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1 Zusammenfassung

Die Induktion der lokalen Angiogenese ist von besonderem Interesse auf dem Gebiet
der plastischen und rekonstruktiven Chirurgie. Dabei Ubernimmt VEGF eine
Schlusselrolle im Prozess der Angiogenese. Eine Methode der therapeutischen
Angiogenese stellt die auf autologe Fibroblasten - basierende VEGF - Gentherapie
dar. Durch die Behandlung des Zielgewebes mit VEGF - transgenen Fibroblasten
konnte bereits in einer vorhergegangenen Studie eine erhdhte VEGF - Expression

sowie eine verstarkte Neovaskularisation erzielt werden.

Ziel dieser Arbeit war es weiterflhrend den optimalen Applikationszeitpunkt der
pro - angiogenetischen Therapie am Tiermodell zu bestimmen. Dazu wurden 60
Wistar - Ratten, ipsilateral in die Leistenregion zwischen Subcutis und M. graciles,
1 x 10" VEGF - transgene autologe Fibroblasten injiziert. Als Kontrollgruppe dienten
weitere 60 Wistar - Ratten, der ipsilateral PBS und kontralateral native Fibroblasten
injiziert wurden. Simultan, 7 Tage und 14 Tage vor Einleitung der Ischamie wurden
die Zellen bzw. PBS injiziert. Gewebeproben wurden am 3., 5., 7. und am 14. Tag
post operationem aus der kaudalen, der kranialen und der oberflachlichen Region
des M. graciles entnommen. Die Explantate wurden mittels Real—time
Polymerasekettenreaktion und In - situ Hybridisierung quantitativ sowie qualitativ auf
RNA - Ebene untersucht. Durch Western Blot und Immunhistochemie erfolgte die
quantitative und qualitative Untersuchung auf Protein - Ebene. Die Ergebnisse
wurden mit dem ungepaarten Student’s t - Test unabhangiger Variablen und dem

Tukey - HSD Test auf signifikante Unterschiede hin untersucht.

Nach Einleitung der Ischamie und simultaner Injektion der VEGF - transgenen
Fibroblasten konnten im Vergleich zu der Behandlung 7 Tage bzw. 14 Tage pra
operationem quantitativ die besten Ergebnisse konstatiert werden. Uber annahrend
den gesamten Untersuchungszeitraum wurde eine signifikante Erhdhung der
relativen VEGF - Expression (p < 0,05 an Tag 3, Tag 7 und Tag 14 p. op.), sowie ein
verstarkter Zytokin - Gehalt im Gewebe (p < 0,05 an Tag 7 p. op.) beobachtet. Die
transiente Transgen - Expression bestand Uber den Untersuchungszeitraum von

14 Tagen, mit einem Expressionshohepunkt am 7. Tag post operationem. An Tag 14



glichen sich Expression und VEGF - Proteingehalt langsam dem Basislevel an. Die
grolte relative VEGF - Transkriptionsrate konnte in dem oberflachlichen Anteil des
M. graciles nachgewiesen werden. Zwischen dem oberflachlichen und dem kaudalen
bzw. kranialen Anteil des M. graciles zeigten sich signifikante Unterschiede (p < 0,05
an Tag 5 und Tag 7 p. op.). Die alleinige Applikation von Fibroblasten hatte dabei

keinen therapeutischen Effekt.

Die Ergebnisse dieser Arbeit bekraftigen, dass die auf Fibroblasten - basierende
VEGEF - Plasmid - Applikation ein potentes System zur Induktion der therapeutischen
Angiogenese darstellt. In Hinblick auf VEGF - Expressionsrate und Proteingehalt hat
die simultane Therapiestrategie den grofdten pra - klinischen Erfolg zu verzeichnen.
Die injizierten transgenen Fibroblasten verbleiben am Ort der Injektion und erhéhen

die lokale VEGF - Expression.

Um weiterfuhrend auch klinisch langfristige Erfolge zu erzielen, muss eine
Optimierung der Gefalireifung und Stabilitat der entstandenen Gefallkomplexe
sichergestellt sein. Ein stabiles Gefalinetz stellt eine Conditio sine qua non fir eine

erhdhte Take - Rate und Tx - Uberlebensrate dar.



2 Einleitung

2.1 Wundheilung

Die Wundheilung ist ein lebenswichtiger physiologischer Prozess des Organismus,
der die Wiederherstellung von beschadigtem Gewebe anstrebt. Der Prozess der
Wundheilung vereinigt die initiative Entzindungsreaktion mit der Wiederherstellung
des ladierten Gewebes (Ko et al. 2011; Robbins et al. 1998; Schaffer et al. 1999).
Man unterscheidet vier fliekend ineinander Ubergehende Phasen der Wundheilung:
1. Hamostase, 2. Inflammation, 3.Proliferation und 4. Remodelling (Hoffman 2008;
McDonald et al. 2007).

2.1.1 Hamostase

Nach sofortiger Vasokonstriktion der GefalRe ermoglicht die zellulare (primare)
Hamostase den schnellen Wundverschluss durch Adhasion und Aggregation von
Thrombozyten (Asmussen et al. 1993). Diese lagern sich an die freiliegenden
subendothelialen Bestandteile Uber den von - Willebrand - Faktor an Kollagen Typ |
und Typ Il (Ferrara et al. 1991a; Peyvandi et al. 2011) oder an Fibronektin
(Piotrowicz et al. 1988) sowie Laminin (Sonnenberg et al. 1988) an. Aus dem
elektronendichten Granula werden ADP, Serotonin und Thromboxan A,
ausgeschuttet, welche eine zusatzliche Aktivierung der Thrombozyten bewirken
(Akkumulation). Die Aggregation erfolgt unter dem Einfluss von ADP Uber Fibrinogen
(Gachet 2000). Es bildet sich ein weilter Bluthrombus aus. Durch Degranulation von
a - Granula der aktivierten Thrombozyten werden Zytokine und Wachstumsfaktoren
wie der Epidermal Growth Factor (EGF), der Platelet - derived Growth Factor
(PDGF), der Transforming Growth Factor - beta (TGF - B) (Barrientos, Stojadinovic et
al., 2008) sowie der Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) (Mdhle et al. 1997,
Salgado et al. 2001) ins Wundgebiet entlassen.

Die plasmatische (sekundare) Hamostase sorgt fur die Stabilisierung des

Wundverschlusses durch Ausbildung eines Fibringeflechts. Nach Aktivierung des



Blutgerinnungssystems spaltet Thrombin als Serinprotease Fibrinogen zu stabilem
Fibrin, welches polymerisiert und in Gegenwart von Faktor Xllla gegen mechanische
Belastung stabilisiert wird (Asmussen & Soéllner 1993; Fries et al. 2010; Sedlarik
1993). Die Struktur des Clots ist abhangig von der Thrombinkonzentration (Blomback
et al. 1994; Fogelson et al. 2010; Wolberg 2007). Durch das Zurlckhalten von

Erythrozyten entsteht ein roter Blutthrombus.

Nachdem die primare Blutung durch  Thrombozytenaggregation und
Fibrinagglutination gestoppt wurde, erweitern sich die BlutgefaRe und werden
permeabel (Piatek 2006).

2.1.2 Inflammation

Die Entzindungsphase beginnt mit dem Einwandern von Leukozyten u.a.
neutrophilen Granulozyten und Lymphozyten, gefolgt vom Ubergang der Monozyten
aus dem Blut ins Gewebe, wo sie zu Makrophagen reifen. Die Rekrutierung der
Entzindungszellen erfolgt chemotaktisch (Hatz et al. 1993). Dabei dient der Clot als
Matrix fur die einwandernden Zellen und zugleich als Speicherort fur Degranulate
und Mediatoren (Ko et al. 2011).

Neutrophile Granulozyten sind durch ihre amdboide Beweglichkeit bereits nach einer
Stunde vorhanden (Clark 1985). Sie dienen dem Wunddébridement und der lokalen
Abwehr durch Opsonierung und Phagozytose, vorwiegend gegen eine drohende

bakterielle Invasion (Hoffman 2008).

Makrophagen stellen eine Conditio sine qua non im Wundheilungsgeschehen dar
(Hatz et al. 1993). Sie dienen dem Wunddébridement (Clark 1985) und koordinieren
die Immunantwort durch das Ausschuitten von Zytokinen (DiPietro 1995). Durch die
Sekretion von IL-1 werden weitere neutrophile Granulozyten angelockt. Die
Komplementfaktoren C1-C5 und die Wachstumsfaktoren FGF, EGF, PDGF,
TNF -a und TGF - a/f sowie VEGF tragen zur Stimulierung von Fibroblasten,
Endothelzellen und Keratinozyten bei ( Asmussen & Sdliner 1993; Hatz et al. 1993;
Nissen et al. 1998).



2.1.3 Proliferation

Die Proliferationsphase beginnt mit Abnahme der Anzahl an Entzindungszellen und
Zunahme der Endothelzellen, Fibroblasten und Keratinozyten (Piatek et al. 2001). Es
setzen proliferierende Prozesse im Rahmen der Gefalineubildung und des Aufflllens

von Gewebedefekten ein (Probst et al. 2010).

Wahrend der anabolen Phase ist eine verstarkte Sauerstoffversorgung zur
Normalisierung des pH-Werts des neugebildeten Gewebes notwendig.
Endothelzellen wandern ins Wundgebiet ein, welche zur Ausbildung neuer kapillarer
Strukturen stimuliert werden (Sedlarik 1993).

Fibroblasten bilden Kollagen und eine Grundsubstanz aus Fibrin und Fibronektin.
Das durch die Hamostase gebildete Fibrinnetzwerk dient dabei als Leitschiene
(Asmussen & Sollner 1993). Mit der Produktion von Kollagen verliert Fibrin jedoch
seine Funktion und wird im Rahmen der Fibrinolyse tber Plasmin abgebaut (Sedlarik
1993). Mit dem Einstellen der mitotischen Aktivitat wandeln sich die Fibroblasten teils
zu Myofibroblasten um. Die Wundkontraktion beginnt (1 -2 mm/d) (Asmussen &
Sollner 1993; Hatz et al. 1993).

Die Wunde flllt sich mit Granulationsgewebe, welches sich aus vielen kleinen
Blutgefallen und wenig stabilisierendem Bindegewebe zusammensetzt (Hoffman
2008). Die glatte und feuchte Flache bildet den Grundstein fur die anschielRende
Epithelialisierung (Sedlarik 1993).

Keratinozyten bilden den Ausgangspunkt fir die Epithelialisierung. Sie vermehren
sich und migrieren ins Wundgebiet Das Granulationsgewebe wirkt dabei
chemotaktisch auf die Randepithelien (Sedlarik 1993). Die primitive Gewebeeinheit
der Granulation bildet sich unter der neugebildeten Epidermis zurick und wird als
Narbengewebe in den Gewebeverband integriert. Das Granulationsgewebe wird

wasser- und gefallarmer (Probst & Vasal - Biergans 2010).



2.1.4 Remodelling

Die Kollagenbildung und -umstrukturierung halt bis zu zwolf Monate an, bis die
Wunde ihre endgultige Zugfestigkeit erreicht hat (Sedlarik 1993). Die Zellanzahl
nimmt ab und das Kollagengeflecht wird umorganisiert, teils durch Abbauprozesse,

teils durch neue Vernetzung untereinander (Asmussen & Séllner 1993).

2.2 Angiogenese und Vaskulogenese

Die vaskulare Unterstitzung ist fur die Wundheilung als auch fur die Entwicklung und
Differenzierung in der Embryogenese sowie fur reproduktive Funktionen im adulten

Organismus von fundamentaler Bedeutung (Folkman 1995).

Ein erhdéhter Sauerstoffbedarf wurde nachweislich fir eine Neovaskularisation
aufgedeckt (Prior et al. 2004), die im postnatalem Organismus im Rahmen der
Angiogenese und Vaskulogenese stattfindet (Carmeliet 2000; Fam et al. 2003;
Velazquez 2007). Die Vaskulogenese beschreibt die de - novo Entstehung von
kapillarahnlichen Strukturen aus endothelialen Progenitorzellen (EPCs) (Sepulveda
et al. 2007; Stewart et al. 2011). Bei der Entstehung neuer Kapillaren aus bereits

existenten Gefallen spricht man von Angiogenese (Carmeliet 2000).

Die Balance zwischen inhibierenden und stimulierenden Faktoren der Angiogenese
ist dabei von entscheidender Bedeutung (Carmeliet 2003). Bei exzessiver
Stimulation kippt das Gleichgewicht. Patholgische Angiogenese findet man bei der
Neovaskularisation von Tumoren (Ferrara 2002), Erkrankungen des Auges (Patz

1980) und chronischen Entziindungsreaktionen (Carmeliet 2003; Folkman 1995).

2.2.1 Vaskulogenese

Unter Vaskulogenese versteht man die de-novo Entstehung von primitiven
Blutgefallen wahrend der Embryonalentwicklung (Stewart & Kleinerman 2011).
Zellen mesodermalen Ursprungs differenzieren sich zu Hamangioblasten und

formieren sich zu kleinen Blutinseln. Die Randzellen der Insel differenzieren sich



weiter zu EPCs, den Angioblasten und die zentral gelegenen Zellen zu den
Hamozytoblasten (HSC), den Progenitorzellen der Blutzellen (Murasawa et al. 2005).
EPCs und HSCs besitzen somit eine gemeinsame Vorlauferzelle (Flamme et al.
1992). Die EPCs verlangern sich, gehen eine Verknlpfung miteinander ein und
bilden ein erstes primitives vaskulares Netzwerk kleiner Kapillaren aus (Risau 1997,
van Oostrom et al. 2008).

Die Vaskulogenese ist nicht nur auf die Embryogenese beschrankt, sondern wurde
kirzlich auch im adulten Organismus nachgewiesen. Die endothelialen
Progenitorzellen des Knochenmarks vermehren sich in Gegenwart spezieller
Zytokine wie VEGF (Adams et al. 2007; Gerber et al. 2002) oder SDF - 1 (Ceradini et
al. 2004), ebenso auch unter hypoxischen Bedingungen (Asahara et al. 1999). Fur
die Rekrutierung von EPCs aus dem Blutstrom bedarf es chemotaktischer Reize.
Durch ischamiebedingte Alterationen und Modulation bestehender interzellularer
Kontakte der Endothelzellen wird die Adhasion der EPCs an das Endothel sowie die
transendotheliale Migration gefordert. Die EPCs kdnnen auf der einen Seite durch
den direkten Einbau in die Gefallwand zu einem zirkumferentiellen Wachstum
beitragen. Andererseits kdnnen sie aus der Kapillarwand aussprossen und neue
Kapillarstrukturen formieren (Abbildung 1) (Adams & Alitalo 2007).

Circulating cells and blood-vessel growth Incorporation into vessel wall
and circumferential growth
\ ' VEGF-VEGFRI /

Grm\. th fa-'tcurs
“n
k -

necorporation into
vascular sprouts and
angiogenic growth

and inhibitors

Modulation of \
EC-EC junctions '|

Stimulation of EC
proliferation and/or
sprouting by
pervascular cells

Circulating
precursor

Abbildung 1: Vaskulogenese und der Verbleib der rekrutierten EPCs (Adams & Alitalo 2007)



2.2.2 Angiogenese

Die Angiogenese beinhaltet das Wachstum von Gefal3geflechten durch Aussprossen
von Kapillaren sowie Ausreifen und Remodellieren bereits existenter Gefal3strukturen
zu hdher organisierten Strukturen (Carmeliet 2000; van Oostrom et al. 2008).
Pro - angiogene Signale, wie VEGF, induzieren ein Aussprossen von Kapillaren.
Endothelzellen mit einem hohen VEGF - Rezeptorbesatz (tip - cells) werden aktiviert
und verlieren ihre Polaritat. Gleichzeitig kommt es zu einer Modulation der
Zell - Zell - Kontakte und einer Degradation der extrazellularen Matrix (Abbildung 2a
und b) (Adams & Alitalo 2007). Durch Migration der tip - cells und Migration und
Proliferation von stalk - cells aus bereits existierenden Gefal3strukturen erfolgt die
Formierung neuer Gefal3strukturen (Abbildung 2c) (Folkman et al. 1987; Stewart &
Kleinerman 2011; Zhang et al. 2004). Das Gefalllumen wird durch Ausbildung von
Vakuolen und anschlieRender Fusion geformt (Kamei et al. 2006). Die Filopodien der
tip - cells reagieren auf die navigierenden, abstolRenden und anziehenden Signale
aus dem umgebenden Gewebe fur eine geordnete vaskulare Strukturierung. Durch
Sekretion von PDGF - B durch tip - cells wird die Rekrutierung von vaskularen glatten
Muskelzellen und Perizyten (mural cells) geférdert und die Gefalde erreichen eine
ausreichende Stabilitat (Abbildung 2d) (Adams & Alitalo 2007).
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VEGFR - 2 wird von den Endothelzellen exprimiert, unabhangig von deren
Entstehung Uber die Vaskulogenese oder Angiogenese (Palis et al. 1995). Die
Endothelzellen behalten so lebenslang die Fahigkeit sich auf ischamische Reize hin

zu teilen. Die Angiogenese kann reaktiviert werden (Carmeliet 2003).

2.3 VEGF - Vascular Endothelial Growth Factor

Unter allen Wachstumsfaktoren ist VEGF der Wichtigste hinsichtlich Angiogenese
und Vaskulogenese (Ferrara et al. 1996), da er in |0slicher Form existiert und als
klassisches Signalpeptid fungiert (Leung et al. 1989). FGF und PD - ECGF verfligen
dagegen Uber keine Signalsequenz, die sie flr den extrazellularen Transport befahigt
(Abraham et al. 1986). VEGF st beim Anregen des vaskularen

Endothelzellenwachstums zehnfach wirksamer als PD - ECGF (Ferrara et al. 1989).

2.3.1 VEGF

VEGF - A ist ein sezerniertes Heparin - bindendes homodimeres Glykoprotein mit
einem Molekulargewicht von 45.000 Kilodalton (Asahara et al. 1999; Ferrara &
Henzel 1989). Das Protein, welches auf dem Chromosom 6p21.3 codiert ist (Vincenti
et al. 1996), ubt nachweislich einen direkten und spezifisch mitogenen Effekt auf
vaskulare Endothelzellen aus (Ferrara 1993). VEGF wird von Zellen exprimiert, die
sich in enger Nachbarschaft zu Gefalten befinden u.a. Endothelzellen, Keratinozyten,
Fibroblasten, glatte Muskelzellen, Thrombozyten, Makrophagen und neutrophile
Granulozyten (Ko et al. 2011, Breier et al. 1995). Das Transkript des nativen Gens
setzt sich aus acht Extrons und sieben Introns zusammen. Durch alternatives Splicen
der mRNA existieren mindestens vier verschiedene Isoformen des Gens. Abhangig
von der Anzahl der Aminosauren unterscheidet man VEGF 21, VEGF 65, VEGF 159
und VEGFys (Ferrara et al. 1991a; Stalla 2007; Tischer et al. 1991). Alle Isoformen
besitzen die gleiche biologische Funktion. Sie unterscheiden sich lediglich im
Sekretionsverhalten (Ferrara et al. 1991b) und ihrer Léslichkeit (Houck et al. 1992),

dementsprechend in ihrer Bioverflugbarkeit.



