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1 EINLEITUNG

1.1 WAS IST ANGIOGENESE?
Der Prozess der Angiogenese beschreibt die Bildung von neuen Blutgefalien

ausgehend von einem bereits bestehenden Gefalinetzwerk und ist damit fur eine
Vielzahl von pathologischen und physiologischen Zustanden von groler
Bedeutung [1]. Unter anderem spielt Angiogenese bei den wichtigsten
Zivilisationskrankheiten eine entscheidende Rolle. Wichtige Krankheitsbilder, die
durch einen Mangel von Angiogenese charakterisiert werden konnen, sind
Krankheitsentitaten wie die periphere arterielle Verschlusskrankheit, der
Myokardinfarkt oder der ischamische Schlaganfall [1, 2]. Auf der anderen Seite
existieren auch Krankheitsbilder, die durch exzessive Angiogenese
hervorgerufen werden konnen oder sich in ihrem Verlauf durch eine
pathologische Angiogenese ungunstiger entwickeln kdnnen. Hierzu lassen sich
beispielsweise Erkrankungen wie Tumoren, inflammatorische Erkrankungen
sowie die altersabhangige Makuladegeneration zahlen [1, 2]. Bei einem so
komplexen biologischen Prozess wie der Angiogenese spielt die zielgerichtete
Interaktion von verschiedenen Zelltypen wie Endothelzellen, Leukozyten,
Perizyten, glatten Muskelzellen untereinander sowie die Interaktion mit der
extrazellularen Matrix eine wichtige Rolle [1]. Bestimmte Proteine der
extrazellularen Matrix konnen dabei antiangiogene Effekte bewirken [3]. Daruber
hinaus mussen auch bestimmte Voraussetzungen erfullt sein, damit
Angiogenese stattfinden kann. Beispielsweise mussen sich Endothelzellen
zunachst teilen, um dann anschlieBend durch Migration und Adhasion
untereinander sowie mit der extrazellularen Matrix neue Gefal3strukturen
auszubilden [4]. Bei diesen Prozessen sind sowohl Zytokine als auch Zell- Zell
Interaktionen entscheidend beteiligt. Es existiert eine Vielzahl von Zytokinen und
Wachstumsfaktoren, die sich durch pro- oder antiangiogene Effekte auszeichnen
konnen [5]. Einer der bekanntesten proangiogen wirkenden Faktoren ist der
vaskulare endotheliale Wachstumsfaktor VEGF [5]. Ein weiterer bekannter und
wichtiger Faktor ist bFGF [5, 6]. Als antiangiogen wirkende Faktoren sind
beispielsweise PF4 oder CXCL10 bekannt [5]. Auler den bereits genannten



Faktoren existieren selbstverstandlich noch wesentlich mehr Faktoren, die pro-
oder antiangiogen wirken konnen. Einige der bekannten Angiogenese
modulierenden Faktoren werden mittlerweile im Rahmen von zielgerichteten
Therapien, beispielsweise im Rahmen von modernen Chemotherapieregimes zur
Bekampfung von malignen Tumoren therapeutisch beeinflusst [5]. Am
bekanntesten ist hier sicherlich die zielgerichtete Therapie gegen VEGF durch
Antikorper oder Tyrosinkinase- Inhibitoren bei malignen Erkrankungen wie
beispielsweise dem Nierenzellkarzinom oder dem kolorektalen Karzinom [7, 8].
Daruber hinaus wird beispielsweise Avastin als monoklonaler Antikdrper gegen
VEGF auch bei nicht malignen Erkrankungen wie der altersabhangigen

Makuladegeneration eingesetzt [9].

