gegen R1- sowie R2-
Integrine untersucht. Beide Integrine wurden auf allen drei EPC- Subpopulationen unter
allen untersuchten Adhasionsmolekiilen am haufigsten exprimiert.

Vorarbeiten zeigten, dass die Gabe von Antikérpern gegen R1- und B2- Integrine sowohl
einzeln als auch gegen beide gleichzeitig die Anzahl adharierender und migrierender Zellen
senkte, wobei bei gleichzeitiger Blockade beider Oberflachenstrukturen die Anzahl
adhdrierender und migrierender Zellen am starksten abfiel [21]. Daraus wurde gefolgert,
dass sowohl B1- als auch R2- Integrine in vasoendothelialer Adhasion und transendothelialer
Migration von hochproliferativen endothelialen Vorldauferzellen beteiligt sind [21]. Auch
weitere Vorarbeiten deuten daraufhin, dass der Block mit Antikorper gegen B1- und R2-

Integrine die Adhasion und Migration hemmt [20].

Diese Arbeit konnte zeigen, dass die R1- und R2- Integrine in den einzelnen EPC-
Subpopulation unterschiedliche Verteilung und Bedeutung hinsichtlich der Adhasions- und

Migrationsfahigkeit prasentierten.

Die Adhésion der EPCs an das GefdaRendothel ist R2- Integrin vermittelt [43]. Unter Blockade
des R2- Integrins mittels Antikérper kommt es zu einer signifikanten Abnahme der Adhdsion
unter physiologischen Bedingungen bei allen drei untersuchten EPC- Subpopulationen. Auch
in Vorarbeiten konnte eine Abnahme der EPC- Adhdsionfdahigkeit bei Blockade des R2-
Integrins gezeigt werden [31]. Allein bei der CD133+/CD34+ Subpopulation kommt es auch

zu einer signifikanten Abnahme der Migration. In Vorarbeiten wurde das R1- Integrin durch
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eine Hyperhomocysteinamie gehemmt. Dies fiihrte in CD34+ Zellen zu einer Reduktion der
Adhdasion und Migration [60].

Die Rolle des R1- Integrins im Adhdsionsverhalten ist nicht hinreichend geklart. In
Vorarbeiten hatte die Blockade des B1- Integrins eine Reduktion der Adhasionsfahigkeit der
EPCs gezeigt [43]. In dieser Arbeit wurde der Effekt dieses Integrins auf die
Adhasionsfahigkeit der EPC- Subpopulationen untersucht. Hierbei fiihrte die Blockade des
B1- Integrins zu einer signifikanten Abnahme der Adhéasionsfahigkeit bei den CD133+/CD34+
und CD133+/CD34- Subpopulationen ohne Einfluss auf die Migration.

Die FACS- Analyse hatte bei den CD133+/CD34+ EPCs signifikant mehr Expression des R2-
Integrins als R1- Integrin gezeigt. Hierzu passend kam es bei Blockade des 2- Integrins zu
signifikant mehr Hemmung der Adhdsion im Vergleich zu Blockade des R1- Integrins. Die
Migrationsfahigkeit wurde nur durch Blockade des R2- Integrins gehemmt. Bei den
CD133+/CD34- EPCs hatten Vorarbeiten gezeigt, dass diese EPC- Subpopulation bei der
Adhasion starker von R1- Integrin abhangig war als die CD133+/CD34+ EPCs [25]. B1- Integrin
fand sich in der FACS- Analyse signifikant mehr als B2- Integrin auf der Oberflache dieser
Subpopulation und eine Blockade des R1- Integrins flihrte zu einer signifikanten Hemmung
der Adhésion. Bei der CD133-/CD34- Subpopulation fiihrte die Blockade des R2- Integrins zu
einer signifikanten Hemmung der Adhasion ohne funktionellen Einfluss auf die Migration.

Eine Blockade des 81- Integrins zeigte keinen Effekt auf die Adhasion oder Migration.

Integrine aktivieren Signalwege (ber Interaktion mit anderen Proteinen. Sowohl die B- als
auch die a- Untereinheiten der Integrine initiieren Uber verschiedene Bindungspartner
unterschiedliche Signalwege, die bislang nicht hinreichend geklart sind. In einigen Fallen
zeigte die Blockade der - Integrine wie oben aufgefiihrt keinen Effekt auf die Adhasion oder
Migration. Hieraus resultiert die Frage, Gber welches Integrin oder Adhadsionsmolekil die
Adhdsion und Migration vermittelt wird. Moglicherweise kdnnten hier weniger exprimierte
Adhéasionsmolekiile wie ICAM (CD54) oder P-Selektin (CD62P) fir die Adhé&sion und
Migration der EPCs funktionell wichtiger als angenommen sein.

Die Interaktion der Integrine mit ihren endothelialen Liganden ist ein entscheidender Prozess
in Hinsicht auf die Adhasion der EPCs an das GefaRRendothel und die Wanderung durch das
Endothelgewebe hindurch. Das Verstehen insbesondere der Bedeutung von Integrinen wie

insbesondere R1- und RB2- Integrine konnte zur Forderung der Rekrutierung von
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gefaBneubildenden EPCs an den Orten der Ischamie fiihren. In Vorarbeiten konnte tber eine
Uberexpression des R1- Integrins die Angiogenese in einem Tierexperiment stimuliert
werden [29]. Die neuen Erkenntnisse dieser Arbeit konnten tber auf bestimmte Integrine in
den EPC- Subpopulationen gerichtete ahnliche Manipulationen zu neuer Therapie der

Atherosklerose beitragen.
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