2.3.2 VEGF - Rezeptoren

Die  Signaltransduktion des VEGF erfolgt Uber einen der drei
Tyrosin - Kinase - Rezeptoren fur VEGF. Jedoch sind nur VEGFR - 1 bzw.
fms - like - tyrosine kinase (de Vries et al. 1992) und VEGFR - 2 bzw. KDR (Terman
et al. 1992) in der Lage VEGF-A zu binden (Kowanetz et al. 2006). VEGFR - 1 sowie
VEGFR - 2 werden in vaskularen Endothelzellen exprimiert (Jakeman et al. 1992).
Zusatzlich findet man VEGFR - 1 noch in der Zellmembran von Monozyten,
Makrophagen und HSCs (Cross et al. 2003; Shen et al. 1993). Beide Rezeptoren
setzen sich aus sieben Immunglobulin - ahnlichen Domanen extrazellular, einer
Transmembranregion fur die Verankerung in der Phospholipidmembran und einer
Tyrosinkinase - Sequenz mit eingeschobener Kinaseaktivitat im Intrazellularraum
zusammen (Terman et al. 1991). Die zweite Immunglobulin - ahnliche Struktur ist fir
die Bindung des Gens entscheidend (Davis-Smyth et al. 1996). VEGFR - 2 bindet
VEGF mit einer geringeren Affinitat als VEGFR - 1 (Terman et al. 1992), wobei er fur
die Angiogenese und Hamatopoese die Schlusselrolle einnimmt (Shalaby et al.
1995) und durch VEGF zehnfach starker aktiviert wird als VEGFR - 1 (Ferrara et al.
1997).

Die Aktivierung durch VEGF fuhrt zur Rezeptor - Dimerisierung. Es kommt zur
Autophosphorylierung von Tyrosinresten der intrazellularen Doméane (Barleon et al.
1997). Die Aktivierung einer intrazellularen Signalkaskade durch jeweilige Effektoren
wie PLC - y (Takahashi et al. 2001) oder Shb (Holmqvist et al. 2004) wird induziert.

2.3.3 Funktion des VEGF

VEGF stimuliert auf parakrinem Weg die physiologische als auch die pathologische
Angiogenese, einerseits durch die Mobilisierung von EPCs uber VEGFR - 1 (Asahara
et al. 1999), andererseits durch die Aktivierung von Endothelzellen Uber VEGFR - 2
(Carmeliet 2000; Ferrara 2004). VEGF ist durch das Vorbeugen der Apoptose ein
Uberlebensfaktor fur Endothelzellen (Gerber et al. 1998b). Er induziert die
Expression der anti - apoptotischen Faktoren BCL - 1, A1 (Gerber et al. 1998a) und
XIAP (Tran et al. 1999). Schon allein das Fehlen eines einzigen VEGF - Allels fihrt



zur Letalitat des Embryos und zeigt die Unabdingbarkeit des Gens (Ferrara et al.
1996). Auf der anderen Seite fuhrt eine unkontrollierte VEGF - Expression zur
Entstehung abnormaler Blutgefalle. Es kann zur Ausbildung von Hamangiomen

kommen (Ozawa et al. 2004).

VEGEF ist auch als vaskularer Permeabilitatsfaktor bekannt, was auf seine Fahigkeit
zur Permeabilitatserhdhung durch Stimulation der NO - Synthase zurtckzufuhren ist
(Cross et al. 2003; Ferrara 2004). Eine dosisabhangige Vasodilatation der Arteriolen

ist eine weitere Erscheinung der aktiven NO - Synthase (Yang et al. 1996).

Die Funktion des VEGEF ist nicht ausschlieBlich auf Endothelzellen beschrankt. VEGF
kann zusatzlich durch das Rekrutieren von Makrophagen, die eine Auswahl an
angiogenen Faktoren produzieren, die Gefallentwicklung kontrollieren (Barleon et al.
1996; Clauss et al. 1990).

2.3.4 Induktion von VEGF

Die Verfugbarkeit von Sauerstoff stellt den starksten Regulator der
VEGF - Expression dar. Mit sinkendem Sauerstoffpartialdruck steigt die
MRNA - Expression des Gens (Minchenko et al. 1994). Der Transkriptionsfaktor
HIF - 1 fungiert als Induktor, der unter hypoxischen Bedingungen sowie in Gegenwart
von bestimmten Wachstumsfaktoren wie EGF (Zhong et al. 2000) und PDGF
(Richard et al. 2000) als auch Thrombin (Gorlach et al. 2001) und ROS (Shatrov et
al. 2003) exprimiert wird. Durch die Bindung des HIF - 1 an das HRE in der
Promotorregion von VEGF wird die Expression von VEGF hochreguliert (Liu et al.
1995). Zudem hat HIF einen stabilisierenden Effekt auf die VEGF 64 - mMRNA (Dor et
al. 1997).

Die Induktion der VEGF - Expression erfolgt direkt Uber eine Reihe von
Wachstumsfaktoren wie PDGF, IGF1,TGF - a, KGF (Frank et al. 1995) und EGF
(Goldman et al. 1993), ebenso Uber reaktive Sauerstoffprodukte, erhohte
Lactat - Werte (Kumar et al. 2007), IL - 1a (Ben-Av et al. 1995), IL - 1B (Li et al. 1995)
und IL - 6 (Cohen et al. 1996). Es gibt Indizien fir eine Steigerung der Expression
durch Inaktivierung von Tumorsuppressor-Genen wie p53 (Kieser et al. 1994) oder



VHL (Siemeister et al. 1996), sowie durch Aktivierung von Onkogenen wie RAS
(Mazure et al. 1996).

2.4 Therapeutische Angiogenese

Unter therapeutischer Angiogenese ist der Gebrauch von biologischen Agenzien zur
gezielten Stimulation des Wachstums neuer Gefalde, zur Wiederherstellung oder
Verbesserung der Gewebeperfusion, zur Beseitigung von ischamischen Situationen
sowie zur Unterstitzung von Wundheilungsvorgangen zu verstehen (Timar et al.
2001).

Schultze - Mosgau et al. konnten eine Reduktion der Anzahl und des Durchmessers
der Kapillarstrukturen im vorbestrahlten Transplantatlager als Hauptursache fur
Einheilungsstorungen nach vaskularisierter Weichgewebs - Tx finden
(Schultze - Mosgau et al. 2002). Bestrahlung fihrt zu einer gebremsten endogenen
VEGF — Expression. Durch die tagliche topische Applikation eines rekombinanten
endothelialen Wachstumsfaktors (rVEGF) konnte am Tiermodell eine verstarkte
Neovaskularisation nach Weichgewebs - Tx im ersatzschwachen Lagergewebe nach

Radiatio gezeigt werden (Schultze - Mosgau et al. 2003).

Durch die kurze Halbwertszeit von 30 — 45 min von VEGF (Zhang et al. 2004) und
der Tendenz in die Blutbahn zu diffundieren, ergeben sich fur die klinische
Umsetzung Einschrankungen. Das exogen zugefuhrte VEGF kann in raumlich
entfernten Korperregionen zur Induktion der Angiogenese fihren und so unter
Umstanden die Neovaskularisation von okkulten Tumoren bedingen (Carmeliet 2005;
Simons et al. 2000). Weitere Auswirkungen durch die lokale Applikation von
Wachstumsfaktoren, wie das Auftreten von neointimaler Hyperplasie (Nabel et al.
1993) sowie niedrigem Blutdruck und Vasodilatation (Unger et al. 2000), wurden

beschrieben.



2.4.1 Beschriebene Therapieansatze

Far die klinische Anwendung von pro - angiogenetischen Therapieformen wird ein
effizientes und sicheres Delivery - System zur kontrollierten Induktion der

Angiogenese gefordert.

Im Rahmen des protein - therapeutischen Ansatzes werden Proteine unter
Verwendung von naturlichen sowie synthetischen Polymermatrix - Systemen in das
Zielgebiet appliziert. In PLGA - eingekapseltes VEGF wurde in einen im
Tissue - engineering hergestellten Darm appliziert, welcher anschlieRend in das
Omentum der Ratte implantiert wurde. Es konnte ein erhdhter Gehalt an VEGF im
Gewebe sowie eine verstarkte Proliferation der Epithelzellen und eine erhdhte

Kapillardichte festgestellt werden (Rocha et al. 2008).

Das Ziel der gentherapeutischen Therapieform ist die Integration der genetischen
Information des pro - angiogenetischen Faktors. Bei der in vivo Gentherapie macht
man sich die Eigenschaft von Viren zu Nutze, in Wirtszellen einzudringen und die
genetische Information in das Genom einzubauen. Der Einsatz unterschiedlicher
Viren u.a. Retroviren, Adenoviren und Lentiviren wurde beschrieben (Gaffney et al.
2007). Lubiatowski et al. konnten nach Applikation von Ad - VEGF eine erhodhte
Uberlebensflache am epigastrischen Lappenmodell der Ratte beobachten
(Lubiatowski et al. 2002). Aluigi et al. entwickelten eine nicht - virale, auf
Elektroporation basierende Gen - Transfer - Methode, die das genetische Material ex
vivo direkt in den Nukleus schleust — die Nukleofektion (Aluigi et al. 2006). Muller et
al. etablierten ein auf autologe Fibroblasten basierendes
VEGEF - Slow - Release - System. Die Fibroblasten wurden ex vivo durch
Nukleofektion unter Verwendung eines VEGF - codierenden Plasmid mit einer
Effizienz von 63% transfiziert. Die Zellen produzierten Uber einen Zeitraum von 14
Tagen aktives Transgen. Nach Injektion zwischen Subcutis und transplantierter
allogener Membran konnte eine beschleunigte Neovaskularisation der Membran
beobachtet werden. Fur die Applikation ist kein Co - Reagenz notwendig (Mueller et
al. 2010b). Es konnten keine lokalen und systemischen Nebenwirkungen

nachgewiesen werden (Mueller et al. 2010a).



Ein weiterer beschriebener therapeutischer Ansatz in der plastisch - chirurgischen
Forschung ist die Verwendung von Stammzellen mit angiogenetischem Potential.
Durch das Rekrutieren von EPCs konnte eine gesteigerte Neovaskularisation im

ischamischen Gewebe am Tiermodell nachgewiesen werden (Park et al. 2004).

2.5 Klinische Anwendungsmaoglichkeiten bei
Wundheilungsstorungen

Von den 150 Millionen an Diabetes erkrankten Patienten weltweit, leiden 15% unter
Fullulzerationen, welche sich zu chronischen Wunden entwickeln (Boulton et al.
2005) und fir die Hospitation dieser Patienten verantwortlich sind (Ko et al. 2011).
Ein hoher Blutzuckerspiegel beeintrachtigt die Funktion und Chemotaxis von
neutrophilen Granulozyten und daraus resultierend ist das Risiko einer Infektion und
Wundheilungsstorung erhoht. Die Entzindungsphase ist verlangert, die Angiogenese
eingeschrankt und die Kollagensynthese sinkt (Bennett et al. 2003). Die
Angiogenese ist fur die Bildung des Granulationsgewebes ebenso unentbehrlich wie
fur die Sauerstoff- und Nahrstoffzufuhr in das Wundgebiet (Li et al. 2003). Reduzierte

Angiogenese tragt so zu nicht heilenden Wunden bei (Falanga 2005).

Vorherige Studien an Mausen haben bereits bewiesen, dass die Anwendung einer
Gen - Therapie mit dem Einsatz von Wachstumsfaktoren den Wundheilungsprozess
in diabetischen Wunden begunstigt (Jazwa et al. 2010; Yoon et al. 2009). Daruber
hinaus ist ein Rekombinant des humanen PDGF, Beclapermin, bereits zur
Behandlung von diabetischen Wunden im Einsatz (Harding et al. 2002). Der Nachteil
dieses Medikaments besteht allerdings in der taglichen Applikation bedingt durch die

kurze Halbwertszeit im Korper.

Weiterhin fordern mesenchymale Stammzellen des Knochenmarks die Heilung von
diabetischen Wunden. Die Stammzellen férdern die Reepithelialisierung,

Zellinfiltration und Angiogenese (Wu et al. 2007).



3 Ziele der Arbeit

In der plastisch - rekonstruktiven Chirurgie besteht die Hauptaufgabe darin,
verlorengegangenes Gewebe bzw. Organe moglichst durch gleichwertiges Gewebe
zu ersetzen und so dessen Funktion, sofern moglich, wieder herzustellen. Dabei
unterliegen diese Eingriffe einem besonderen asthetischen Anspruch. Durch
Tumorerkrankungen im Mund-, Kiefer- und Gesichtsbereich kommt es haufig zu
Defekten, die weitestgehend nur mit der Verpflanzung von Transplantaten gedeckt
werden konnen. Eine optimale Wundheilung tragt entscheidend zum Erfolg der freien
Transplantation bei. Diese kann jedoch durch intrinsische als auch extrinsische
Faktoren beeintrachtigt werden. Zu den extrinsischen Ursachen zahlt man unter
anderem eine vorhergehende Radiatio als auch endokrine Stérungen wie dem
Diabetes mellitus. Ein Sauerstoffmangel (Ischamie) wie auch die Wundinfektion
werden dem intrinsischen Ursachenkomplex zugeordnet. Um auch Patienten mit
gestorter Wundheilung ein optimales Transplantationsergebnis zu ermadglichen,
wurde ein auf Fibroblasten - basierender VEGF - Gentransfer zur experimentellen

Prafabrikation myocutaner Weichgewebstransplantate entwickelt.
Vorherige Studien zeigten folgende Ergebnisse:
VEGEF - transfizierte Fibroblasten setzen 14 Tage aktives Transgen frei.

Nach Injektion in Bereich von Kollagenmembranen konnte eine
beschleunigte Neovaskularisation der Membran am Rattenmodell sowie

eine Induktion der endogenen VEGF - Expression beobachtet werden.

Es besteht keine Gefahr des Trafficking in andere Organe (keine

systemischen Nebenwirkungen).

Das Ziel dieser Arbeit ist es nun den optimalen Applikationszeitpunkt der auf
Fibroblasten - basierenden Gentherapie zur Verbesserung der Weichgewebeheilung
im Muskelgewebe zu ermitteln und so den Einfluss des Applikationszeitpunktes auf
die Effektivitat dieser Gentherapie in vivo zu bestimmen. Die Zellapplikation wurde
entweder 14, 7 oder 0 Tage vor Tx - Hebung vorgenommen. Im Anschluss wurde bei

jeder Ratte je eine Probe des oberflachlichen M. graciles, eine des kaudalen Anteils



und eine des kranialen Anteils des Muskels entnommen und auf
VEGF - Konzentration bzw. VEGF - Expression hin untersucht. Als Kontrollgruppe

dienten Ratten mit injizierten untransfizierten Fibroblasten bzw. PBS.
Folgende Hypothesen werden im Rahmen dieser Arbeit untersucht:

Die simultane Therapievariante ist am  effektivsten hinsichtlich

VEGF - Expression und - Konzentration.

Nach der Injektion der VEGF - transfizierten Fibroblasten ist zu erwarten, dass
eine erhdohte Konzentration an VEGF sowie eine erhdhte Expression von
VEGF in den oberflachlichen Anteilen des M. graciles der Versuchsgruppe

festzustellen sein wird.

Die Konzentration und Expression von VEGF in Proben des kaudalen und
kranialen Anteils des M. graciles werden sich nicht von denen der

Kontrollgruppe unterscheiden.



4 Methodik

4.1 Tierversuch

Chemikalien

Ampicillin

Antibiotikum

Basic Nucleofector Kit (Primary Fibroblasts)
Diethylether

Dispase

Dulbecco’s modified Eagle’s medium
Endo Free - Plasmid Maxi Praparation
Escherichia coli Bakterien (StammDH5a)
Fetal calf serum

Isofluran-Actavis

Ketavet (Ketaminhydrochlorid)
Kollagenase

LB - Agar (Lennox; pH 7,0)

Methylbutan

PBS

pcDNA3.1/n V5 DEST™

Rompun® TS 50 mg/ml

S.0.C. Medium

Softasept

X - Gal

Materialien
5 ml Pipetten, 10 ml Pipetten, 25 ml Pipetten

Anatomische Pinzette

Invitrogen®, U.K.

Sigma - Aldrich®, U.S.A.

AMAXA, Koln, Dt.

Fischar, Saarbriicken, Dt.

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Dt.
Gibco®, Paisley, U.K.

Qiagen, Hilden, Dt Qiagen

Invitrogen®, Carlsbad, U.S.A.

Gibco®, Paisley, U.K.

DeltaSelect GmbH, Dreieich, Dt.

Pfizer GmbH, Berlin, Dt.

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Dt.
BD Difco™, Maryland, U.S.A.

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Dt.
Invitrogen®, Carlsbad, U.S.A.
Invitrogen®, Carlsbad, U.S.A.

Bayer AG, Leverkusen, Dt.

Invitrogen®, Carlsbad, U.S.A.

Braun AG; Melsungen, Dt.

PROMEGA GmbH, Mannheim, Dt.

Greiner, Bio - one, Frickenhausen, Dt.

KLSmartin, Tuttlingen, Dt.



Augenstabchen

Chirurgische Pinzette

Handschuhe (Micro - Touch®Sensi - Clean™)

Knipfpinzette

Makrolon Typ Il Kafige

Mulltupfer

Nadelhalter

Nierenschale

Petrischale

PP Réhrchen 50 ml, PP Roéhrchen 15 ml
Praparierschere

T25 Kulturflasche

Tamponade
Standardpelletnagerfutter N° 1320,
2/0 Seidenfaden

4.0 Vicryl-Faden

Kanulle Terumo® SurGuard®2 ; 0,7 mm x 25 mm

Gerite

Axioplan Mikroskop
Inkubator

Nukleofektor |

Thermoblock

Tierwaage

Z2 cell and particle Counter

Zentrifuge Biofuge fresco

Programme

AxioVision Rel. 4.7

Lohmann&Rauscher GmbH, Neuwied, Dt.
KLSmartin, Tuttlingen, Dt.

Ansell GmbH, Minchen, Dt.
KLSmartin, Tuttlingen, Dt.
Techniplast, Varese, Italien
Fuhrmann GmbH, Kéln, Dt.
KLSmartin, Tuttlingen, Dt.

KLSmartin, Tuttlingen, Dt.

Greiner, Bio - one, Frickenhausen, Dt.
Greiner, Bio - one, Frickenhausen, Dt.
KLSmartin, Tuttlingen, Dt.

Greiner, Bio - one, Frickenhausen, Dt.
Lohmann & Rauscher, Rengsdorf, Dt-
Altromin, Lage, Dt.

Ethicon, Nordstedt, Dt.

Ethicon, Nordstedt, Dt.

MSG, Wuppertal, Dt.

Carl Zeiss AG, Oberkochen, Dt.
Heraeus, Hanau, Dt.

AMAXA, KolIn, Dt.

Eppendorf, Hamburg, Dt.
Satorius, Géttigen , Dt.
Beckman Coulter, Krefeld, Dt.

Heraeus, Hanau, Dt.



4.1.1 Versuchstiere

In dieser Arbeit wurden 120 mannliche, drei Monate alte Albino - Ratten des
Auszuchtstammes Wistar (Harlan Winkelmann GmbH, Borchen, Germany) mit einem
Gewicht von 200 bis 250 Gramm verwendet. Zur Identifikation wurden die Tiere mit
einer Ohrmarkierung versehen. Die Ratten wurden zu jeweils 5 Tieren in Makrolon
Typ Il K&figen bei einer Temperatur von 22 + 0,5 °C, 55% Luftfeuchtigkeit und einen
12 h Tag-/ Nachtrhythmus gehalten. Sie erhielten ein Standardpelletnagerfutter und

frisches Wasser nach Bedarf.

Der Tierversuch wurde durch das Thiringer Landesamt fur Lebensmittel und
Verbraucherschutz genehmigt (N 02-002/09).

Die Versuchstiere wurden randomisiert in sechs Gruppen eingeteilt.

Versuchsgruppe:

Gruppe Probennummer Tx - Hebung Entnahmezeitpunkt
I1 n=41-45 simultan mit Injektion 3. Tag p. op.
|12 n =46 -50 simultan mit Injektion 5. Tag p. op.
13 n=51-55 simultan mit Injektion 7. Tag p. op.
14 n=6-10 simultan mit Injektion 14. Tag p. op.
11 n=21-25 7 d nach Injektion 3. Tag p. op.
12 n=26-30 7 d nach Injektion 5. Tag p. op.
I3 n=31-35 7 d nach Injektion 7. Tag p. op.
4 n=236-40 7 d nach Injektion 14. Tag p. op.
11 n=1-5 14 d nach Injektion 3. Tag p. op.
12 n =56 - 60 14 d nach Injektion 5.Tag p. op.
13 n=11-15 14 d nach Injektion 7. Tag p. op.
4 n=16-20 14 d nach Injektion 14. Tag p. op.