1.2 DENDRITISCHE ZELLEN (DCS)
Dendritische Zellen (DCs) sind spezialisierte Entzindungszellen, die an einer

entscheidenden Schnittstelle zwischen angeborener und erworbener Immunitat
stehen. Sie wurden erstmals von Ralph Steinman und Zanvil Cohn in den 1970er
Jahren des vergangenen Jahrtausends beschrieben [10, 11]. Ein
morphologisches Charakteristikum dieser Zellen ist ihr sternformiges Aussehen
in der Zellkultur [10]. Weitere experimentelle Forschungsarbeiten, die sich mit der
Funktion dieser Zellen beschaftigt haben, konnten im Verlauf zeigen, dass sie
von herausragender Bedeutung fur das Immunsystem sind. Eine wesentliche
Beteiligung an der Erforschung der DCs hatten verschiedene transgene
Tiermodelle, die eine Depletion der DCs in vivo beziehungsweise von einzelnen
DC- Subtypen ermdglicht haben [12, 13]. DCs als Zellen, die zur Phagozytose
befahigt sind, ahneln in dieser Hinsicht den Makrophagen. Teilweise wir die
Existenz einer eigenen Zelllinie der dendritischen Zellen auch angezweifelt und
sie werden von kritischen Autoren der Makrophagen- Monozyten- Zelllinie
zugeordnet [14]. Insgesamt werden die DCs jedoch von der Mehrzahl der
Autoren einer eigenen Zelllinie zugeordnet, die unabhangig von den
Makrophagen existiert.



1.3 DIE EINZELNEN SUBTYPEN DER DENDRITISCHEN ZELLEN
Unter dem Uberbegriff dendritische Zellen fasst man mehrere verschiedene

Populationen von Zellen zusammen, die sowohl in lymphatischem als auch in
nicht- lymphatischem Gewebe vorkommen konnen. Man unterscheidet zunachst
einmal grundsatzlich plasmazytoide (pDCs) und konventionelle dendritische
Zellen (cDCs) sowie inflammatorische, von Monozyten abstammende DCs [15-
17]. Schon bald, nachdem die DCs als oberflachenadharente Zellen entdeckt
worden waren, wurde als gemeinsamer Marker aller DCs die Expression der
Antigene MHC Il und CD11c entdeckt [11, 15]. Weitere Arbeiten, die sich mit den
dendritischen Zellen auseinandergesetzt haben konnten dann zeigen, dass die
MHC Il und CD11c positiven Zellen in lymphatischem Gewebe wiederum
Unterpopulationen zeigen. Dabei existieren im lymphatischen Gewebe DCs die
entweder CD11b exprimieren oder eine Expression von CD8a zeigen [15, 16,
18]. Daruber hinaus gibt es im peripheren Gewebe, wie beispielsweise in der
Dermis oder der Lunge DCs die durch Expression von CD103 charakterisiert
sind. Weiterhin existieren dort auch CD11b positive DCs. Die CD103 positiven
Zellen entsprechen in ihrer Funktion in vielerlei Hinsicht den CD8a positiven DCs
im lymphatischen Gewebe [18, 19]. Daruber hinaus gibt es eine Gruppe von DCs,
die plasmazytoiden dendritischen Zellen, die morphologisch durch ein
plasmazellartiges Aussehen ohne die typischen Dendriten charakterisiert sind
[15, 16]. Nach Stimulation mit Interleukin 3 kommt es bei dieser Zellpopulation
zur Ausbildung von langen Dendriten und Hochregulation von CD11¢c und MHC
Il [15, 20]. Dartuber hinaus konnen plasmazytoide dendritische Zellen durch
proinflammatorische Stimuli wie beispielsweise CXCL10 in Lymphknoten
rekrutiert werden, wo sie grol3e Mengen an Typ- 1- Interferon produzieren [21].
Weiterhin ist bekannt, dass sich im Rahmen von inflammatorischen Prozessen
DCs aus einer monozytaren Vorlauferzelle entwickeln konnen. In diesem
Zusammenhang spricht man dann von inflammatorischen oder monozytaren
DCs [22]. Im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass bei einer Infektion mit
Leishmaniose Monozyten in die Dermis rekrutiert werden, die sich wiederum in
der Dermis zu DCs differenzieren und entscheidend an der Th-1 Abwehr der

Leishmania- Infektion beteiligt sind [22].



1.4 DIE ZELLULARE ENTWICKLUNG DER DENDRITISCHEN ZELLEN
Die Entwicklung der DCs geht von einer gemeinsamen Vorlauferzelle (MDP),