Kontrollgruppe PBS /native Fibroblasten:

Gruppe Probennummer Tx - Hebung Entnahmezeitpunkt

V1 n=41-45 simultan mit Injektion 3. Tag p. op.



IV 2 n=46-50 simultan mit Injektion 5. Tag p. op.

IV 3 n=51-55 simultan mit Injektion 7. Tag p. op.
IV 4 n =56 - 60 simultan mit Injektion 14. Tag p. op.
VA1 n=21-25 7 d nach Injektion 3. Tag p. op.
V2 n=26-30 7 d nach Injektion 5. Tag p. op.
V3 n=31-35 7 d nach Injektion 7. Tag p. op.
V4 n=236-40 7 d nach Injektion 14. Tag p. op.
VI1 n=1-5 14 d nach Injektion 3. Tag p. op.
V12 n=6-10 14 d nach Injektion 5.Tag p. op.
VI 3 n=11-15 14 d nach Injektion 7. Tag p. op.
V14 n=16-20 14 d nach Injektion 14. Tag p. op.

4.1.2 Anasthesie

Die Tiere wurden einzeln in ein Glasgefall Uberfihrt und durch das
Inhalationsnarkotikum Isofluran - Actavis sediert. AnschlieBend erfolgte die
intramuskulare Injektion der Narkotika [Mischinjektion Ketamine (Ketavet)/
Xylazine (Rompun®TS) im Verhaltnis 2:1] in den Oberschenkelmuskel des in
Rickenlage befindlichen Tieres (2,5 ml/kg KG). Nach ca. 15 min konnte mit der

Operation begonnen werden.

4.1.3 Zungenbiopsie

Die Ratte wurde in Seitenlage auf einem Plexiglas - OP - Tisch, abgedeckt mit
sterilen Tuchern, positioniert. Die Augen wurden durch einen in Kochsalzlosung
getrankten Gaze - Tupfer geschitzt. Mit einem 4.0 Vicryl - Faden wurde die Zunge
nach aullen verlagert. Zur Pravention vor Aspiration wurde eine Rachentamponade
gelegt. Pro Ratte wurden von der lateralen Zungenregion zwei schmale
Schleimhautstreifen in der Grélke 2 x 5 mm unter dem Mikroskop prapariert
(Abbildung 3). Nach Blutstillung mit einem Mulltupfer wurde die Wunde der freien



Granulation Uberlassen. Die Ratten wurden in stabiler Seitenlage in Einzelkafigen

zurlckgelassen, um Kannibalismusschaden vorzubeugen.

Abbildung 3: Intraoperative Aufnahmen (A) Zungenbiopsie (B) Schleimhautpraparat der Zunge.

4.1.4 Isolation und Kultivierung der Fibroblasten

Fir die Isolierung der autologen Fibroblasten wurden zunachst die Proben zweifach
in steriler PBS mit Zusatz von 100 IU/ml Penicillin G, 0,25 pug/ml Amphotericin B und
100 pg/ml Streptomycin gewaschen. Die Proben wurden mittels Einmalskalpell
mechanisch zerkleinert und durch einen Enzymcocktail aus
0,03%iger Kollagenase / 0,01%iger Dispase Il in PBS fur 2 - 3 h bei 37 °C verdaut.
Der Verdau wurde durch das Hinzufugen von 1% FCS in PBS gestoppt. Nach
Zentrifugation (5 min, 2.000 rom) wurde der Uberstand abgenommen und die
verbleibenden Zellen in frischem Kulturmedium resuspendiert. Das Kulturmedium
entsprach DMEM mit einem Zusatz von 10% FCS und 1% Penicillin / Streptomycin,
um einer Kontamination vorzubeugen. Die Zellen wurden anschlieBend in T25
Kulturflaschen Uberfihrt. Es folgte die Inkubation flir mehrere Tage bei einer
Atmosphare von 37 °C und 5% CO; im Inkubator, wobei alle drei Tage ein
Mediumwechsel unter sterilen Bedingungen vorgenommen wurde. Zunachst wurde
daflr das alte Kulturmedium abgesaugt und die Zellen mit PBS gewaschen, welches
anschlielRend wieder abgesaugt wurde. Durch Zugabe von
2,5 mg/ml Trypsin / 0,2 mg/ml EDTA und dreiminttiger Inkubation bei 37 °C wurden
die Zellen von dem Flaschenboden gelést. Nach Verwerfen von EDTA / Trypsin

wurde frisches Kulturmedium hinzugegeben.



Nach Erreichen einer 80%igen Konfluenz wurde die Zellzahl gemessen. Die
Charakterisierung der Zellen erfolgte an Hand morphologischer Merkmale
(langgestreckte Zellkérper, lineare oder bundel - ahnliche Ausrichtung der Zellen)
mittels Phasenkontrastmikroskopie. Die Zellen wurden wie beim regelmafigen
Mediumwechsel von dem Flaschenboden gelost und anschlieend zentrifugiert
(5 min, 1.500 rpm). Das entstandene Zellpellet wurde in 500 yl PBS resuspendiert.

Die Zellzahl konnte nun im Z2 Cell and Particle Counter bestimmt werden.

4.1.5 Gentechnologische Arbeiten

Der PVEGF 1643.1/nV5 wurde vom Institut far Pathologie,
Friedrich - Alexander - Universitat Erlangen - Nurnberg zur Verfugung gestellt. Die
cDNA des VEGF 164 (PVEGF1643.1/nV5) wurde durch das
Gateway® - Klonierungsverfahren der Firma Invitrogen in den eukaryontischen
Expressionsvektor pcDNA3.1/nV5-DEST™ (7136 bp) subkloniert (Abbildung 4). Per
LR - Reaktion wurde die VEGF4s4 - Sequenz zwischen der Rekombinationskassete
attR1 und attR2 transferiert. Unter Kontrolle eines konstitutiv aktiven

CMV - Promotors wurde VEGF g4 als C-terminales V5 - Fusionsprotein exprimiert.

oA . 1 VD -DEST
—— 136 bp

Abbildung 4: Karte des Plasmids pVEGF ¢, 3.1/n V5 (Invitrogen®)



Durch Hitzeschock wurde das erhaltene Plasmid in Escherichia coli Bakterien des
Stammes DH5a transformiert (Inkubation im Thermoblock bei 42 °C fur 45 sec). Die
Bakterien wurden auf LB / Ampicillin - enthaltenen Selektionsplatten ausgestrichen.
Uber Nacht gewachsene Kolonien (Inkubation bei 37 °C) wurden mittels
EndoFree - Plasmid Maxi Praparation Kit aufgereinigt und nachfolgend sequenziert.
Die erhaltenen Sequenzen wurden auf den richtigen Leserahmen hin Uberpruft und

mit Hilfe von BLAST mit der Datenbank verglichen.

4.1.6 Transfektion

Entsprechend des weiteren Versuchsablaufs wurden die isolierten autologen
Fibroblasten der Versuchsgruppe (n = 60) mit pVEGF643.1/nV5 transfiziert, wahrend
die der Kontrollgruppe (n = 60) nativ belassen wurden. Die Fibroblasten wurden

anschliefRend Uiber einen Zeitraum von 24 h weiter kultiviert.

Die Transfektion der primaren Fibroblasten der Versuchsgruppe wurde durch
Nukleofektion, einem non - viralen Gentransfer, mittels des AMAXA Basic
Nucleofector Kit ,Primary Fibroblasten“ nach Vorgaben des Herstellers durchgefuhrt
(Programm A-024). 1 x 10’ Fibroblasten und 3 pg pVEGF1643.1/nV5 wurden dazu mit
100 pl Nukleofektions - Losung versetzt. Durch kurzzeitige Depolarisation der

Zellmembran konnte das Plasmid bis in den Zellkern gelangen.

FiUr die weitere Kultivierung der transfizierten Fibroblasten wurden 4 ml DMEM mit
einem Zusatz von 10% FCS und 1% Penicillin / Streptomycin verwendet. Die Zellen
wurden bei 37 °C und 5% CO; im Inkubator kultiviert.

Die Transfektionseffizienz konnte nach Transfektion der Fibroblasten mit einem
pmaxGFP  durch Fluoreszenzmikroskopie bestimmt werden. Unter dem
Fluoreszenzmikroskop mit GFP - Filter (Anregung: BP 485/20, Strahlenteiler: FT 510,
Emission: LP 515) wurde bei einer Wellenlange von 488 nm der Anteil grin
fluoreszierender Zellen bestimmt. Die optische Beurteilung erfolgte nach 12 bzw.
48 h.



4.1.7 Injektion und Tx - Hebung

Den Tieren der Versuchsgruppe wurden 1 x 10’ autologe VEGF - transgene
Fibroblasten in die Region zwischen M. graciles und der Subkutis injiziert. Den
Tieren der Kontrollgruppe wurden ipsilateral 1 x 10" nativ - belassene autologe
Fibroblasten und kontralateral PBS in selbige Region injiziert. Die Injektion erfolge
14 Tage vor Tx - Hebung (n = 20), 7 Tage vor Tx - Hebung (n = 20) oder simultan mit
Tx - Hebung (n = 20).

Unter sterilen Bedingungen mit mikrochirurgischen Techniken und Instrumenten
wurde die Tx - Hebung durchgefiihrt. Zunachst wurden die Ratten wie in 4.1.2
beschrieben anasthesiert. Nach einer Inzision in die Region des M. graciles wurde
die A. femoralis von der Vene separiert. Die rechte und linke oberflachliche
A. femoralis wurde durch Einzelknopfndhte von der Blutzufuhr abgetrennt
(Abbildung 5). AnschlieRend wurde die Wunde mit 2/0 Seidennahten geschlossen.
Nach 3, 5, 7 oder 14 Tagen p. op. wurden die Tiere durch Hyperinsufflation mit
Atherdampf getdtet. Gewebeproben des oberflachlichen, des kaudalen und des

kranialen Anteils des M. graciles wurden entnommen.

Abbildung 5: Legierung der A. femoralis (A) Op-Skizze (B) intraoperative Fotoaufnahme



4.2 Real - time Polymerasekettenreaktion

Um kleine Mengen an DNA molekularbiologischen Analysen zuganglich zu machen,
wurde die Methode der Polymerasekettenreaktion entwickelt (Mullis et al. 1987).
Quantitative Aussagen waren jedoch nicht mdglich. Durch die EinfUhrung der
Real - time PCR, eine Erweiterung basierend auf einen kinetischen Ansatz, wurde
1992). Die Real -

Polymerasekettenreaktion stellt eine sehr zuverlassige und genaue Methode zur

die quantitative Analyse ermdglicht (Higuchi et al. time

relativen Quantifizierung von spezifischer RNA in der Molekularbiologie dar.

Chemikalien
Chloroform (Roti ® - phenol/C/I )
DEPC - Wasser 0,1%
Ethanol
PureZol'" RNA Isolation Reagent
QuantiTect® Primer Assay
- rVEGF-Primer (Rn_RGD:619991_1_SG
- B-Actin Primer (Rn_Actb_1_SG)
QuantiTect' RT Mix
RNAse free water
Rotor - Gene SYBR Green RT - PCR Master Mix
Stickstoff (flussig)

TE Buffer pH 8.0

Materialien

72 - rt PCR Well Platte

Eppendorf Gefale

Eppendorf-Pipette 100 ul -1000 pl ; 10 pl-100 ul;
1l

filtertips hydrophob Pipettenspitzen 1000 pl;
0,5-10 pl; 1-100 pl

Mérser

PCR - Tubes

Pinzette

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Dt.
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Dt.
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Dt.
BioRAD, Minchen, Dt

Qiagen, Hilden, Dt.

Qiagen, Hilden, Dt.

Qiagen, Hilden, Dt.

Qiagen, Hilden, Dt.

Qiagen, Hilden, Dt.

Linde AG, Pullach, Dt.

ambion®, U.S.A.

Eppendorf AG, Hamburg, Dt.
Eppendorf AG, Hamburg, Dt.
Eppendorf AG, Hamburg, Dt.
neolLab, Heidelberg, Dt.
Sigma - Aldrich®, U.S.A.
Qiagen, Hilden , Dt.

KLSmartin, Tuttlingen, Dt.



Schale
Skalpell

Spachtel

Gerite

Nano - drop Spektrophotomter
Rotor - Gene Q

Vortex Genie 2

Zentrifuge Biofuge fresco

Sigma - Aldrich®, U.S.A.
Dahlhausen, Koln, Dt.

KLSmartin, Tuttlingen, Dt.

Thermo Scientific, Minchen, Dt.
Qiagen, Hilden, Dt.
Scientific industries Si, U.S.A.

Heraeus, Hanau, Dt.

Programme
Nano - drop 7.0

Rotor - Gene Q Series Sortware 2.0.2.

4.2.1 RNA - Isolierung

Die bei -20°C gelagerten Gewebeproben (Gewicht < 20 mg) wurden mit einem
sterilen Skalpell in ca. 3 mm? grolRe Stucke =zerkleinert. Zur weiteren
Gewebezerkleinerung wurde das Gewebe mit flussigem Stickstoff versetzt und
anschlie®end mit einem Pistill in einem Morser zu einem feinen Pulver zermurbt. Das

Gewebepulver wurde in ein RNase - freies Eppendorf - Gefal® tberflhrt.

Die RNA - Isolierung erfolgte nach der ,single step“ Methode von Chomczynski unter
Verwendung von PureZol - Reagent (Chomczynski et al. 1987). Dabei wurde das
Gewebepulver mit 1 ml PureZol - Reagent versetzt und auf dem Vortex fur 10 sec
homogenisiert. Nach finfminttiger Inkubation auf Eis folgte ein Zentrifugationsschritt
(10 min, 0°C, 12.000 rpm). Das PureZol - Reagent enthdlt u.a.
Guanidiniumisothiocyanat, welches die Enzymaktivitat der RNAse hemmt, wahrend
es zeitgleich die Zellen lysiert. Der Uberstand wurde abpipettiert und mit jeweils
200 ul Chloroform vermengt. Nach einer Inkubationszeit von 5 min bei RT wurde der
Reaktionsansatz fir 15 min zentrifugiert (4°C, 12.000 rpm). Drei Phasen haben sich

formiert: eine obere farblose wassrige Phase, die die RNA enthalt, eine dinne weille



Interphase, die die DNA enthdlt und eine untere rote organische Phase, die
hauptsachlich Proteine enthalt. Fur die Prazipitation der RNA wurde die obere
wassrige Phase mit 500 pl Isopropanol versetzt. Nach funfmaligem Invertieren und
zehnminutiger Inkubation bei RT folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt fir 15 min
(4°C, 12.000 rpm). Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet mit 70%igem
Ethanol (verdunnt mit DEPC - Wasser) resuspendiert. Nach erneutem Zentrifugieren
fir 15 min wurde der Uberstand verworfen und das Pellet fiir ca. 10 min an der Luft

getrocknet. Das Pellet wurde mit 20 pul RNase freiem Wasser resuspendiert.

Die RNA - Ausbeute wurde mit Nano - drop Uber die spektralphotometrische
Messung der Absorption im Eluat bei 260 nm (A260) bestimmt. Die Absorptionswerte
bei 260 nm sollten zwischen 0,15 und 1,0 liegen, um eine moglichst genaue
Messung zu erhalten. Falls notig wurde die gewonnene Konzentration an RNA mit
DEPC - Wasser verdinnt. Eine Absorptionseinheit bei 260 nm entspricht einer
Konzentration von 40 uyg RNA/ml. Um eine madgliche Proteinkontamination oder
Verunreinigung durch DNA ausschlief3en zu kdnnen, wurde zusatzlich die Absorption
bei 280 nm bestimmt. Dabei sollte der Quotient der optischen Dichte OD260 / OD280
zw. 1,7 und 2,0 liegen (Sambrook et al. 1989).

FiUr jeden Reaktionsansatz wurden 10 ng/ul total RNA bendtigt. Die RNA - Proben
wurden dazu mit DEPC - Wasser verdinnt. Je nachdem wie hoch der total

RNA - Gehalt lag, wurde eine geeignete Verdinnung (1:1000; 1:100; 1:10) gewahlt.

4.2.2 Quantifizierung der mRNA

Die relative Quantifizierung der mRNA erfolgte unter dem Einsatz des Rotor - Gene
SYBR Green RT - PCR Kit und des Rotor Gene Q Cycler System. Die Reaktion
verlief im Fast One - Step Rt - PCR Programm. Pro Durchlauf konnten 72
Reaktionsgefale, darunter immer zwei Negativkontrollen (9,75 ul RNase freies

Wasser), mitgefuhrt werden (72 - well - rotor). Jede Probe lief als Triplett.



Das Reaktionsvolumen fur jedes einzelne Reaktionsgefal betrug 25 ul und setzte

sich wie folgt zusammen:

Chemikalie Reaktionsansatz (Total = 25pl)
10 x QuantiTect Primer Assay 2,5l
2 x Rotor - Gene SYBR .Green Rt - PCR Master 12,5 ul
RNase - fr'\gli)e(s Wasser variabel (max. 9,75 pl)
Rotor - Gene RT Mix 10 0,25 pl
Template RNA < 10 ng/Reaktion

Fur jede Probe wurde das Volumen an total RNA berechnet, welches pro

Reaktionsansatz benotigt wurde.
Berechnungsbeispiel: total RNA - Gehalt = 3,463 ng/ul

@ 10 ng /3,463 ng/pl = 2,89 ul total RNA
9,75 pl - 2,89 ul = 6,86 ul RNase - freies - Wasser

Durch eine reverse Transkriptase, eine RNA - abhangige DNA - Polymerase, erfolgte
die Umschreibung der mRNA in komplementare DNA. Die Synthese der cDNA
erfolgte bei 55°C uber einen Zeitraum von 10 min und wurde Uber eine Inaktivierung
der reverse Transkriptase durch einen Temperaturanstieg auf 95°C Uber 5 min
beendet. Durch den Temperaturanstieg wurde daruber hinaus die HotStarTaq Plus
DNA - Polymerase aktiviert (Abbildung 6).

The run will take apprecamabely B1 minute(s] to complete. The graph below represents the iun bo be performed :

A

Chck on & cycle below o modify # :

Haold Inzert after...
Cyching Inzet before...
Remaove

Hold Temperature: g5 I deg

Hold Time:: ilmhsilm:s

Abbildung 6: Fast One - Step Rt - PCR Programm. Inaktivierung der reverse Transkriptase bei 95°
Uber 5 min. Nachfolgend Amplifizierung der cDNA Uber 40 Zyklen.




Die cDNA wurden innerhalb von 40 aufeinanderfolgenden Zyklen exponentiell
amplifiziert. Ein Zyklus setzte sich aus drei Phasen zusammen: Denaturierung,
Annealing und Extension. Wahrend der Denaturierung bei 95°C l|6sten sich die
Wasserstoffbrickenbindungen zwischen den komplementaren Basenpaaren der
DNA - Strange. Die DNA - Einzelstrange waren so fur die Primer zuganglich, die sich
durch eine komplementare Basen - Sequenz an die zu amplifizierenden
DNA - Strange anlagerten. Ausgehend von dem Primer konnten nun die
DNA - Einzelstrange in 5° — 3' - Richtung durch die hitzestabile Polymerase
komplementiert werden. Annealing und Extension erfolgten kombiniert bei 60°C
(Abbildung 7).

Thiz cycle repeatz 40 |Iine[s].
Chck on one of the steps below to modify it, or press + or - bo add and remove steps for this cucle.

I Timed Step 3 _'I_L]

9 deg 95 deq. for 5 zecs

5 seconds
Mot Acquiing

i- Long Range

i B0 deq. for 10 secs
auchdown

Abbildung 7: Ablauf eines PCR - Zyklus. Ein Zyklus setzt sich aus drei Phasen zusammen:
Denaturierung (95°, 5 sec), Annealing und Extension (60°, 10 sec).