welche die DCs gemeinsam mit Monozyten und Makrophagen im Knochenmark
besitzen, aus [15, 23]. Aus dieser Vorlauferzelle kdnnen sich also auf der einen
Seite DCs entwickeln, andererseits konnen sich hieraus auch Monozyten und
Makrophagen entwickeln [23]. In der weiteren Entwicklung der monozytaren
Zellreine wurde eine gemeinsame monozytare Vorlauferzelle beschrieben, die
sich nur noch weiter in Monozyten differenzieren kann [24]. DarUber hinaus
existiert parallel auch eine Zellpopulation, die sich entsprechend nur noch in die
verschiedenen Arten von DCs weiter differenzieren kann (CDP) [25, 26]. Aus
dieser Zelle wiederum konnen sich Vorlauferzellen fur cDCs sowie fur pDCs
entwickeln [27, 28]. Die Entwicklung bis zur gemeinsamen Vorlauferzelle fur die
pDCs sowie die cDCs verlauft im Knochenmark. Diese Vorlauferzellen (preDCs)
verlassen dann das Knochenmark und wandern in periphere Gewebe ein [29].
Im lymphatischen Gewebe, also beispielsweise in den Lymphkoten oder in der
Milz existieren dann zum einen CD8a positive cDCs [18]. Daruber hinaus gibt es
dort dann auch cDCs, die CD11b exprimieren [18]. Die CD8a positive DC
Population spielt eine entscheidende Rolle bei der Induktion einer Th-1
Zellantwort durch zytotoxische T- Zellen, da hier exogen aufgenommene
Antigene Uber MHC-I Molekule prasentiert werden konnen [19, 30]. Die CD11b
positive DC Population wiederum kann Antigene Uber MHC- Il prasentieren [31].
Daruber hinaus existiert im nichtlymphatischen Gewebe eine CD103- positive
Zellpopulation von DCs die ebenfalls die Eigenschaft verfugt, exogen
aufgenommene Antigene uber MHC | zu prasentieren [19, 32]. Insofern haben
die CD8a positiven DCs und die CD103 positiven DCs ahnliche Eigenschaften.
Die CD8a positiven Zellen und die CD103 positiven Zellen werden auch als cDC1
bezeichnet [33]. Die CD11b positiven Zellen auch als cDC2 [33]. Neuere
Erkenntnisse deuten darauf hin, dass die Zuordnung zur jeweiligen
Subpopulation von DCs bereits im Knochenmark erfolgt und nicht erst im
peripheren Gewebe [33]. Ab dem =zellularen Entwicklungsstadium der
gemeinsamen dendritischen Vorlauferzelle (Common Dendritic Precursor, CDP)

ist diese Zuordnung zu einer der beiden Zelllinien der konventionellen



dendritischen Zellen erkennbar [33]. Interessanterweise scheint es auch so zu
sein, dass sich die Vorlauferzellen sowohl im Hinblick auf die Antigene, die an
der Zelloberflache exprimiert werden, als auch im Hinblick auf das Transkriptom
unterscheiden [33]. Daruber hinaus scheint es eine enge Koppelung von
Zellproliferation und Zelldifferenzierung zu geben [33].

Knochenmark Peripheres Blut/Gewebe

i

Entwicklungsreihe der DCs bei Mausen

Pre-
DC1

/ v cDC1 (CD8a+ oder CD 103+)
CMP
® _’\MDP/_’CP/_’\/

Bres
Pre- DC2
NN
N\

pDC

N

Abbildung 1: Uberblick iiber die verschiedenen DC Subtypen der Maus und ihre Entwicklung (Nach
S. Puhr et al. 2015 [15])

cDC2 (CD11b+)

Ein wesentlicher Faktor fur die Entwicklung der DCs unter steady- state
Bedingungen ist FLT3 [34, 35]. Unter inflammatorischen Bedingungen scheint
daruber hinaus auch der Granulozyten, Monozyten Kolonie stimulierende Faktor
(GMCSF) von groRer Relevanz zu sein [36]. Mausen mit einem durch Knockout
hervorgerufenen FLT3 Mangel fallen phanotypisch zum einen sowohl durch
einen Mangel an myeloischen und Iymphatischen Vorlauferzellen im
Knochenmark auf, zum anderen aber auch durch eine Veranderung der
zellularen Zusammensetzung im peripheren Blut sowie in Lymphknoten und der
Milz [37]. Dabei sind auch die Populationen von cDC1 und cDC2 vermindert [37].
Aufgrund der Komplexitat der DCs und der wechselseitigen Beziehungen der
Zellen zueinander beziehungsweise der Entwicklung der Zellpopulationen aus
einer gemeinsamen hamatopoetischen Vorlauferzelle, ist die Erforschung der DC




Entwicklungslinie nach wie vor Gegenstand aktueller Forschungsprojekte

weltweit.