Die DNA - Amplifikation verlauft exponentiell. In der exponentiellen Phase (entspricht
der linearen Phase in der logarithmischen Darstellung) ist in jedem Zyklus eine
Verdopplung der DNA - Menge zu verzeichnen. Hier erfolgt die Untersuchung der
DNA - Amplifikation. Als Marker wurde das SYBR Green verwendet, welches in den
Zwischenraumen der DNA - Helix interkaliert und fluoresziert. Bei Abwesenheit von
doppelstrangiger DNA fluoresziert SYBR Green gering. Je mehr doppelstrangige
DNA gebildet wird, desto mehr SYBR Green bindet und das Fluoreszenzsignal wird
starker. Das Fluoreszenzsignal ist proportional zur amplifizierten DNA - Menge, und
verlduft somit ebenfalls exponentiell. Wenn das Fluoreszenzsignal den
Schwellenwert (Treshold) erreicht, wird die Zykluszahl vermerkt. Der Schwellenwert
wurde bei 10" RFU definiert (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Logarithmische Darstellung der PCR - Daten. Der Treshold wurde bei 10" RFU

festgelegt. Wenn das Fluoreszenzsignal den Schwellenwert erreicht, wird die Zykluszahl vermerkt.

Die ermittelten C;- Werte des zu untersuchenden Gens VEGF und des Referenzgens
R - Actin, einem konstitutiv exprimiertem House - Keeping Gen, wurden mit Hilfe der
DeltaDeltaC; - Methode ausgewertet. Dazu wurde zunachst der C; - Wert des
House - Keeping Gens vom C; - Wert des Zielgens abgezogen. So konnte
gewahrleistet werden, dass sich global methodische Fehler (Effizienz der reversen
Transkriptase, Effizienz der RNA - Isolierung), die alle Gene in gleichem Male
betreffen, weitestgehend aufheben (Normalisierung der Daten). AnschlieRend wurde

der AAC; - Wert zwischen beiden Gruppen ermittelt.

AC; - Gy (VEGF) — C (B - Actin)

AAC; = AC; (Versuchsgruppe) — AC; (Kontrollgruppe)

Ratio = 224¢



4.3 In - Situ Hybridisierung

Die In - Situ Hybridisierung stellte eine Nachweismethode zum direkten Nachweis
von Nukleinsdure wie RNA dar. Es ist so mdglich qualitative Aussagen uber die
Expression eines bestimmten Gens zu treffen. Die Markierung erfolgt Uber den
Einbau modifizierter Gene. Man spricht von in - situ, da man die Nukleinsaure direkt

in dem jeweiligem Gewebe nachweist.

Chemikalien

1,4 - Dithiothreitol (DTT)
10 x Puffer R

10 x Tango Puffer

10 x DIG RNA Labeling Mix
10 x Taq Puffer

50 x TAE-Laufpuffer

5 x Transkriptionspuffer
6 x Loadingbuffer
Agarosepulver
Ampicillin

Blocking - Reagent
BSA Fraction V
Dextransulfat

dNTPs

EDTA

Endo Free Plasmid - Purification Maxi - Kit
Ethidiumbromid

Eukitt

Ficol 400

Formamid

HCI

IPTG

PROMEGA GmbH, Mannheim, Dt.
Fermentas GmbH, St.Leon-Rot, Dt.
Fermentas GmbH, St.Leon-Rot, Dt.
Roche, Mannheim, Dt.

Fermentas GmbH, St.Leon-Rot, Dt.
Fermentas GmbH, St.Leon-Rot, Dt.
Fermentas GmbH, St.Leon-Rot, Dt.
Fermentas GmbH, St.Leon-Rot, Dt.
Fermentas GmbH, St.Leon-Rot, Dt.
Invitrogen®, U.K.

Roche, Mannheim, Dt.

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Dt.
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Dt.
Fermentas GmbH, St.Leon-Rot, Dt.
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Dt.
Qiagen, Hilden, Dt.

Fermentas GmbH, St.Leon-Rot, Dt.
KindlerGmbH&Co, Freiburg, Dt.
Sigma - Aldrich®, U.S.A.

Sigma - Aldrich®, U.S.A.

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Dt.

PROMEGA GmbH, Mannheim, Dt.



KCI
KH,PO,
LB - Agar (Lennox; pH 7,0)
Marker-Gene Ruler gkb Plus DNA
MgCl,
Mineraldl
Na,HPO, x 2H,0
NaCl
NaOH (Tablette)
One Shot® E.Coli
Paraformaldehyd
PBS
Poly - A - RNA
Polymerase (T3/T7/Sp6)
Polyvenylpyrolidon
Primer
QlAquick Gel Extractions Kit

QG Puffer

PE Puffer
Restriktionsenzyme (Xbal, Hindlll)
RNasin Ribonuclease Inhibitor
S.0.C. Medium
Taq Polymerase
TB - Medium
TEA
TOPO TA Cloning Dual Promotor Kit
Tri — Na - Citrat x 2H,0O
TRIS - Base (Tris(hydroxymethyl)aminomethane)
TRIS - HCI
Tween 20
X - Gal

Yeast tRNA

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Dt.
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Dt.
BD Difco™, Maryland, U.S.A.
Fermentas GmbH, St.Leon-Rot, Dt.
Fermentas GmbH, St.Leon-Rot, Dt.
Sigma - Aldrich®, U.S.A.

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Dt.
J.T. Baker, Niederlande

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Dt.
Invitrogen, Paisley, U.K.

Merck, Hohenbrunn, Dt.
Invitrogen®, Carlsbad, U.S.A.
Biocompare, U.S.A

Fermentas GmbH, St.Leon-Rot, Dt.
Sigma - Aldrich®, U.S.A.
Invitrogen, Paisley, U.K.

Qiagen, Hilden, Dt.

Gibco®, Paisley, U.K.

PROMEGA GmbH, Mannheim, Dt.
Invitrogen, Paisley, U.K.
Fermentas GmbH, St.Leon-Rot, Dt.
Invitrogen, Paisley, U.K.
BioWORLD, U.S.A.

Invitrogen, Paisley, U.K.

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Dt.
Merck KGaA, Darmstadt, Dt.

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Dt.
Dako Cytomation, Eching, Dt.
PROMEGA GmbH, Mannheim, Dt.

Roche, Mannheim, Dt.



Losungsansitze

10 x PBS

20x SSC

3% PFA in PBS

50 x Denhardt’s Lésung

Bl

BllI

Blockierungslésung

Farbe - Losung

Grundmix 10 x

Mastermix

TEA (0,1 M)

TE - Puffer

TRIS

TRIS (1 M)

80 g NaCl

11,5 g Na,HPO,4 x 2H,0

2 g KClI

2 g KH2PO4

in 11 Aqua dest.; pH 7,2

175,3 g 3 M NaCl

88,2 g 0,3 M Tri - Na - Citrat x 2H,0
in 1000 ml Aqua dest.

pH 7,4

30 g Paraformaldehyd in 800 ml DEPC - Wasser
1 Tablette NaOH

100 ml PBS

pH 7,0 einstellen

auf 1000 ml mit Aqua dest. auffiillen
2,5 g Ficol 400

2,5 g Polyvenylpyrolidon

2,5 g BSA Fraktion V

in 250 ml Aqua dest.

120 ml 1 M TRIS

36 ml 5 M NaCl

in 1200 ml VE - Wasser

pH 7,5

100 ml 1 M TRIS

20 ml 5 M NaCl

50 ml 1 M MgCl,

in 1000 ml Aqua dest.

pH 9,5

1 g 0,5% Blocking - Reagent in 200 ml BI - Puffer

6 ml Blll

21 ul BCIP

27 ul NBT / 70%iges DMF

2,0ml1 M TRIS - HCI

2,0 ml 50 x Denhardt’s Lésung

2,0 ml Yeast tRNA (25 mg/ml)

2,0 ml poly - A - RNA (5 mg/ml)
0,2ml 0,5M EDTA pH 8,0

1,8 ml DEPC - Wasser

1333,2 yl 5 M NaCl

2000 pl Grundmix

1000 pl 2 M 1,4 Dithioreitol (DTT)
200 ul 0,1 M EDTA

4 ml Dextransulfat

14,7 g TEA in 1000 ml Aqua dest.
pH 8,0

5ml1MTRIS

1ml0,5MEDTA

in 500 ml VE-Wasser

pH 8,0

2,51 Aqua dest.

21,9 g NaCl

17,1 g TRIS - HCI

2,25 g TRIS - Base (Tris(hydroxymethyl) aminomethane)
2,5 ml Tween 20

pH 7,6

121,14 g TRIS in 1000 ml Aqua dest.
pH 7,6 mit 37%igem HCI einstellen



Materialien
Elektrophoresekammer
Mikrotom - Klingen
Objekttrager

PCR - Tubes

pH - Papier
Pipettenspitzen
QIAquick spin columnes
Skalpell

Tubes 2 ml

Gerite

Axioplan Mikroskop
Consort

Heizplatte

Inkubator

Kryostat

Labor - Waage LE323S
SYNOGBOX-EF
Thermocycler Rotor Gene Q
Thermomixer Compact
Vortex Genie 2

Zentrifuge Biofuge fresco

C.B.S. Scientific, U.S.A.
Feather, Japan

Menzel, Braunschweig, Dt.
Eppendorf AG, Hamburg, Dt.
Merck KGaA, Darmstadt, Dt.
neolLab, Heidelberg, Dt.
Qiagen, Hilden, Dt.
Dahlhausen, Kdln, Dt.

Eppendorf AG, Hamburg, Dt.

Carl Zeiss AG, Oberkochen, Dt.

Sigma - Aldrich®, U.S.A.
stuart, U.K.

Heraeus, Hanau, Dt.

Leica GmbH, Wetzlar, Dt.
Sartorius AG, Géttingen, Dt.
Synoptics, U.K.

Qiagen, Hilden, Dt.
Eppendorf, Hamburg, Dt.
Scientific industries Si, U.S.A.

Heraeus, Hanau, Dt.

4.3.1 Anfertigung der Praparate

Die bei -80°C in Stickstoff gelagerten Gewebeproben wurden im Kryostat (-25°C)
aufgetaut. Die Explantate wurden in Tissue - Tek eingebettet, wobei die
Schnittfihrung parallel zum Muskelquerschnitt gewahrleistet wurde. Die 10 pm
dicken Schnitte wurden auf saubere, fettfreie Objekttrager aufgeschmolzen und bei



37°C auf einer Heizplatte getrocknet. Von jeder Probe wurden zwei Objekttrager mit
je zwei Schnitten angefertigt. Ein Objekttrager diente der Sense- und der andere

Objekttrager der Anti - Sense - Farbung. Die Lagerung erfolgte bei -20°C.

Die Praparate wurden in PBS - Klvetten fur 10 - 15 min bei 4°C aufgetaut. Nach
funfminutiger Fixierung in 3% PFA / PBS folgte ein Waschvorgang in 1 x PBS
(10 min) und ein weiterer Waschvorgang in Aqua dest. (2 x 5min). Die Praparate
wurden in 0,1 M TEA Uber 20 min bei RT acyteliert. Nach funfminitigem
Waschvorgang in PBS wurden die Praparate in aufsteigender Ethanolreihe (70%,
80%, 100%) fur je 2 min dehydriert und schliel3lich bei RT getrocknet.

4.3.2 DNA - Isolierung und Amplifizierung

Unter Gebrauch des All - tissue DNA - Extraktions - Kits wurde die genomische DNA
aus den Fibroblasten der Wistar - Ratten isoliert. Die Zellen wurden mit Lyse - Mix

versetzt. Eine Inkubation von 30 min bei 65°C folgte.

Chemikalie Volumen (Total = 560pl)
Lyse 1 500 pl
Lyse 2 50 pl
Enzym 10 pl

Nach Zentrifugation (10 min, 4°C, 13.000 rpm) wurden 500 pl des entstandenen
klaren Uberstandes mit 375 pl Lyse 3 versetzt. Der Reaktionsansatz inkubierte bei
-20°C fur 5 min. Nach erneuter Zentrifugation (10 min, 4°C, 13.000 rpm) wurden
800 pl des entstandenen Uberstandes in ein neues Reaktionsgefal pipettiert. Durch
Zugabe von Isopropanol wurde die DNA gefallt und nach Zentrifugation (15 min, 4°C,
13.000 rpm) schlieRlich pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet mit

eiskaltem Ethanol resuspendiert.

Die Standard - PCR nach Kary Mullis dient der in vitro Amplifizierung der rVEGF
Sequenz fur die anschlieRende TOPO Klonierung. Um den zu amplifizierenden

DNA - Bereich von beiden Seiten einzugrenzen, wurden zwei Primer verwendet.



Forward - GAGAGGCCGAAGTCTGTTTG rVEGF-A (266 bp)
Reverse - CAGGCTCCTGATTCTTCCAG NM_0318363 (266 bp)

Pro Reaktionsansatz wurden 500 ng genomische DNA bendotigt. Der

Reaktionsansatz setzte sich wie folgt zusammen:

Chemikalie Volumen (Total = 50 pl)
DNA Template 1ul
10 x PCR Puffer mit (NH4)>SO4 5 pl
Primer Forward (10 pM) 1 ul
Primer Reverse (10 uM) 1 ul
MgCl, (25 mM) 6 ul
dNTPs (25 nM) 0,4l
TaqPolymerase 0,25 pl
ddH,0 35,35 pl

Die Reaktion lief im Thermocycler Uber ein fest definiertes Programm ab. Nach
dreiminudtiger initialer Denaturierung bei 94°C folgte die Amplifizierung der DNA in 35

aufeinanderfolgende Zyklen.

Dabei setzte sich ein Zyklus wie folgt zusammen:

Reaktionsschritt Temperatur Zeit
Denaturierung 94°C 3 min

Primer Annealing 60°C 30 sec

Primer Extension 72°C 1 min

Der letzte Syntheseschritt erfolgte bei 72°C Gber 10 min. Um einen Verdunsten des

Tubeninhalts vorzubeugen, wurde der Reaktionsansatz mit Mineraldl Uberschichtet.

Die Analyse der Amplifikationsprodukte erfolgte mit Hilfe der
Agarose - Gelelektrophorese. Fir die Herstellung eines nativen 1%igen
Agarose - Gels wurde 1g Agarosepulver unter Aufkochen in 100 ml



gebrauchsfertigem TAE - Laufpuffer gelost bis eine klare Losung entstand. Die
Lésung wurde auf 50°C abgekuhlt und mit 20 pl Ethidiumbromid versetzt, bevor es in

eine Gelkassette gegossen wurde.

Die gegossenen Gelkassetten wurden in einer horizontalen Elektrophoresekammer
mit TAE - Laufpuffer geflutet. Die DNA - Proben wurden mit Ladepuffer versetzt und
anschliefend in die Geltaschen pipettiert (15 pl). Beim Anlegen einer elektrischen
Spannung von 150 V wanderten die negativ geladenen Desoxyribonukleinsauren,
entsprechend ihrem Molekulargewicht mit einer Geschwindigkeit umgekehrt
proportional zum dekadischen Logarithmus der Anzahl der Basenpaare, durch die
Gelmatrix zur Anode. In jedem Gel lief ein Grollenstandard mit (10 pl), der eine

definierte Menge an DNA - Fragmente bekannter Basenpaarlange beinhaltet.

Die Analyse erfolgte am SYNOGBOX - EF unter UV - Bestrahlung. Die
Ethidiumbromidmolekule interkalieren zwischen den Basen der DNA und verandern
so ihr Anregungsspektrum. Das Fluoreszenzsignal nach UV - Bestrahlung des
interkalierten Ethidiums ist im Vergleich zu dem der freien Ethidiumbromidmolekile
im Gel stark erhoht (Wahl et al. 1970). Die DNA - Banden konnte klar vom dunklen
Hintergrund unterschieden werden. Die Expositionsdauer wurde auf ein Minimum
begrenzt, um DNA - Schaden zu vermeiden. Die Banden wurden fotodokumentarisch

festgehalten.

Die Isolierung der DNA - Fragmente vom Agarose - Gel geschah mit Hilfe des
QIAquick Gel Extractions - Kit. Das Prinzip dieser Methode beruht auf der selektiven
Bindung der DNA an einzigartig gestalteten Silika — Gelmembranen und die
Solubilisierung der Agarose mit Hilfe des Bindungspuffer QG, der die dafur
verantwortlichen chaotropen Salze enthalt. Fur die DNA - Bindung ist ein hoher
Salzgehalt und ein pH < 7,5 erforderlich. Fur die Elution ist dagegen ein hdherer

pH - Wert und eine niedrigere Salzkonzentration notwendig.

Die Banden wurden mit einem Skalpell unter UV - lllumination aus dem
Agarose - Gel geschnitten. Die DNA - Fragmente inklusive Agarose - Gel wurden in
ein Reaktionsgefall Uberfihrt, abgewogen und in einem Verhaltnis von 1:3 mit
Puffer QG versetzt. Der Reaktionsansatz inkubierte iber 10 min im Thermomixer bei

50°C mit mehrfachen zwischenzeitlichen vortexen, bis zur vollstandigen Losung des



Gels. Der Puffer solubilisierte die Agarose - Gelstlicke. Der Inhalt wurde in das
QIAquick Saulchen Uberfuhrt, welches sich in einem Sammelgefaly befand (2 mi
Tube). Nach Zentrifugation (1 min, 4°C, 13.000 rpm) wurde das Eluat verworfen und
das QIAquick Saulchen in ein neues Sammelgefall Uberfuhrt. Nach zweifachen
Waschen in 0,5 ml PE - Puffer, wurde das Eluat verworfen und anschliel3end
zentrifugiert (1 min, 4°C, 13.000 rpm). Die Elution der DNA erfolgte in einem neuen
Sammelgefall durch Zusatz von 50ul Aqua dest. wahrend einminditiger Zentrifugation
(4°C, 13.000 rpm).

4.3.3 Klonierung

Fir die Klonierung der erhaltenen Sequenz in den TOPO®TA Vektor wurde das
TOPO®TA Cloning - Kit verwendet. Der Vektor liegt linearisiert vor und ist kovalent
an die Topoisomerase | gebunden. Es wird keine Ligase bendtigt. Die
Taq - Polymerase, mit terminaler Transferase - Aktivitat, hangt an die 3’ - Enden von
den PCR - Produkten einzelne Desoxyadenosine an. Analog dazu besitzt der
linearisierte TOPO® - Vektor am 3’ - Ende (iberhangende Desoxythymidin - Reste.
Eine effiziente Ligation zwischen dem PCR - Insert und Vektor ist ermdglicht. Die
freiwerdende Energie bei der Losung des Enzyms von dem Vektor wird flr die neue

Verknupfung des PCR - Produkts mit dem Vektor genutzt.

Fir die Klonierung wurde folgender Reaktionsansatz vorbereitet:

Chemikalie Volumen (Total = 5 pl)
PCR - Produkt 1l
Salzlésung 1yl
Wasser 3l
TOPO®Vektor 1l

Nach Zentrifugation (1 min, 4°C, 13.000 rpm) und Inkubation Uber 5 min bei RT

wurde der Reaktionsansatz auf Eis gestellt.



Die Transformation erfolgte durch Zusammenfuhren von One Shot® chemisch
kompetenter E.coli Zellen mit 2 yl des TOPO - Reaktionsansatzes. Das Gemisch
inkubierte Uber 20 — 30 min auf Eis. Nach einem Hitzeschock Uber 30 sec bei 42°C
wurden die Reaktionsgefalle erneut auf Eis Uberfuhrt. Es folgte eine einstindige
Inkubation mit S.0.C. Medium bei 37°C im Schuttelinkubator. Die Plasmid - haltigen
E.coli Zellen wurden auf LB - Amp - Platten, auf der X - Gal und IPTG ausgestrichen

wurden, ausgebracht. Der Ansatz inkubierte Uber Nacht.

Die Multiple Cloning Site (MSC) liegt inmitten der kodierenden Sequenz der
3 - Galaktosidase. Wenn die Sequenz durch ein Insert unterbrochen wird, kann das
Enzym nicht mehr exprimiert werden. X - Gal kann nicht mehr gespalten werden und
es entsteht kein blauer Farbstoff. Nach einer effizienten Klonierung erscheinen die
Kolonien weil3. Mit dem Plasmid - Maxi - Kit von QIAGEN wurde nach Vorgaben des
Herstellers die Plasmid - DNA aus den erfolgreich klonierten Bakterienkulturen

isoliert.