1.5 DENDRITISCHE ZELLEN UND IMMUNITAT
Experimentell kbnnen DCs sowohl aus humanem Blut als auch aus murinem

Knochenmark mittels Zellkulturtechniken isoliert werden [36, 38, 39]. Die aus
dem Knochenmark der Maus isolierten DCs werden auch als so genannte Bone
marrow derived DCs (BM- DCs) bezeichnet [38, 40]. Grundsatzlich ahneln diese
Zellen, die in den meisten publizierten Studien untersucht wurden am ehesten
den inflammatorischen, von monozytaren Vorlauferzellen abgeleiteten DCs. In
den letzten Jahren konnte vor allem mittels zielgerichteter Depletion von
Subpopulationen von DCs in verschiedenen Tiermodellen, insbesondere in der
Maus, die jeweilige Rolle der Zellpopulationen im Zusammenhang mit
inflammatorischen Prozessen prazisiert werden [41]. Unter steady- state
Bedingungen werden Antigene im Gewebe von CD103+ DCs aufgenommen. Mit
der Lymphflussigkeit gelangen die beladenen DCs in die Lymphknoten [19]. Dort
konnen die entsprechenden Antigene dann, nachdem diese durch MHC II-
Molekule prasentiert wurden, durch T- Zellen erkannt werden [19]. Daraufhin
kommt es schliellich zur Aktivierung einer adaptiven Immunantwort mit
nachgeschalteter Produktion von Antikorpern durch B- Zellen. Darlber hinaus
konnen die CD103+ DCs ihre aufgenommenen Antigene auch an CD8a+ DCs
weitergeben, wie in einem experimentellen Setting mit per Inhalation in die Lunge
aufgenommenen Fremdantigenen gezeigt werden konnte [19]. Die CD103+ DCs
haben die einzigartige Eigenschaft, Antigene auch uber MHC-I Molekule
prasentieren zu koénnen [19]. Daraufhin konnen dann zytotoxische T-
Lymphozyten aktiviert werden. Plasmozytoide DCs konnen durch ihre TLR
Rezeptoren pathogene Muster wie doppelstrangige RNA oder CpG beinhaltende
DNA Abschnitte erkennen, die ein Charakteristikum von viralen Pathogenen
darstellen. Hierauf konnen sie durch Produktion gro3er Mengen an Interferon
Gamma reagieren [42]. Daruber hinaus kommt es dann zur Ausbildung der fur
den Namen der Zellen ausschlaggebenden zellularen Fortsatze (Dendriten)
sowie zur Hochregulation von MHC Rezeptoren und kostimulatorischen
Molekulen der T- Zell Aktivierung [20]. Im entzindeten Gewebe werden die



Endothelzellen der dort vorhandenen Blutgefal’e aktiviert, wodurch diese zur
Rekrutierung von Leukozyten ins entzindete Gewebe beitragen. Hierbei werden
Monozyten rekrutiert, die sich im Gewebe zu so genannten inflammatorischen
DCs entwickeln konnen [22]. Bei Untersuchungen im Dunn- und Dickdarm konnte
gezeigt werden, dass die CD11b+ DCs an der Abwehr von parasitaren
Infektionen beteiligt sind. Beispielsweise wurde eine tierexperimentelle Studie
durchgefuhrt, bei der eine Infektion der Versuchstiere mit Schistosoma mansoni
stattfand. Entscheidend fur die Entwicklung einer Immunantwort waren hier
CD11b+ DCs [43]. In einer anderen Studie, bei der das Augenmerk auf der
Ausbildung einer allergischen Reaktion nach Kontakt zu Hausstaub lag, fand sich
im Lungengewebe ebenfalls die vorbeschriebene CD11b+ DC Population,
welche fur die Ausbildung einer allergischen Th-2 Antwort entscheidend war, wie
in einem Experiment, bei dem Mause mit Hausstaub behandelt worden sind und
die allergische Antwort hierauf gemessen wurde, herausgefunden werden konnte
[44].