4.3.4 In vitro - Transkription

Die DNA von VEGF - A wurde in den pCR Il - TOPO Vektor einkloniert, der an
beiden Enden der MSC einen Promotor fur eine RNA - Polymerase (Sp6 und T7)
besitzt. Diese Regionen mussen zunachst linearisiert werden, um einen gezielten
Abbruch der in vitro - Transkription zu ermoglichen. Man erhalt eine mRNA - Sonde

in gewunschter Lange und Basensequenz.

Folgende Restriktionsenzyme und Polymerasen kamen zur Anwendung:

Sense (5° - 3Y) Antisense (3 - 5°)
Restriktionsenzym Xbal Hindlll
Puffer 10 x Tango-Puffer 10 x Puffer R

Polymerase Sp6 T7



Der Reaktionsansatz wurde wie folgt vorbereitet:

Chemikalie Volumen (Total = 20 pl)
DANN (0,5-1 pg/ul) 1l
10 x Tango Puffer bzw. 10 x Puffer R 2 ul
Xbal bzw. Hindlll 1l
H,O 16 pl

Der Reaktionsansatz inkubierte Uber Nacht bei 37°C und wurde anschlieBend bei
65°C Uber 5 min hitzeinaktiviert. Zur Kontrolle der Klonierungseffizienz wurde der
Vektor mit dem Enzym Hindlll und Xbal zeitgleich verdaut. Die Proben wurde

anschlieend auf ein 1%iges Agarose - Gel aufgetragen.

FUr die in vitro - Transkription wurde folgender Reaktionsansatz vorbereitet:

Chemikalie Volumen (Total = 20 pl)
linearisiertes Plasmid (0,5-1 ug) 2 ul
10 x DIG RNA Labeling Mix 2 ul
5 x Transkriptionspuffer 4 ul
100 mM DTT 1l
RNasin Ribonuclease Inhibitor 1ul
T7/Sp6 Polymerase (20 U/pl) 1,5 ul
DEPC - Wasser 8,5 ul

Der Ansatz inkubierte Uber 2 h bei 37°C im Wasserbad. Die kunstlich hergestellte
Sonde konnte uber Digoxigenin durch einen Enzym - gekoppelten Antikdrper
nachgewiesen werden. Durch Zugabe von RNasin Ribonuclease Inhibitor wurde das
Transkript gegen einen RNA - Abbau geschuitzt. Die RNA wurde durch Zugabe von
1,25 pl 8 M Lithiumchlorid und 75 pl 100%ige Ethanol und Inkubation tber Nacht bei
-20°C ausgefallt. Nach Zentrifugation Uber 30 min (4°C, 13.000 rpm) wurde der
Uberstand verworfen. Das Pellet wurde bei RT getrocknet und schlieBlich mit 20 pl

DEPC - Wasser resuspendiert.



4.3.5 In - Situ Hybridisierung der Praparate

Die Sonden wurden in autoklaviertem DEPC - Wasser verdinnt. Pro Praparat
wurden 100 pl Hybridisierungsmix pipettiert. Der Mix wurde im Themocycler auf

Hybridisierungstemperatur vorgewarmt.

Der Hybridisierungsmix setzte sich wie folgt zusammen:

Chemikalie Volumen (Total =100 pl)
Formamid 50 pl
Mastermix 42,7 ul

Sonde (2.000 ng/ul) + Aqua dest. 7,3 pl

Die Praparate, angeordnet in Recks, inkubierten mit dem Hybridisierungsmix Uber
Nacht bei 50°C im Brutschrank. Den Racks wurden 100 ml 2 x SSC / 50% Formamid

zugegeben, um einem Austrocknen vorzubeugen.

Am nachsten Tag wurden die Schnitte mehrfach gewaschen:

1. Waschvorgang 1xSSC 5 - 10sec 50°C
2. Waschvorgang 1xSSC 30 min 50°C
3. Waschvorgang 2 x SSC / 50%Formamid 2 x 45 min 50°C
4. Waschvorgang 2xSSC 2x5min 37°C

Vor Inkubation mit der Antikdrperldsung uber Nacht bei 4°C wurde die unbesetzten
Bindungsstellen durch Inkubation mit 0,5%iger Blockierungslosung Uber 1 h bei RT
blockiert.

1. Antikorper Verdiinnung Firma

Anti - Dig - AK 1:300 in 0,5%iger Bl Roche



Es folgten mehrere Waschvorgange:

1. Waschvorgang Bl 5 - 10sec RT
2. Waschvorgang Bl 2 X 5 min RT
3. Waschvorgang Bl 5-10sec RT
4. Waschvorgang BlII 10 min RT

Nach Auftragen der Farbeldsung wurde die Farbentwicklung regelmallig unter dem
Mikroskop kontrolliert. Die Farbentwicklung wurde durch Zusatz von TE - Puffer

gestoppt. Die Praparate wurden bei RT getrocknet und mit Eukitt eingedeckelt.

4.4 Immunoblot

Der Western Blot dient der Quantifizierung von Proteinen. Dabei werden zunachst
die Proteine entsprechend ihrem Molekulargewicht Gber einem Polyacrylamid - Gel
unter Anlegen von elektrischem Strom, aufgetrennt. Die entstandenen Proteinbanden
werden auf eine Nitrocellulosemembran Ubertragen und Uber eine Antikorperreaktion

identifiziert und quantifiziert.

Chemikalien

Albumin Standard Thermo Scientific, U.S.A.
BCA""'Protein Assay Reagent A Thermo Scientific, U.S.A.
BCA""'Protein Assay Reagent B Thermo Scientific, U.S.A.
EGTA Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Dt.
HCI Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Dt
Isopropanol Merck, Hohenbrunn, Dt.

LDS Sample Buffer Invitrogen, U.S.A.

MES SDS Running Buffer (20 x) Invitrogen, U.S.A.

Methanol Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Dt.
NaCl J.T. Baker, Niederlande

Na - Desoxycholat Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Dt.



NaF

NaOH

Na - Orthovanadat

Nonodet/ IGEPAL

PMSF

Precision Plus ProteinTM WesternCTM
Standards

Protease Inhibitor

Reducing Agent (10 x)
StrepTactin - HRP Conjugate
Streptavidin - HRP

Stripping Buffer

Transfer - Buffer

Tris Ultra

Tween 20

Losungsansitze

Blotto - Puffer

Lyse Puffer

Lyse - Puffer Stock (5 x)

MES - Puffer

TBS (10 x)

TBS - Puffer

Transfer - Puffer

Sigma - Aldrich, U.S.A.
Dr.K.Hollborn&Séhne, Leipzig, Dt.
Sigma - Aldrich, U.S.A.

Fhuka, ChemieGmbH, Schweiz
AppliChemBioChemica, Darmstadt, Dt.
BIO - RAD, U.S.A.
RocheComplete, Mannheim, Dt.
Invitrogen, U.S.A.

BIO - RAD, U.S.A.

BioFX Laboratories Inc., U.S.A.
Thermo Scientific , U.S.A.
Invitrogen, U.S.A.

Merck, Darmstadt, Dt.

Dako Cytomation, Eching, Dt.

50 mI TBS

2,5 g Magermilchpulver

50 ul Tween 20

72 ml Aqua dest.

20 ml Lyse — Puffer - Stock

4 ml Protease (1 Tablette in 2 ml Aqua dest.)
1 ml PMSF (0,017 g in1 ml Isopropanol)
0,5 ml Na-Orhovanadat (36,8 g in 1 ml Aqua dest.)
0,25 ml NaF (0,84 g in 10 ml Aqua dest.)
100 ml Aqua dest.

0,606 g Tris Ultra

0,876 g NaCl

0,038 g EGTA

1 ml Nonodet /P - 40 (IGEPAL)

0,25 ml Na-Desoxycholat

950 ml Aqua dest.

50 ml MES SDS Running - Buffer (20 x)
60,5 g Tris in 1000 ml Aqua dest. I6sen
2 M HCl auf pH 7,6

90 g NaCl

900 ml Aqua dest.

100 ml TBS (10 x)

pH 8,0

750 ml Aqua dest.

200 ml Methanol

50 ml Transfer - Buffer (20 x)



Materialien

Eppendorf-Gefalte

Eppendorf - Pipette 100ul - 1000ul ; 10ul - 100ul;
Ilﬁ:erpapier

Hybond™ - C Extra Membrane

Nu Page 4 - 12% Bis - Tris Gel

Pinzette

Pipettenspitzen 1000 ul; 0,5-10 pl ;1-100 pl
Blotschwamme

Tissue Culture Plate, 96W

X Cell IITM Blot Module

XCell SureLockTM Mini Cell

Gerite

Consort E143

Inkubator

Labor - Waage LE323S

Fujifilm LAS 3000

Stuart®Scientific Roller mixer SRT1
Thermo max Miroplate - Reader
Thermomixer Compact

Vortex Genie 2

Zentrifuge Biofuge fresco

Programme
Digital Science 1D 3.02
Fujifilm LAS 3000 2.2

Softmax Pro 3.0

Eppendorf AG, Hamburg, Dt.
Eppendorf AG, Hamburg, Dt.
Whatman GmbH, Dassel, Dt.
Amersham Bioscience, U.K.
Invitrogen, U.S.A.

KLSmartin, Tuttlingen, Dt.

neolLab, Heidelberg, Dt.

Invitrogen, U.S.A.

greiner bio - one, Frickenhausen, Dt.
Invitrogen, U.S.A.

Invitrogen, U.S.A.

Sigma - Aldrich, U.S.A.

Heraeus, Hanau, Dt.

Sartorius AG, Géttingen, Dt.
R&D Systems, U.S.A.

Sigma - Aldrich, U.S.A.

MWG - BIO Tech, Ebersberg, Dt.
eppendorf, Hamburg, Dt.
Scientific industries Si, U.S.A.

Heraeus, Hanau, Dt.



4.4.1 Proteinaufbereitung

Die Proteine wurden aus dem zermurbten Gewebepulver, welches schon zur
Isolierung der RNA vorbereitet wurde, aufbereitet. Durch Zusatz von 200 ul
Lyse - Puffer wurden die Proteine aus dem Zellverband geldst und 5 x 20 - 30 sec
gevortext. Der Reaktionsansatz wurde zentrifugiert und flir 20 min auf Eis gestellt.
Nach Zentrifugation (2 min, 4°C, 12.000 rpm) und Inkubation Uber 30 min auf Eis

wurde der Uberstand abpipettiert und die Gewebereste verworfen.

Die Messung der Proteinkonzentration erfolgt mit Hilfe des Pierce® BCA Protein
Assay Reagent - Kit und dem Microplate - Reader. Das Prinzip beruht auf einer
Komplexbildungsreaktion von Kupfer mit dem BCA - Reagenz, welche zu einem
violetten Farbumschlag fuhrt. Das einwertige Kupfer stammt aus der voraus
gegangen Reduktion von Cu®* zu Cu® durch die Proteine im alkalischen Milieu
(Biuret-Reaktion) (Abbildung 9).
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Abbildung 9: Biuret - Reaktion (http://www.waetjen.de/downloads/Proteinbestimmung.ppt.pdf ;
Stand: 21. September 2012)

Die lysierten Proben wurden 1:4 vorverdinnt (4 ul Probe : 36 pyl Aqua dest.). Von

jeder Probe wurden Tripletts angefertigt.


http://www.waetjen.de/downloads/Proteinbestimmung.ppt.pdf

Das Pipettierschema pro Well setzte sich wie folgt zusammen:

Chemikalie Volumen (Total = 560 pl)
BCA Working Reagent (Reagenz A : Reagenz B; 50 : 1) 200 pl

Aqua dest. 40 pl

Proteinprobe 10 ul

Nach Inkubation uber 30 min bei 37°C und anschlieliender Abkuhlung Uber 10 min
konnte photometrisch die Proteinkonzentration anhand der gemessen Absorption bei
einer Wellenlange von 550 nm bestimmt werden. Als Referenz diente dabei eine
Reihe aufsteigender Konzentration des Albumin - Standards. Aus diesen Werten
konnte eine Eichgerade aufgestellt werden und so die Proteinkonzentration der

jeweiligen Probe abgeleitet werden (Abbildung 10).

Standardkurve Proteinkonzentration
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Abbildung 10: Bestimmung der Proteinkonzentration (A) Violetter Farbumschlag durch
Komplexbildungsreaktion von reduziertem Kupfer mit dem BCA - Reagenz. Kupfer wurde durch
Albumin unterschiedlicher Konzentration reduziert. (B) Experimentell ermittelte Standardkurve der
Proteinkonzentration.



4.4.2 SDS - Page - Gelelektrophorese

Die Proteine wurden elektrophoretisch dem Molekulargewicht entsprechend nach
dem Prinzip der SDS - PAGE - Gelelektrophorese (Laemmli 1970) aufgetrennt.

Die gebrauchsfertigen Gelkassetten wurden mir deionisiertem Wasser gespult und in
die Gelelektrophoresekammer positioniert, welche anschlielend mit MES - SDS

Running Buffer geflutet wurde. Das Volumen fur eine Geltasche betrug 25 pl.

Dieses setzte sich wie folgt zusammen:

Chemikalien Volumen
LDS Sample Buffer (4 x) 6,25 pl
Reducing Agent (10 x) 2,5l
Probe 20 pg/ pl + Aqua dest. 16,25 pl

Das im Ladepuffer enthaltene stark anionische Lithiumdodecylsulfat Uberfuhrt die
Proteine in ihre primare native Form und lagert sich an der AS - Sequenz an,
wodurch sie eine negative Ladung erhalt. Dabei ist die negative Ladung proportional

dem Molekulargewicht des Proteins (Shapiro et al. 1967).

Nach Zusammenfuhren der Chemikalien wurden die Proben zentrifugiert (1 min, 4°C,
13.000 rpm), Uber 10 min auf 70°C erwarmt, 5 min auf Eis gestellt und flir weitere
10 min zentrifugiert (4°C, 13.000 rpm). Die Proben wurden in die Gelkammern
pipettiert. Als GroRenstandard lief in einer Gelkammer ein Marker (15 pl) mit. Es
wurde eine Spannung von 200 V angelegt. Nach einer halben Stunde hatte die blaue
Bromphenolblau - Front das untere Gelende erreicht und die Elektrophorese konnte
beendet werden (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Gelelektrophorese (A) Western C Standard auf Tris - HCL Gel und die nach Blotten
durch Chemilumineszenz detektierten korrespondierenden Banden mit entsprechendem
Molekulargewicht (Instruction Manual Bio - Rad). (B) Vorgang der Gelelektrophorese. In der ersten
Kammer 1auft der WesternC™ Standard.

4.4.3 Blotting

Das Gel wurde aus der Kassette gelost und die Proteinbanden des Gels wurden
mittels Semidry Blotten auf eine Nitrocellulosemembran transferiert (Towbin et al.
1979). Die Bindung erfolgt dber hydrophobe Wechselwirkung und
Wasserstoffbrickenbindung. Dabei wurde das Gel einschlieRlich der Membran mit
Filterpapier und Blotschwamme Iuftblasenfrei in die dafur vorgesehene
Kathoden - Kammer in Reihenfolge zusammengelegt und mit dem Anoden - Deckel
verschlossen (Abbildung 12). Der elektrophoretische Proteintransfer erfolgt bei einer

Spannung von 30 V Uber 1 h in der mit Transferpuffer gefluteten Blot - Kammer.
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Abbildung 12: Anordnung fiir das Semidry Blotting.

4.4.4 Detektion

Die Detektion der Proteinbanden erfolgte durch ein

)
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immunhistochemisches

Verfahren auf indirektem Weg mit einem 1. AK und einem Peroxidase - markierten

2. AK (Towbin et al. 1979). Um die restlichen Proteinbindungsstellen auf der

Membran zu blockieren, erfolgte eine Inkubation in 5%igem Magermilchpulver/ TBST
Uber 1 h bei RT. Der 1. AK inkubierte Uber Nacht bei 4°C. Es folgte ein
Waschvorgang 3 x 5 min in TBST und anschlie3end die Inkubation des 2. AK uber
1 h bei RT. Bei der Detektion von VEGF wurde zusatzlich Streptavidin - HRP in einer
Verdunnung von 1:10.000 hinzugegeben, da der 2. AK nicht Peroxidase - gekoppelt

ist.

1. Antikorper
Polyclonal Goat VEGF Ig

B - Actin A5441

2. Antikorper
Polyclonal Rabbit Anti - Goat Ig
AntiMouse IgG (H+L)

Polyclonal Rabbit Anti - Mouse Ig

Verdiinnung
1:300 in TBST

1:1.000 in TBST

Verdiinnung
1:5.000 in TBST
1:1.000 in TBST

1:5.000 in TBST

Firma
Santa Crus Biotechnology

Sigma - Aldrich

Firma
Dako Cytomation
Vector Laboratories

Dako Cytomation



Die Membran wurde 3 x 5 min in TBST gewaschen und inkubierte Gber 30 min in
einem StrepTactin - HRP Konjugat (1:10.000 in TBST), um den Standard mit einer
Peroxidase - Aktivitat zu versehen. Danach folgte ein Waschvorgang 1 x 5 min. Die
Membran wurde nun mit Luminol Reagenz geflutet. Luminol (3-Amino-
Phthalsaurehydrazid) wird durch die Meerrettich - Peroxidase oxidiert, wodurch eine
Lichtemission ausgel6st wird (Durrant et al. 1994). Nach Inkubation Uber 1 min bei
RT mit dem Luminolreagenz konnten die Chemilumineszenz - Reaktion der
Proteinbanden in einer Dunkelkammer detektiert werden. Die Expositionszeit lag

zwischen 1 - 10 sec.

Da der Nachweis des Proteins uUber einen Peroxidase - markierten 2. AK stattfand,
war es moglich 1. AK und 2. AK mit Hilfe eines Stripping Buffers auszuwaschen und
eine erneute Antikorperfarbung durchzufihren. Die Membran musste dazu 15 min in
Stripping Buffer bei 37°C inkubieren. Es folgte ein Waschvorgang 1 x 5 min in TBS.
Die unbesetzten Stellen der Membran wurden mit 5%igem Magermilchpulver/ TBST
(30 min bei RT) blockiert. Es konnte ein weiteres Protein durch einen erneuten

Antikorpertest nachgewiesen werden.

Die densiometrische Auswertung der sichtbaren Proteinbanden erfolgte durch die
Software Digital Science 1D 3.02 von Kodak. Dabei wurde die Farbdichte der
Proteinbanden gemessen. Je groRer die optische Dichte, desto weniger Licht wurde
reflektiert. Durch den Abgleich zum Hintergrund konnten alle erhobenen Daten als
nachgewiesene Antikdrperbindungen gedeutet werden und standen somit indirekt fur

die zu detektierenden Proteine.

4.5 Histologie

Mit Hilfe der Immunhistologie ist es moglich Proteine Uber einen

fluoreszenzmarkierten Antikdrper qualitativ zu detektierten und zu lokalisieren.

Chemikalien

10 x PBS - Puffer 80 g NaCl
2 gKCL
14,4 g Na,HPO,
2,49 KH,PO, auf 1 | Aqua dest.
pH 7,4



Aceton (CH3),CO J.T.Baker, Niederlande
AntibodyDiluent Dako Cytomation, Eching, Dt.
Bisbenzimide:10 mg in 1 ml Aqua dest. Sigma - Aldrich®, U.S.A.

Cy2 - conjugated affine Pure Donkey Anti-Goat Jackson ImmunoResearch, U.K.
IgG

DABCO: 2,5 g DABCO in 90 ml Glycerol Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Dt.
10 ml PBS, pH 8,6

Donkey Serum Jackson ImmunoResearch, U.K.
Eosin — G - Lésung 0,5% Merck, Darmstadt, Dt.

1:4 in Aqua dest., 3 Tropfen 2%ige

Essigsaure
Eukitt KindlerGmbH&Co, Freiburg, Dt.
Hamalaun Merck, Darmstadt, Dt.
HCL Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Dt.
NaOH Dr.K.Hollborn&Séhne,Leipzig; Dt.
Polyklonal Goat VEGF IgG Santa Crus Biotechnology, U.S.A.
Tissue - Tek Sakura, Niederlande
Materialien
24 x 60 mm Deckglaser Menzel, Braunschweig, Dt.
Fettstift Dako Cytomation, Eching, Dt.
Kuvetten Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Dt.
M.I.S.T. Magnetic Immuno Stainung Tray Cell Path, U.K.
Messzylinder VitLab, U.S.A.
Mikrotom - Klingen Feather, Japan
Objekttrager Polysine Slides Menzel, Braunschweig, Dt.
Pasteurpipetten greiner bio-one, Frickenhausen, Dt.
Pipetten neolLab, Heidelberg, Dt.
Geriéte
Axioplan Mikroskop Carl Zeiss AG, Oberkochen, Dt.
Heizplatte stuart, U.K.

Kryostat Leica, Nussloch, Dt.



Laborwaage LE323S Sartorius AG, Géttingen, Dt.

Magnetriihrer IKA® - Werke GmbH & Co., Staufen, Dt.
pH - Messgerat Argus X Sentron, Niederlande
Programme

Axio Vision Rel. 4.7

4.5.1 Anfertigung der Praparate

Die bei -80°C in Stickstoff gelagerten Gewebeproben wurden im Kryostat (-25°C)
aufgetaut. Zur Praparatanfertigung wurden die Gewebeproben in Tissue - Tek
eingebettet. Die 10 um dicken Schnitte wurden auf saubere, fettfreie Objekttrager
aufgeschmolzen und bei Uber 1 h bei 37°C getrocknet. Von jedem Explantat wurden
zwei Objekttrager mit je drei Schnitten angefertigt. Ein Objekttrager diente der
Immunfluoreszenzfarbung und der andere Objekttrager wurde mit Hamalaun und
Eosin angefarbt. Die Lagerung der Objekttrager erfolgte bei -20°C. Vor Durchfiihrung
der jeweiligen Farbung wurden die Praparate bei RT getrocknet und anschlieRend in
Aceton Uber 10 min bei -20°C fixiert. Frische Kryoschnitte wurden in Aceton Uber
10 min bei RT fixiert.

4.5.2 H&E - Farbung

Die Objekttrager wurden flr 5 min in Hamalaun Uberfuhrt. Nach Spulung mit Aqua
dest. wurden die Praparate fur 10 min unter flieRendem Leitungswasser geblaut und
mit Eosin Uber 5 min mallig Uberfarbt. Nach einminitigem Wasserbad folgte die
Differenzierung in 80%igem und 100%igem Ethanol. Die Praparate wurden mit Eukitt

eingedeckelt und uber Nacht getrocknet.



4.5.3 Indirekte Immunfluoreszenz

Nach einem zehnminutigem Waschvorgang in PBS wurde jedes Praparat mit einem
Fettstift umrandet. Vor der eigentlichen Farbung erfolgte eine Inkubation Uber 20 min
bei RT in 5%Serum / PBS, um unspezifische Bindungen der Antikdrper zu
vermeiden. Jedes Praparat wurde mit 100 ul dieser Blockierungslosung versetzt.
Nach mechanischem Abklopfen inkubierten die Praparate mit 50 ul Primarantikdrper/
PBS uber Nacht bei 4°C. Der polyklonale Ziege - VEGF IgG Antikorper gegen VEGF
(Verdinnung 1:50 in PBS) wurde appliziert. Zum Ausschluss von unspezifischen
Bindungen des sekundaren Antikorpers wurde bei jeweils einem Praparat der
primare Antikorper durch PBS ersetzt und diente als Negativkontrolle. Die
ungebundenen Antikorper wurden durch 3 x 5 min Waschen in PBS gelost. Die
Praparate inkubierten tUber 60 min bei RT mit 50 ul des fluorchromkonjugiertem
Zweitantikorpers (Verdinnung 1:100 in PBS). Die Objekttrager befanden sich im
Dunkeln. Um ungebundenen Antikorper zu l6sen, folgte ein Waschvorgang 3 x 5 min
in PBS. Die Kernfarbung erfolgte durch Inkubation Uber 15 min bei RT mit
Bisbenzimiden (15 pl/ 30 ml PBS). Nach einem letzten Waschvorgang 3 x 5 min in
PBS wurden die Schnitte direkt mit DABCO, einem Fluoreszenzerhaltungspuffer,

eingedeckelt.

4.5.4 Mikroskopische Auswertung

Die morphologische Untersuchung des Muskelgewebes erfolgte lichtmikroskopisch.
Die Aufnahmen dienten einer Ubersicht vor der qualitativen Auswertung der

immunhistochemischen Farbung.

Die Beurteilung der VEGF - Markierung erfolgte unter dem Fluoreszenzmikroskop.
Dabei wird durch Bestrahlung des Objekttragers mit einer speziellen Wellenlange
Licht mit einer definierten Wellenlange abgestrahlt. Cy2 wird bei 492 nm maximal
angeregt und fluoresziert im grinen Bereich des sichtbaren Spektrums. So war eine
qualitative Beurteilung des VEGF mikroskopisch maoglich. DAPI wurde bei einer
Wellenlange von 365 nm angeregt. Die blaue Emission wurde uUber einen 420 nm

Filter aufgezeichnet.



Augenmerk beim qualitativen Vergleich der Gruppen waren die Unterschiede in der
Intensitat der Fluoreszenz des Cy2. Fur eine relative Objektivierung der Ergebnisse
wurde immer die gleiche Belichtungszeit gewahlt. Weiterhin wurde auf die Verteilung

und Anhaufung des VEGF an anatomischen Strukturen geachtet.

4.6 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit der Statistiksoftware SPSS V.19.0 (SPSS
Inc., USA) fir Windows. Die Ergebnisse wurden mit dem ungepaarten Student’s
t - Test unabhangiger Variablen und dem Tukey - HSD Test analysiert. Unterschiede
mit einer Fehlerwahrscheinlichkeit p < 0,05 wurden als signifikant fur die
Alternativhypothese bewertet. Die Ergebnisse sind als Mittelwert
+ Standardabweichung (SA) dargestellt. Die graphische Darstellung erfolgte durch
Bar - Plots.



5 Ergebnisse

Fur die Versuchsreihe wurden 120 mannliche ca. 250 g schwere Wistar - Ratten den
Operationen unterzogen. 60 Beliebige gehorten der Versuchsgruppe an und 60 der
Kontrollgruppe. Eine Ratte starb wahrend des Experiments. Die anderen
uberstanden die Arterienlegierung gut. Nach Totung konnten genug Explantate aus

der Leistenregion von dem M. graciles gewonnen werden.

5.1 Transfektion

Es gelang auf Basis des Isolierungsprotokolls Fibroblasten aus der Zunge von
Wistar - Ratten zu isolieren und zu kultivieren. Die Fibroblasten wurden auf ihre
Morphologie hin untersucht. Die Auswertung erfolgte uber
Phasenkontrastmikroskop - Aufnahmen. Die Abbildung zeigt eine konfluent
wachsende Zellkultur. In einem Zeitfenster von 10 Tagen nimmt die Zellzahl zu und
die Zellkorper flachen ab (Abbildung 13 a-c).

- - - -

Abbildung 13: Phasenkontrastmikroskopische Aufnahmen von einer Fibroblastenzellkultur
wahrend einer Kulturdauer von 10 Tagen. (A) Tag 2 (B) Tag 5 (C) Tag 10; VergréRerung: 20 x.

Die optische Beurteilung der Transfektionseffizienz erfolgte am
Fluoreszenzmikroskop mit GFP - Filter bei einer Wellenlange von 488 nm nach 12
bzw. 48 h. Die anschlieRende Auswertung der fotografierten Gesichtsfelder ergibt,
dass der Anteil griin - fluoreszierender Zellen nach 12 h 30% betragt, und nach 48 h
auf 50% ansteigt (Abbildung 14).



Abbildung 14: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von transfizierten Fibroblasten. Die
Zellen wurden mit pmaxGFP transfiziert. (A) 12 h nach Transfektion (B) 48 h nach Transfektion;
VergréRerung: 10 x.

5.2 Real -time PCR

Die Explantation der Gewebeproben des M. graciles aus den Versuchsgruppen
(Gruppe | - lll) und den Kontrollgruppen (Gruppe IV — VI) fanden am 3., 5., 7. und 14.
Tag nach Einleitung der Ischamie statt. Dabei wurden pro Tier jeweils Proben aus
dem oberflachlichen, aus dem kaudalen und aus dem kranialen Anteil enthommen.
Es wurden jeweils Proben von 3 Tieren ausgewertet. Die VEGF - mRNA wurde mit
der qRT - PCR quantifiziert. Als Kontrollgruppe dienten Tiere, denen lediglich PBS
injiziert wurde, sowohl fur die Versuchsgruppe als auch fur Proben der
Kontrollgruppe, die mit nativen Fibroblasten behandelt wurden. Die Auswertung der

Ergebnisse erfolgte tber die DeltaDeltaCt - Methode.

5.2.1 Vergleich der Therapiestrategien

Auf RNA - Ebene zeigt sich die Applikation der VEGF - transfizierten Fibroblasten mit
simultaner Einleitung der Ischamie am effektivsten. Bereits am 3. Tag p. op. ist der
MmRNA - Gehalt von Gruppe | gegenuber dem der Gruppe Il (p = 0,007) und llI
(p = 0,03) signifikant erhdht. Die VEGF+s4 - mMRNA - Ratio erreicht an Tag 7 p. op.
einen Wert von 16,8 (SA: 0,58) in Gruppe | und unterscheidet sich so hochsignifikant
von Gruppe Il (p < 0,001) und Gruppe Il (p < 0,001). Abbildung 15 zeigt eine



deutliche Zunahme der relativen mRNA - Transkription von Tag 3 p. op. (1,9;
SA: 0,56) uber Tag 5 p. op. (3,42; SA: 0,82) hin zu Tag 7 p. op. (16,9; SA: 0,58) in
Gruppe I. In Gruppe lll geht der mRNA - Gehalt kaum Uber das Basislevel hinaus.
Zwischen dem 7. und 14. Tag p. op. ist ein deutlicher Abfall der
VEGF 64 - mMRNA - Ratio in Gruppe | zu erkennen (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Graphische Darstellung des relativen VEGF;;; - mRNA - Gehalts des
oberflachlichen Anteils des M. graciles der Gruppen | — lll. Pro Entnahmezeitpunkt wurden Proben
von 3 Tieren aus jeder Gruppe ausgewertet. Von jedem Explantat wurde ein Triplett analysiert.
Gruppe | Uberragt Gruppe |l sowie Gruppe lll mit hochsignifikanten Unterschieden an Tag 7 p. op.
deutlich. *p < 0,05; **p < 0,001.

5.2.2 Untersuchung auf regionale Unterschiede

Die grofte relative VEGF 444 - Transkriptionsrate ist in dem oberflachlichen Anteil des
M. graciles in Gruppe | nachzuweisen. Zwischen dem oberflachlichen und dem
kaudalen bzw. kranialen Anteilen des Muskels zeigen sich an Tag 5 p. op.
(kaudal: p = 0,028; kranial: p =0,025) und Tag 7 p. op. (kaudal: p = 0,017; kranial:



p = 0,032) signifikante Unterschiede. Wahrend Abbildung 16 bei Proben des
oberflachlichen Anteils des M. graciles bereits an Tag 5 p. op. einen relativen
VEGF64—mRNA - Gehalt von 3,43 (SA: 0,82) zeigt, kann bei Proben des kaudalen
Anteils nur ein geringer relativer mRNA - Gehalt von 1,8 (SA: 0,49) und bei Proben
des kranialen Anteils von ebenfalls nur 1,8 (SA: 0,1) ermittelt werden. An Tag
7 p. op. ist der hochste relative VEGFs4 - mMRNA - Gehalt von 16,86 (SA: 0,58) im
oberflachlichen Anteil zu konstatieren. In der graphischen Darstellung sind die
deutlichen Unterschiede in der Expression zu sehen. In allen Regionen ist ein
deutlicher Zuwachs der relativen Transkriptionsrate von VEGF4 bis hin zum
Expressionshohepunkt am 7. Tag p. op. zu verzeichnen und folgend ein deutlicher

Abfall hin zu Tag 14 (Abbildung 16).
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Abbildung 16: Graphische Darstellung des relativen VEGF;;;, — mRNA - Gehalts der
verschiedenen Regionen in Gruppe l. Je Entnahmezeitpunkt wurden Proben von 3 Tieren pro
Entnahmeregion ausgewertet. Von jedem Explantat wurde ein Triplett analysiert. In dem
oberflachlichen Anteil des M. graciles ist die hochste Expressionsrate mit signifikantem Unterschied zu
dem kaudalen und kranialen Anteil zu detektieren. *p < 0,05.



5.2.3 Therapeutischer Effekt der Fibroblasten

Am 3. Tag nach Einleitung der Ischamie ist kein signifikanter Unterschied zwischen
der relativen Transkriptionsrate der Gruppe | und Gruppe IV zu verzeichnen.
Explantate, behandelt mit nativen Fibroblasten, zeigen an Tag 3 p. op. eine erhohte
relative VEGF+s4 - Genpression, die deutlich Uber das Basislevel hinausgeht. Der
relative mRNA - Gehalt erreicht einen Wert von 2,5 (SA: 1,1) im oberflachlichen
Anteil des M. graciles. Die graphische Darstellung zeigt in Gruppe IV ab dem 5. Tag
nur eine sehr niedrige mMRNA - Ratio, wahrend der relative VEGF 154 - MRNA - Gehalt
der Gruppe | kontinuierlich bis hin zum 7. Tag p. op. ansteigt. Es sind signifikante bis
hochsignifikante Unterschiede zwischen Gruppe | und Gruppe IV im oberflachlichen
Anteil des M. graciles am 5. Tag p. op. (p = 0,002) und am 7. Tag p. op. (p = 0,001)
festzustellen (Abbildung 17A). Die Signifikanzwerte liegen ebenfalls unter dem
0,05 - Niveau, sowohl im kaudalen als auch im kranialen Anteil des M. graciles
(Abbildung 17B und C).

In Gruppe IV geht die mRNA - Ratio ab dem 5. Tag p. op. kaum Uber das Basislevel
hinaus. Es ist kein Unterschied zwischen der Kontrollgruppe, der PBS injiziert wurde,
und der Kontrollgruppe, die mit nativen Fibroblasten behandelt wurde, festzustellen.
An Tag 7 p. op. ist nur noch ein relativer VEGF 14 - MRNA - Gehalt von 0,9 (SA: 0,45)
nachzuweisen (Abbildung 17A). Ahnliche Ergebnisse zeigen Abbildung 17B und 17C

sowohl flr Explantate des kaudalen als auch des kranialen Muskelanteils.
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Abbildung 17: Graphische Darstellung des relativen VEGF 5, - mMRNA - Gehalts der Gruppe |
und der Gruppe IV. Es wurden pro Gruppe je Entnahmezeitpunkt Proben von 3 Tieren ausgewertet.
Von jedem Explantat wurde ein Triplett analysiert. Den Fibroblasten kann mit signifikanten bis
hochsignifikanten Unterschieden zu Gruppe | kein Effekt zugeschrieben werden (A) Oberflache

(B) kaudal (C) kranial. *p < 0,05, **p < 0,001.



Zwischen Gruppe Ill und VI kann gezeigt werden, dass Gewebeproben, behandelt
mit nativen Fibroblasten, einen hoheren relativen VEGF4 - mRNA - Gehalt
aufweisen als Explantate, denen die transfizierten Fibroblasten injiziert wurden. Es
zeigen sich signifikante Unterschiede an Tag 5 p. op. (p = 0,014) und an Tag 14
p.op. (p = 0,038). Gewebeproben, die mit nativen Fibroblasten behandelt wurden,
erreichen einen relativen VEGF4s4 - MRNA - Gehalt von 1,11 an Tag 7 p. op.
(SA: 1,2) sowie an Tag 14 p. op. (SA: 0,41), wohingegen der héchste Wert der
Gruppe Il an Tag 3 p. op. mit einer Ratio von 0,75 (SA: 0,31) zu ermitteln ist.

An Tag 5 p. op., Tag 7 p. op. und Tag 14 p. op. geht die VEGF 154 - mMRNA - Ratio der
Gruppe Il nicht Uber 0,18 (Tag 14, SA: 0,25) hinaus. Es ist somit auch kein
deutlicher Unterschied in dem relativen VEGFe4 - mMRNA - Gehalt zwischen der
Versuchsgruppe, die mit transfizierten Fibroblasten behandelt wurde, und der
Kontrollgruppe, die mit PBS behandelt wurde, festzustellen. An Tag 5 liegt der
relativer mRNA - Gehalt bei nur 0,068 (SA: 0,084). Die graphische Darstellung zeigt
den relativen mRNA - Gehalt der Gruppe lll, der nur gering Uber das Null - Level
hinausgeht (Abbildung 18).
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Abbildung 18: Graphische Darstellung des relativen VEGF,¢, - MRNA - Gehalts der Gruppe Il
und VI des oberflachlichen Anteils des M. graciles. Aus jeder Gruppe wurden pro
Entnahmezeitpunkt Proben von 3 Tieren ausgewertet. Von jedem Explantat wurde ein Triplett
analysiert. Gruppe VI Uberragt Gruppe | auf RNA - Ebene mit signifikanten bis hochsignifikanten
Unterschieden. *p < 0,05, **p < 0,001.

5.3 In-situ Hybridisierung

Die qualitative Auswertung auf RNA - Ebene erfolgte mittels der
In - situ Hybridisierung, in dem die mRNAyegr im Gewebe mit speziell hergestellten
Sonden markiert wurde. Dabei wurde aus jeder Versuchsgruppe je Region je

Entnahmezeitpunkt ein Objekttrager ausgewertet.



5.3.1 Herstellung der Sonden

Um die Qualitat der PCR - Produkt kontrollieren zu kdnnen, wurden die Produkte
durch Agarose - Gelelektrophorese aufgetrennt. In Abbildung 19A sind deutliche
Banden zu erkennen, wobei die 262bp - Bande der Isoform VEGF4s4 entspricht.
Nach Klonierung der VEGFi - Sequenz in den TOPO®TA - Vektor und
anschlieBendem Restriktionsverdau wurde die Effizienz des Klonierens durch
erneute Agarose - Gelelektrophorese Uberpruft. Ein Restriktionsverdau des Vektors

ergibt ein Insert der erwarteten Grolie von > 266 bp (Abbildung 19B).

Abbildung 19: Gelelektrophoretische Auftrennung der PCR - Produkte. (A) Die detektierten
Banden entsprechen VEGF44. (B) Restriktionsverdau des Inserts aus dem TOPO®TA - Vektor und
anschlielender gelelektrophoretische Auftrennung. Detektierte Banden entsprechen dem Insert mit
erwarteter GroRRe > 266 bp; M = Marker - Gene Ruler gkb Plus DNA.

5.3.2 Qualitative Auswertung

Die visuelle Darstellung der mRNAyegr bekraftigt die schon quantitativ erhobenen
Ergebnisse. Abbildung 20 zeigt, dass an Tag 7 p. op. in Gruppe | eindeutig mehr
positiv angefarbte Nukleinsduren auszumachen sind als in den Gruppen Il und Ill. In
Gruppe | ist visuell der hochste mMRNAvege - Gehalt und somit auch die starkste
Transkriptionsrate zu erfassen. In Gruppe Ill sind nur in geringem Malie angefarbte

Nukleinsauren zu erkennen (Abbildung 20C).



Ergebnisse

Abbildung 20: In - situ Hybridisierung der Versuchsgruppe. Anfarben der VEGF 54 — mMRNA durch
speziell hergestellte Sonden. (A) Gruppe | Tag 7 p. op. (B) Gruppe Il Tag 7 p. op. (C) Gruppe lll Tag 7
p. op.; VergroRerung: 10 x; Negativkontrolle: unten links.

In den Kontrollgruppen kann ebenfalls kaum VEGF+s4 - RNA nachgewiesen werden.
Es kann visuell kein Unterschied zwischen Praparaten der Kontrollgruppe |, der
native Fibroblasten injiziert wurden, und Praparaten der Kontrollgruppe Il, der PBS
injiziert wurde, erfasst werden (Abbildung 21A-F).
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Abbildung 21: In - situ Hybridisierung der Kontrollgruppe. Anfarben der VEGF ¢, - mMRNA durch
speziell hergestellte Sonden. (A)-(C) Kontrollgruppe Fibroblasten (A) Gruppe IV 7d p. op.
(B) Gruppe V 7d p. op. (C) Gruppe VI 7d p. op. ;(D)-(F) Kontrollgruppe PBS (D) Gruppe IV 7d p. op.
(E) Gruppe V 7d p. op. (F) Gruppe VI 7d p. op. ; VergroRerung: 10 x.

5.4 Western Blot

Fir die quantitative Untersuchung auf Protein - Ebene wurden aus jeder Gruppe pro
Entnahmezeitpunkt Proben von 3 Tieren ausgewertet. Die Proteine VEGF und
R - Actin wurden anhand der optischen Dichte der Banden quantifiziert. Fir die
Auswertung wurde der 3 - Actin Gehalt vom VEGF - Gehalt subtrahiert.

5.4.1 Vergleich der Therapiestrategien

Auf Proteinebene ist in Gruppe | am 5. und 7. Tag p. op. mehr VEGF 44 im Vergleich
zu Gruppe Il und Il zu konstatieren. Der héchste relative Gehalt an VEGF 164 kann an
Tag 7 p. op. nachgewiesen werden. Die VEGFs4 - Konzentration liegt bei 9,57
(SA: 0,35). Dieser Gehalt an VEGF 4 unterscheidet sich signifikant von dem der
Gruppe Il mit 8,1 (SA: 0,65) und hochsignifikant von dem der Gruppe lll mit 2,24
(SA: 0,6). An Tag 7 p. op. befindet sich weiterhin der Signifikanzwert zwischen
Gruppe Il und Gruppe Il bei p < 0,001. Somit besteht ebenfalls ein hochsignifikanter
Unterschied zwischen Gruppe Il und Gruppe Ill am 7. Tag p. op. (Abbildung 22 und
23).
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Abbildung 22: Graphische Darstellung des relativen VEGF ¢, - Gehalts der Gruppen |, 1l und I
des oberflachlichen Anteils des M. graciles. Es wurden in jeder Gruppe pro Entnahmezeitpunkt 3
Tiere ausgewertet. Signifikante Unterschiede konnten zwischen Gruppe | und Gruppe Il sowie Gruppe
Illan Tag 7 p. op. erfasst werden. *p<0,05, **p<0,001.

An Tag 14 ist ein deutlicher Ruckgang der Proteinkonzentration zu verzeichnen. Der
relative VEGF 44 - Gehalt in Gruppe | liegt bei nur noch 1,8 (SA: 0,39). Es besteht

kein signifikanter Unterschied mehr zwischen den Versuchsgruppen.
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Abbildung 23: Detektierte Proteinbanden nach Blotting. Die Detektion der Proteinbanden erfolgte
auf indirektem Weg mit einem 1. AK und einem Peroxidase - markierten 2. AK. Die Unterschiede im
VEGF ¢4 - Gehalt zwischen Gruppe |, Il und Il sind zu erkennen. Der R - Actin-Gehalt ist Gber den
gesamten Untersuchungszeitraum nahezu konstant.

5.4.2 Untersuchung auf regionale Unterschiede

Im Gegensatz zu den Ergebnissen der qRt - PCR ist unter den einzelnen Gruppen
kein signifikanter Unterschied zwischen den unterschiedlichen Entnahmeregionen
auszumachen. In Gruppe | sind in dem oberflachlichen Anteil als auch in dem
kaudalen bzw. kranialen Anteil des M. graciles ahnliche Mengen an VEGF
nachzuweisen. Abbildung 24 zeigt die geringen Unterschiede der
Proteinkonzentrationen an den jeweiligen Entnahmezeitpunkten. An Tag 7 p. op. ist
im oberflachlichen Anteil ein VEGF4s4 - Gehalt von 9,57 (SA: 0,35), im kaudalen
Anteil von 9,78 (SA: 3,25) und im kranialen Anteil von 7,82 (SA: 0,44) zu

konstatieren.



15.00- Gruppe
pWEGF 3.1/n W5 -simuttan
Oberflache
RYWEGF 3.1/n W5 - simuttan
Kaudal
o pYWEGF 3.1/n V5 - simuttan
Kranial
=
=
<
e 10.007
o
)
=
w
-
[
o)
L
==
[T
o
o
H  5.007
o
0.00=

= 7

postoperativ [d]

Abbildung 24: Graphische Darstellung des relativen VEGF.;,; - Proteingehalts der
unterschiedlichen Entnahmeregionen in Gruppe |. Aus jeder Region wurden pro
Entnahmezeitpunkt Proben von 3 Tieren ausgewertet. Es sind keine signifikanten Unterschiede zu
konstatieren.

5.4.3 Therapeutischer Effekt der Fibroblasten

Der VEGF 164 - Gehalt ist in jeder Versuchsgruppe dem Gehalt der Kontrollgruppen,
seien sie mit Fibroblasten oder PBS behandelt wurden, quantitativ Uberlegen. Die
Therapie erzielt in allen Variationen auf Proteinebene Erfolge, lediglich die

Erfolgsgrade unterscheiden sich.

An Tag 7 p. op. sind hochsignifikante Unterschiede zwischen Gruppe | und der
Kontrollgruppe, die mit Fibroblasten behandelt wurde, sowie der Kontrollgruppe, der
PBS injiziert wurde, nachzuweisen (p < 0,001). Der hochste VEGF g4 - Proteingehalt
ist in Gruppe | an Tag 7 p. op. mit 9,57 (SA: 0,35) festzustellen. Bei der Applikation
von unbehandelten Fibroblasten befindet sich der relative Protein-Gehalt bei 3,73



(SA: 0,86). Es ist kein signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe, der PBS injiziert
wurde (2,3; SA: 0,11), zu ermitteln. Uber den gesamten Untersuchungszeitraum
konnten keine Signifikanzen zwischen der Behandlung mit PBS und der Behandlung
mit nativen Fibroblasten konstatiert werden. In Gruppe Il und Gruppe Il ist ebenfalls

kein Effekt der Fibroblasten festzustellen (hier nicht dargestellt).
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Abbildung 25: Graphische Darstellung des relativen VEGF, - Gehalts des oberflachlichen
Muskelanteils der Gruppe | und der Kontroligruppen (Fibroblasten bzw. PBS). Der relative
VEGFe4 - Gehalt erreicht die hochsten Werte am 7. Tag p. in Gruppe | und unterscheidet sich
hochsignifikant von dem der Kontrollgruppen. Zwischen den Kontrollgruppen sind keine signifikanten
Unterschiede festzustellen. **p < 0,001.



5.5 Histologie

5.5.1 HE-Ubersichtsaufnahmen

Um einen Uberblick Uber die Gewebeproben zu schaffen, wurden HE - Farbungen
angefertigt, die eine histologische Darstellung des Muskelgewebes und der
integrierten Gefalstrukturen ermdoglichen. Das Hamatoxylin farbt basophile
Strukturen wie den Zellkern blau. Der saure Farbstoff Eosin farbt die eosinophilen
Strukturen. Dazu gehoren die Zytoplasmaproteine. Man kann in Abbildung 26 den
typischen Aufbau quergestreifter Muskulatur erkennen - Muskelzellen mit

enthaltenen Myofibrillen und den randstandigen Zellkernen.
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Abbildung 26: M. graciles im Querschnitt. Muskelzellen mit randstandigen Zellkernen (—) und die
im Perimysium externum liegenden Gefalke (P Arteriole, * Venole) (A) Gruppe Il 7 d p. op.
(B) Gruppe |1 7 d p. op (C) Gruppe Il 7 d p. op.; Farbung: H&E; VergréRerung: 10 x.

5.5.2 Qualitative Auswertung

Abbildung 27 und 28 zeigen eine deutliche Lokalisationspravalenz von VEGF 64 an
dem GefalRendothel erkennen, wo es letztlich auch Uber die VEGF - Rezeptoren
seine Wirkung entfaltet. Im GefalRlumen selber sind keine Fluoreszenzsignale zu
erkennen und somit auch keine Proteinstrukturen nachzuweisen. Ein schwaches

Fluoreszenzsignal ist weiterhin in dem perivaskularem Bindegewebe zu sehen.



Abbildung 27: Immunfluoreszenzaufnahme einer GefaBstruktur im Muskelgewebe des
M. graciles. Ein VEGF444 - Primar-Antikérper (Polyklonaler Ziege - IgG Antikérper), gebunden an
VEGF 54, wurde mithilfe eines fluorchromkonjugierten Zweitantikdrpers (Cy2) markiert. VEGF 14 lasst
sich an dem grinen Fluoreszenzsignal erkennen. Man sieht an den Gefalstrukturen zahlreiche
Proteinstrukturen (A) Gruppe | 7 d p. op. (B) Gruppe | 7 d p. op. (C) Cy2 Farbung (D) Kernfarbung
DAPI (blau); (A) VergréRerung: 20 x, (B)(C)(D) VergréRerung: 40 x.

Abbildung 28: Immunfluoreszenzaufnahme von Arteriolen des M. graciles. Der Farbstoff Cy2
markiert VEGF. Stark grun fluoreszierende Bereiche fand man besonders im Bereich der
Endothelzellen der GefalRe. (A) Gruppe | 14 d p. op. Oberflache (B) Gruppe Il 3 d p. op. Oberflache
(C) Gruppe lll 5d p. op. Oberflache; Vergrofierung: 40 x.

In den Muskelzellen sind weitere VEGF - Proteinstrukturen nachzuweisen. Dabei ist
zu erkennen, dass das Fluoreszenzsignal tendenziell hin zu Tag 7 p. op. ansteigt. Im
weiteren Verlauf wird das Signal wieder schwacher. In Abbildung 29 ist zu erkennen,
dass die Proteine hauptsachlich im Randbereich der Muskelzelle und zwischen den

einzelnen Myofibrillen im Zytoplasma lokalisiert sind.



Abbildung 29: Immunfluoreszenzaufnahme des M. graciles der Gruppe I. VEGF wird durch einen
fluorchromkonjugierten Zweitantikdrper markiert. Cy2 wird bei einer Wellenlange von 492 nm angeregt
und mit dem Fluoreszenz-Mikroskop aufgenommen. (A) 3 d p. op. kaudaler Anteil (B) 5 d p. op.
kaudaler Anteil (C) 7 d p. op. kranialer Anteil (D) 14 d p.op. oberflachlicher Anteil; (A)(B)(C)
VergroéRerung: 40 x, (D) VergrdfRerung: 20 x.

An Tag 3 p. op. sind in allen Versuchsgruppen keine neuen Gefal3strukturen zu
identifizieren. Zwischen den Muskelzellen sind lediglich einige wenige altere Gefalke
im umliegenden Bindegewebe zu sehen. Je langer der zeitliche Abstand zum
Ligationszeitpunkt gewahlt wird, desto mehr neue kleinere Gefalistrukturen sind
visuell zu erfassen. Der GefalRdurchmesser vergrélert sich ebenfalls je mehr Zeit
nach Einleitung der Ischamie verstreicht (Abbildung 30).



Abbildung 30: Immunfluoreszenzaufnahme von neu entstandenen GefaRstrukturen. Kurz nach
Ligationszeitpunkt konnten keinen neuen Gefal3strukturen aufgefunden werden. Je mehr Tage p. op.
vergehen, desto groRer ist die Wahrscheinlichkeit auf neue Gefalle zu stolen. Am 14 d p. op. sind die
besten Ergebnisse hinsichtlich Menge und GréRe der Gefalle zu sehen. Gruppe | (A) 5 d p. op.
(B) 7 d p. op. (C)/(D) 14 d p. op.; (A)(B) Vergrdlerung: 40 x, (C)(D) Vergrélierung: 20 x.

In der Kontrollgruppe sind kaum neue Gefal3strukturen visuell zu erfassen. Das
Fluoreszenzsignal von Cy2 ist im Vergleich zu Gruppe |, Il sowie Ill an allen Tagen
nur sehr schwach. Die niedrigere Proteinkonzentration im Vergleich zur

Versuchsgruppe bestatigt sich so auch qualitativ (Abbildung 31).



Abbildung 31: Immunfluoreszenzaufnahme des M. graciles der Kontroligruppe im
Langsschnitt. Das Fluoreszenzsignal ist sehr schwach und es kénnen keine neuen Gefallstrukturen
visuell nachgewiesen werden. (A) Gruppe IV 7d p. op. (B) Gruppe IV 14d p. op.; Vergrofierung: 20 x.



6 Diskussion

Die therapeutische Angiogenese weckt neue Hoffnung in der Behandlung von
ischamischen Gewebe und Wundheilungsstorungen (Yla - Herttuala 2006). VEGF ist
durch seine mitogene Wirkung auf Endothelzellen (Carmeliet 2000) sowie durch die
Mobilisation von EPCs (Asahara, Takahashi et al., 1999) schon lange als potenter
Angiogeneseinduktor bekannt. Eine ausreichende Vaskularisation des Transplantats
sowie des Transplantationslagers stellt die Voraussetzung fur eine hohe Take - Rate
dar (Schultze - Mosgau et al. 2002). Dementsprechend hat sich die therapeutische
Induktion der Angiogenese in den letzten Jahren zu einem der am intensivsten
untersuchten Forschungsgebiet im Bereich der plastischen und rekonstruktiven

Chirurgie entwickelt.

6.1 Beschriebene Applikationssysteme fiir die therapeutische
Angiogenese

Es konnte bereits in mehreren praklinischen Untersuchungen eine
Perfusionssteigerung durch den Einsatz von VEGF nachgewiesen werden. Padubidri
et al. fanden nach VEGF - Injektion am epigastrischen Lappenmodell der Ratte eine
erhohte Uberlebensrate. Durch histologische Untersuchungen konnte der Erfolg auf
die erhdhte Kapillardichte zuriickgefiihrt werden (Padubidri et al. 1996). Ahnliche
Ergebnisse beschrieben Kryger et al. in ihrer praklinischen Studie am
muskulo - kutanen McFarlane - Lappen mit einer durchschnittlichen Uberlebensrate
des Lappens von 78 - 96% (Kryger et al. 2000). Durch die topische Applikation von
r'VEGF konnte daruber hinaus im vorbestrahlten Transplantatlager die endogene
VEGF und CD105 - Produktion hochreguliert werden (Schultze - Mosgau et al.
2003). Trotz praklinischer Erfolge hat die isolierte Applikation von
Wachstumsfaktoren auch seine Schattenseiten. Durch den unkontrollierten Ubertritt
ins Blut und der daraus folgenden systemischen Wirkung kann es unter anderem zu
einer Neovaskularisation von okkulten Tumoren kommen (Carmeliet 2005). Die kurze
Halbwertszeit stellt darUber hinaus die Effektivitdt dieser Therapiemdglichkeit in
Frage (Zhang et al. 2004).



Das Ziel ist es, ein effizientes und sicheres System zur kontrollierten Induktion der
therapeutischen Angiogenese zu entwickeln. Es wurde eine Vielfalt von

Applikationssystemen beschrieben.
(h Protein - Delivery - Systeme
(I)  Gentherapie
» In vivo Gentherapie
e Nicht - viraler oder Viraler Gentransfer
= Exvivo Gentherapie
(ll)y  Transplantation von Zellen mit angiogenetischem Potential

Versuche flr eine kontrollierte und lokale Proteinfreisetzung stellte die Entwicklung
eines zellfreien Protein - Slow - Release Systems unter Verwendung von naturlichen
sowie synthetischen Polymermatrix - Systemen dar. Die Freisetzungskinetik ist
charakterisiert durch einen initialen Burst innerhalb der ersten 24 h, gefolgt von einer
kontinuierlichen Freisetzung Uber einige Wochen (Rui et al. 2012). Elcin et al.
konnten ab der ersten Woche histomorphometrisch die Formation neuer Kapillaren
nach Implantation eines VEGF - funktionalisierten PLGA - Schwammes unter die
Leistenfaszie der Ratte beobachten (Elcin et al. 2006). Durch die Degradation der
Biomaterialien fallt jedoch ein Massenanteil saurer Abbauprodukte an, der eine
Funktionsminderung des VEGF um 25% zur Folge hat (Kim et al. 2002). Andere
Studien wiederrum fanden keine Aktivitatsbeeintrachtigung (King et al. 2000) bzw.

berichten Uber eine Aktivitatsminderung von nur 10% (Sheridan et al. 2000).

Ein anderes Applikationssystem stellt die Gentherapie dar. Das Ziel besteht in der
Integration der genetischen Information des therapeutischen Gens in die Zielzelle
oder das Zielgewebe. Die alleinige Applikation von Plasmiden ohne jegliche
Adjuvantien zeigt sich als weniger effektiv. Kang et al. beschreiben ein signifikant
hoheres VEGF - Expressionslevel durch den Einsatz von PLGA (Kang et al. 2008).
Mittels Immunfluoreszenz konnten Esponda et al. zeigen, dass die
GFP - Genexpression nach Transfektion ausschlieRlich im Zytoplasma stattfindet
(Esponda et al. 2009). Chemische Adjuvantien wie PLGA oder PEI wirken jedoch im



Rahmen ihrer Degradation zytotoxisch, was sie fur die klinische Anwendung

indiskutabel machen.

Die viral - basierten Techniken weisen bisher die grof3ten Transfektionserfolge auf.
Dabei macht man sich die Eigenschaft von Viren zu Nutze in Wirtszellen
einzudringen und die genetische Information in das Genom einzubauen. Es werden
verschiedene virale Vektorsysteme beschrieben, die durch unterschiedliche
Gentransfereigenschaften charakterisiert sind (Gaffney et al. 2007; Lubiatowski et al.
2002). Durch die starke, adenoviral ausgeloste Immunantwort (Hinkel et al. 2011;
Lee et al. 2005) sowie das hohe pathologische und toxische Potential (Cristiano
1998) bestehen jedoch zahlreiche Sicherheitsbedenken gegen den Einsatz von

viralen Vektoren.

Aluigi et. al entwickelten eine nicht - viral, auf Elektroporation basierende
Gentransfermethode, die das genetische Material ex vivo direkt in den Nukleus
schleust — die Nukleofektion (Aluigi et al. 2006). Es konnte eine
Transfektionseffizienz mesenchymaler Stammzellen von bis zu 73% mit einer
Uberlebensrate der Zellen von 92% ermittelt werden. Somit stellt die Nukleofektion

als Gentransfersystem eine effektive Alternative zum viralen Gentransfer dar.

Die Transplantation von Zellen mit angiogenetischem Potential stellt durch die
Entdeckung von zirkulierenden endothelialen Progenitorzellen im adulten
Organismus eine weitere Methode der therapeutischen Angiogenese dar (Asahara et
al. 1997). Es konnte am ischamischen Ruckenhautlappen der Nacktmaus beobachtet
werden, dass injizierte humane EPCs sich bevorzugt im Wundgebiet ansammeln. Sie
tragen zu einer signifikant erhéhten Kapillardichte und einer erhéhten Uberlebensrate
des Gewebes bei (Park et al. 2004).

6.2 Angewandtes Modell der therapeutischen Angiogenese

In vorhergehenden Studien wurde ein Modell des zellbasierten Gentransfers
beschrieben - ein auf autologe Fibroblasten basierende VEGF - Delivery - System
(Mueller et al. 2010b). Die Fibroblasten werden aus Gewebeproben der oralen
Mukosa der Wistar - Ratten isoliert und kultiviert. Wunden der Mundschleimhaut sind



durch eine schnelle Reepithelialisierung und ein schnelles Remodelling
gekennzeichnet. DarUber hinaus proliferieren die Zellen aufgrund ihres embryonalen
Phanotyps unter Standardkulturbedingungen (Stephens et al. 2001). Durch
Nukleofektion werden die Zellen ex vivo mit einem VEGF - codierenden Plasmid,
dem pVEGF164 3.1/nV5 DEST™ transfiziert. Eine definierte Anzahl transfizierter
autologer Fibroblasten werden den Tieren der Versuchsgruppe in die Region
zwischen M. graciles und der Subkutis injiziert. Die Ischamie wird experimentell

durch die Unterbindung der vaskularen Versorgung durch die A. femoralis eingeleitet.

Nach Applikation von transgenen Fibroblasten konnte bereits in einer vorherigen
Studie eine verstarkte Expression von VEGF und eine Neovaskularisation einer
Kollagenmembran am Tiermodell belegt werden. Muller et al. implantierten dazu eine
allogene Kollagenmembran mit 1 cm Durchmesser in die Leistenregion von
Wistar - Ratten und behandelten selbige mit VEGF - transfizierten Fibroblasten. Es
konnten keine systemischen und lokalen Nebenwirkungen festgestellt werden. Die
auf Fibroblasten - basierende VEGF - Plasmid - Applikation stellt ein potentes
System zur Verbesserung der Wundheilung durch Steigerung der Perfusion dar
(Mueller et al. 2010a).

In dieser Arbeit konnte weiterfUhrend festgestellt werden, dass die Behandlung des
Zielgewebes mit transfizierten Fibroblasten bei simultaner Einleitung der Ischamie

sich als effizientesten behauptet, auf RNA - als auch auf Protein - Ebene.

6.2.1 Effektivitat der Therapiestrategien

Der Therapieerfolg wird an einer erhdhten VEGF - Transkriptions- und
Expressionsrate ausgemacht. Eine signifikant erhdhte mRNA - Konzentration kann in
Gruppe |, die simultan mit der Legierung der Arterie behandelt wurde, im Vergleich
zu Gruppe Il und lll, die 7 Tage bzw. 14 Tage vor Einleitung der Ischamie behandelt
wurden, zu nahezu jedem Untersuchungszeitpunkt (3 d, 7 d und 14 d p. op.)
festgestellt werden. Durch In - situ Hybridisierung kann der Unterschied optisch
bestatigt werden. Die pVEGF164 3.1/nV5 - transfizierten Fibroblasten exprimieren
VEGF konstitutiv als C-terminales V5 Fusionsprotein. Die
VEGF - Transgenexpression unterliegt keinem Ubergeordneten



Regulationsmechanismus. Der relative Expressionshdhepunkt am 7. Tag p. op. und
die folgende Abnahme des relativen VEGFssmRNA - Gehalts sowie des
Proteingehalts in Gruppe | deckt sich mit vorherigen Untersuchungen. Das
genetische Material des therapeutischen Gens wird in einen Plasmid eingelesen. Der
Plasmid wird nicht in das Genom der Fibroblasten eingebaut und so auch nicht an
die nachste Generation vererbt. Die Transkription findet Uber ein zeitlich definiertes
Fenster statt (transient). An Tag 14 p. op. kann man davon ausgehen, dass es sich
ausschlieBlich um endogen produzierte mRNA handelt (Mueller et al. 2010b). Somit
endet die VEGF - Genexpression der transgenen Fibroblasten mit ihrem Absterben
oder ihrer Teilung. Ahnliche Ergebnisse liefert die Untersuchung auf Proteinebene.
Am 7. Tag p. op. unterscheidet sich die Proteinkonzentration der Gruppe | von

Gruppe Il und Il signifikant bis hochsignifikant.

In Gruppe Il kann auf RNA - Ebene noch ein kleiner therapeutischer Erfolg
beobachten werden, der sich jedoch nicht signifikant von den Ergebnissen der
Kontrollgruppe unterscheidet. Die VEGFq4 - Transkription ist im Vergleich zur
Versuchsgruppe mit simultaner Einleitung der Ischamie stark reduziert, was durch
In - situ  Hybridisierung ebenfalls bestatigt wird. An Tag 7 p. op. besteht ein
hochsignifikanter Unterschied zu Gruppe |, wobei man den Uber das Basislevel
hinausgehenden relativen mRNA - Gehalt mit einer Restaktivitat der transfizierten
Fibroblasten sowie der induzierten endogenen VEGF - Transkription erklaren kann.
Auf Proteinebene sind ahnliche Ergebnisse zu beobachten, wobei der Unterschied
zu Gruppe | sich nicht so deutlich darstellt. Es konnen daruber hinaus an Tag 7 p. op
hochsignifikante Unterschiede zu der PBS - Kontrollgruppe ermittelt werden. Durch
vorhergehende Behandlung des Gewebes mit den transfizierten Fibroblasten kommt
es schon vor Einleitung der Ischamie zu einer gesteigerten VEGF - Expression. Ein
Anteil von VEGF 64 bindet Uber Heparansulfat - Proteoglykane an die extrazellulare
Matrix und stellt so ein Reservoir biologisch aktiven VEGFs dar. Die Freisetzung
durch proteolytische Spaltung durch Plasmin erfolgt im Rahmen der physiologischen
Angiogenese unter hypoxischen Bedingungen (Houck et al. 1992), in diesem Falle

durch die Imitation einer ischamischen Situation durch Legierung der A. femoralis.

In Gruppe |l kann auf mMRNA - Ebene kein therapeutischer Effekt der transfizierten
Fibroblasten mehr beobachtet werden. Der mRNA - Gehalt geht kaum Uber das

Basislevel hinaus. Man kann davon ausgehen, dass die inzwischen neu entstandene



Generation die Eigenschaft der Transgenexpression verloren hat bzw. die
transfizierten Fibroblasten abgestorben sind. Die Transgenexpression ist so auf ein
zeitliches Fenster von weniger als 14 Tagen beschrankt. Die Ergebnisse der
In - situ Hybridisierung bestatigen diese Beobachtung. Auf Proteinebene kann jedoch
ein kleiner Erfolg verzeichnet werden. Die relative VEGF - Konzentration des
oberflachlichen Muskelanteils der Versuchsgruppe uUbersteigt die der beiden
Kontrollgruppen am 3. und 7. Tag p. op.. An Tag 7 p. op. kann ein hochsignifikanter
Unterschied festgestellt werden. Eine mdgliche Begrindung liegt wie in Gruppe I
schon erlautert in der Bindung von VEGF 64 an die extrazellulare Matrix und die

durch die Ischamie eingeleitete proteolytische Freisetzung.

In einer anderen Studie konnte kein therapeutischer Effekt bei Applikation von
transfizierten Zellen mit gleichzeitiger Unterbindung der Blutzufuhr erkannt werden.
Spanholtz et al. erzielten nur bei der Behandlung des Zielgebiets eine Woche vor
Ischamiebeginn und nur unter Einbeziehung des umgebenden Gewebes eine
signifikant hohere Uberlebensrate des Ischamiegebiets. Trotz hdochster
Expressionsrate direkt nach Ischamiebeginn in der Gruppe mit simultaner Einleitung
der Ischamie, konnte nur in der Gruppe, die ein Woche vor Ischamiebeginn
behandelt wurde, ein therapeutischer Effekt gesehen werden (Spanholtz et al. 2009).
Als Lappenmodell fur die Arbeit von Spanholtz et al. diente der muskulokutane
McFarlane - Lappen in einer Grof3e von 2 x 8 cm mit randomisierter Blutversorgung
von der Lappenbasis ausgehend. Mikroangiographische und immunhistologische
Untersuchungen lielBen Ruckschlusse auf den Erfolg der jeweiligen Therapie ziehen.
Man kann jedoch nicht ohne weiteres beide Ergebnisse miteinander vergleichen, da
unterschiedliche Auswertungsmethoden verwendet wurden. Flir Spanholtz et al.

stellte die Gefalidichte das entscheidende Kriterium flr den Erfolg der Therapie dar.

6.2.2 Ortsbestandigkeit der transfizierten Fibroblasten

Es kann anhand der starksten Expression an VEGFi - mRNA in den
oberflachlichen Anteilen des M. graciles der Gruppe | gezeigt werden, dass die
Fibroblasten ortsbestandig sind. Am 7. Tag p. op. kann ein hochsignifikanter
Unterschied zwischen dem oberflachlichen Anteil und dem kaudalen bzw. kranialen



Anteil des M. graciles ermittelt werden. Somit ist eine kontrollierte Angiogenese am
Ort der Injektion moglich, was mit den Ergebnissen vorheriger Studien korreliert
(Mueller et al. 2010a). Nebenwirkungen wie Vasodilatation, Hypotonie (Unger et al.
2000) oder die Neovaskularisation von Tumoren (Ferrara 2002; Stewart &

Kleinerman 2011) in entfernten Gebieten sind auszuschlief3en.

Auf Proteinebene kann kein signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen
Regionen festgestellt werden. VEGF ist ein sezerniertes angiogenes Protein (Leung
et al. 1989). Es wurde die Verteilung von VEGF bereits im Tumorgewebe durch
Diffusion entlang eines Konzentrationsgradienten beschrieben, wobei die
Diffusionsgeschwindigkeit von der VEGF - Isoform abhangig ist (Newton 2006). Ein
signifikanter Anteil an VEGF 4 bindet Uber Heparansulfat - Proteoglykane an die
extrazellulare Matrix (Ferrara 1993). Nach Einleitung der Ischamie kommt es, wie
bereits in 6.2.1 erlautert. zur Freilassung des Wachstumsfaktor, was eine freie
Diffusion entlang eines Konzentrationsgradienten ermdglicht. Diese Tatsache lassen

Vermutungen Uber den nicht zu beobachteten Unterschied auf Proteinebene zu.

6.3 STED - Parameter

Das Problem besteht in der Umsetzung der praklinischen Ergebnisse aus
Tierversuchen in klinisch verwertbare Therapieansatze. Yla - Herttuala fordert fiur die
klinische Anwendung pro - angiogenetischer Gentherapien erganzend zu den
ADME - Parametern die Prifung der STED - Parameter, vor allem hinsichtlich einer
Optimierung der Vektorsyteme, der therapeutischen Dosen und der
Behandlungsziele (Yla - Herttuala 2006). Die STED - Parameter beinhalten:

S — Spreading throughout and reaching appropriate cells in the target tissue
T — Transduction efficiency

E — Expression strength in the transduced cells

D — Duration of expression

Das in dieser Arbeit angewandte Modell der therapeutischen Angiogenese wird

folgend hinsichtlich dieser Parameter untersucht.



6.3.1 Erreichen der Zielzellen — Parameter S

Dieses Modell einer therapeutischen Angiogenese basiert auf einer ex vivo
Gentherapie. Dabei werden autologe Fibroblasten der Zungenmukosa von
Wistar - Ratten isoliert und kultiviert. Die VEGFs - cDNA wird durch das
Gateway - Verfahren in den eukaryontischen Expressionsvektor
pcDNA3.1/n V5-DEST™ subkloniert. Die Transfektion der Fibroblasten erfolgt ex
vivo durch Nukleofektion. Im Anschluss werden den Tieren der Versuchsgruppe
autologe VEGF - transgene Fibroblasten in die Region zwischen M. graciles und
Subkutis injiziert. Durch eine ex vivo Transfektion der kultivierten, autologen
Fibroblasten ist es mdglich nur die Zielzellen genetisch zu verandern. Eine

kontrollierte Transfektion ist ermdglicht.

6.3.2 Transfektionseffizienz — Parameter T

Zaragosi et al. testeten eine Reihe von Transfektionsmethoden an Adipozyten auf
ihre Effektivitat. Die Nukleofektion zeigte dabei mit Werten bis zu 73% 48 h nach
Transfektion die besten Erfolge und stellt so eine effiziente Transfektionsmethode fur
eine transiente Transgenproduktion dar (Zaragosi et al. 2007). Ahnliche Ergebnisse
wurden an humanen mesenchymalen Stammzellen (hMSC) beschrieben (Aluigi et al.
2006).

Die in dieser Arbeit erreichte Transfektionseffizienz von Uber 50% 48 h nach
Transfektion ist in Ubereinstimmung mit vorherigen Studien. Dabei wurden autologe
Fibroblasten, kultiviert Gber eine Passage, mit einer Effizienz von 63,331% nach 24 h
durch den ,Basic Nucleofector Kit* mit dem P-22 Programm transfiziert. Dabei zeigt
sich die Anwendung des ,Basic Nucleofector Kit* dem ,Dermal Fibroblast Kit“ als
uberlegen (Mueller et al. 2010b). In einer weiteren Studie konnte die
Transfektionseffizienz mit 62,92% bei Gebrauch des ,Basic Nucleofector Kit"
bestatigt werden (Mueller et al. 2010a). Kleine Differenzen lassen sich durch die
unterschiedlichen Reaktionsansatze erklaren. 3 ug pVEGF4e3.1/n V5 DEST™
wurden in dieser Arbeit mit 1 x 107 Fibroblasten versetzt, wogegen Mueller et al. nur

5 x 10° Fibroblasten verwendeten (Mueller et al. 2010b).



6.3.3 Expressionsstarke der transduzierten Zellen — Parameter E

VEGF wirkt nur in einem engen Konzentrationsbereich durch Ausbildung von stabilen
und funktionellen Gefaldstrukturen physiologisch. Dabei stellt weniger die
Gesamtdosis als vielmehr die lokale VEGF - Konzentration die kritische
Determinante dar (Ozawa et al. 2004; von Degenfeld et al. 2006). Eine ex vivo
stattfindende genetische Veranderung der Zellen ermdglicht eine Bestimmung der
Expressionsstarke der transgenen Zellen bereits vor deren therapeutischen Einsatz.
In einer friheren Arbeit konnte an Tag 3 p. op. ein VEGF - Gehalt von 559.221 pg/ml
detektiert werden. Die Expressionsstarke nahm uber Tag 7 p. op. und Tag 9 p. op.
hin zu Tag 11 p. op. mit einem VEGF - Gehalt von 50.363 pg/ml signifikant ab
(Mueller et al. 2010Db).

Es liegt eine konstitutive, transiente Genexpression vor. Solange die lokale
Dosisschwelle an VEGF nicht Uberstritten wird, spielt die Anzahl der injizierten
genetisch veranderten Zellen keine Rolle (von Degenfeld et al. 2006). Das Risiko auf
Nebenwirkung bei Uberdosierung wie die Bildung von Hamangiomen und

abnormalen Blutgefalien wird reduziert (Ozawa et al. 2004).

6.3.4 Tansfektionspersistenz — Parameter D

In vitro Versuche mit VEGF - transfizierten Fibroblasten ergaben bereits eine
Transkriptionspersistenz von ungefahr 9 Tagen (Mueller et al. 2010b). In dieser in
vivo Studie kann in allen Versuchsgruppen ein Expressionsmaximum am 7. Tag
p. op. gezeigt werden. Ahnliche Ergebnisse lieferte eine vorherige Tierstudie von
Mueller et al., mit der héchsten VEGF - Rate an Tag 7 p. op. nach Applikation
VEGEF - transfizierter Fibroblasten. An Tag 14 p. op. ging der Gehalt an transgenen
VEGF gegen Null (Mueller et al. 2010a; Mueller et al. 2010b). Im Rahmen einer
transienten Proteinexpression wird die genetische Information des Wachstumsfaktors
in einem Plasmid festgeschrieben, der aul’erhalb des Genoms liegt. Der Plasmid
wird nicht an die folgende Generation weiter vererbt. Die Produktion von transgenen
VEGF verebbt binnen zwei Wochen und ist somit auf ein therapeutisches Zeitintervall

begrenzt.



7 Schlussfolgerung und Ausblick

Die auf Fibroblasten basierende VEGF - Gentherapie stellt ein potentes System zur
Verbesserung der Wundheilung dar. VEGF gilt als ein Schlusselprotein der
Angiogenese. Eine praoperative Stimulation der Angiogenese durch zellbasierten
Gentransfer steigert die Perfusion durch Induktion der Neovaskularisation Uber eine
verstarkte VEGF - Expression. Eine ausreichende Vaskularisation bildet die Basis flr

den Gewebetransfer.

Im Rahmen der vorliegenden in vivo Studie konnte nach einer Behandlung mit
VEGEF - transgenen Fibroblasten Gber nahezu den gesamten Untersuchungszeitraum
eine z.T. hochsignifikante Erhéhung der VEGF - Expression sowie ein verstarkter
Zytokin - Gehalt im Gewebe nachgewiesen werden. Die alleinige Applikation von
Fibroblasten hatte dabei keinen therapeutischen Effekt. Bei Injektion der
transfizierten Fibroblasten mit simultaner Einleitung der Ischamie konnten quantitativ
die besten Ergebnisse konstatiert werden. Die Behandlung zwei Wochen vor
Tx - Hebung zeigte keine quantitative Veranderung des Zytokin - Haushalts. Die
qualitative Beurteilung der entstandenen Gefal3strukturen und der daraus

resultierenden Tx - Uberlebensrate kdnnte das Ziel weiterfiihrender Studien sein.

Rinsch et al. konnten bereits in einer friheren Studie bei singularer VEGF - Therapie,
trotz signifikanter Erhdhung der Gefalldichte, keinen Erfolg hinsichtlich der
Tx - Uberlebensrate feststellen (Rinsch et al. 2001). VEGF ist ein wichtiges Zytokin,
welches EPCs mobilisiert und Endothelzellen aktiviert. Die Formation eines neuen
Kapillarnetzwerkes beginnt. Eine Stabilisierung durch glatte Muskelzellen und
Perizyten fehlt jedoch. Dem neugebildeten Gefalnetz fehlt es an ausreichend
Stabilitat um Belastungen standzuhalten. Es bilden sich unreife Gefal3strukturen mit
Hyperpermeabilitat. Man spricht von ,leaky vessels“ (Spanholtz et al. 2011). Cao et
al. berichteten bereits Uber die Ausbildung eines stabilen GefalRnetzes durch eine
Kombinationstherapie von VEGF und PDGF - BB (Cao et al. 2003). Ausgereifte
Gefalstrukturen durch die gleichzeitige Induktion von glatten Muskelzellen Uber
bFGF konnten auch Spanholtz et al. beobachten (Spanholtz et al. 2011). Eine
Kombinationsbehandlung aus zwei oder mehreren Wachstumsfaktoren wie VEGF

mit PDGF, bFGF oder TGF - 3 kdnnte einen groReren Therapieerfolg versprechen.



Uber die Induktion der Arteriogenese kann das Kapillarnetzwerk ausreifen, der
GefalRdurchmesser gesteigert werden und die Gefalle koénnen an Stabilitat

gewinnen.

Eine  weitere  MOoglichkeit  konnte  der  therapeutische  Einsatz ~ von
EPC - mobilisierenden Faktoren darstellen. Dazu zahlen u.a. Angiopoietin 1,
GM - CSF oder G - CSF. So kommt es zu einer verstarkten Mobilisierung von EPCs
aus dem Knochenmark und in deren Folge zu einer gesteigerten Vaskulogenese.
Angiopoetin 1 ist an Reifung und Wachstum von GefalRen beteiligt und daruber

hinaus fur die Erhaltung der Gefalstabilitat unverzichtbar (Thurston et al. 1999).

Fir die klinische Anwendung ist es weiterhin wichtig zu prifen, ob durch
Vorbehandlung des Transplantatbetts eine Verbesserung der Take - Rate erzielt
werden kann. Es konnte schon am McFarlane - Lappen in einer anderen Studie
gezeigt werden, dass eine Behandlung des umliegenden Gewebes zu einer

verbesserten Take - Rate beitragt (Spanholtz et al. 2009).

Um auch klinisch langfristige Erfolge zu erzielen, muss eine Optimierung der
Gefalreifung und der Stabilitdit der entstandenen GefalRkomplexe angestrebt
werden. Ein stabiles Gefallnetz stellt eine Conditio sine qua non fur eine erhdhte

Take - Rate und Tx - Uberlebensrate dar.
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