1.6 DENDRITISCHE ZELLEN UND NEOVASKULARISATION
Neben den bereits bekannten Funktionen von dendritischen Zellen im

Zusammenhang mit Inflammation konnten neuere Arbeiten auch zeigen, dass
DCs einen Einfluss auf die Neubildung von Blutgefallen haben konnen. Die
meisten Autoren haben hier mit DCs gearbeitet, die aus murinem Knochenmark
isoliert worden sind und mittels GMCSF behandelt wurden. Das heil’t, bei diesen
Untersuchungen wurde vor allem mit inflammatorischen, von Monozyten
abstammenden DCs gearbeitet. So wurde unter anderem im Maus- Modell
gezeigt, dass schnell wachsende und gut vaskularisierte Tumoren mehr unreife
DCs enthalten [45]. Erganzend konnte durch dieselbe Gruppe von
Wissenschaftlern ebenfalls gezeigt werden, dass die Implantation von Tumoren,
die mit unreifen DCs versetzt worden waren, im Mausmodell zu schneller
wachsenden Tumoren fuhrte. Aullerdem konnte in einem Modell der
Wachstumsfaktor induzierten Angiogenese (Matrigel) demonstriert werden, dass
die unreifen DCs zu mehr Angiogenese fuhren [45]. Weitere Arbeiten, die sich
mit der Rolle von DCs bei Brustkrebs beschaftigt haben, konnten darlegen, dass

mehr reife DCs im Primartumor sowohl zu langerem progressionsfreiem
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Uberleben als auch langerem Gesamtlberleben der Patientinnen fihrten [46].
Ahnliche Beobachtungen konnten in Mausmodellen von anderen Erkrankungen
gemacht werden, die ebenfalls mit Angiogenese assoziiert sind. Zum Beispiel
wurde die Rolle von DCs fur die Angiogenese in einem Tiermodell fur die feuchte
altersbedingte Makuladegeneration (choroidales Neovaskularisationsmodell in
der Maus) untersucht. Dabei wurden mittels eines Lasers subretinale Lasionen
induziert, in denen die Neovaskularisation beobachtet und analysiert wurde. In
den zuvor induzierten Lasionen konnte eine Infiltration von DCs beobachtet
werden, nachdem Fluoreszenz markierte DCs in die Schwanzvene der
Versuchstiere injiziert worden waren [47]. Im Bereich der Reproduktion spielt
Angiogenese ebenfalls eine wichtige Rolle. Ein Beispiel hierfur ist die
Regeneration des Endometriums im monatlichen Zyklus der Frau. Daruber
hinaus existiert die Endometriose als Erkrankung, deren Grundlage versprengtes
Endometrium ist. Beispielsweise konnte demonstriert werden, dass DCs in einem
Mausmodell der Endometriose dazu fihren konnen, dass die Endometrioseherde
sowohl schneller wachsen, als auch insgesamt groRer werden [48]. Dazu passt
auch, dass in vitro gezeigt werden konnte, dass DCs die Migration von
Endothelzellen fordern koénnen [48]. In einem Mausmodell der Embryo-
Implantation konnte die Bedeutung von uterinen DCs fur die erfolgreiche Embryo-
Implantation gezeigt werden [49]. Dabei wurden Depletionsversuche
durchgefuhrt, um die Rolle von uterinen DCs fur die Embryo- Implantation zu
untersuchen. Nach Depletion der uterinen DCs kam eine erfolgreiche Embryo-
Implantation nicht mehr zustande [49]. Dies, so konnten die Autoren zeigen, lag
nicht an einer fehlenden Immuntoleranz, sondern an einer gestorten
Angiogenese [49]. Eine andere Arbeitsgruppe die sich ebenfalls mit der Rolle von
DCs fur die Angiogenese im Zusammenhang mit Reproduktion beschaftigt hat
konnte zeigen, dass eine Subpopulation von DCs, die den CXCR4 Rezeptor
exprimiert, fur die Angiogenese in der Plazenta bedeutend ist [50]. Des Weiteren
konnte gezeigt werden, dass unreife myeloische Zellen eine wichtige Rolle in der
Modulation der Angiogenese in der Plazenta bei Menschen [51] und bei Mausen

[52] spielen.
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1.7 HYPOXIE UND HYPOXIE INDUZIERBARER FAKTOR (HIF)
Ein Mangel an Sauerstoff wird in der Medizin und Biochemie als Hypoxie

bezeichnet. Normalerweise ist dies ein absolutes Notfallsignal fur Zellen, da
Sauerstoff lebensnotwendig ist fur die Aufrechterhaltung einer zellularen
Homoostase [53]. Ein wichtiger Faktor in diesem Zusammenhang ist HIF1 [54].
HIF1 ist ein Transkriptionsfaktor, der sich aus HIF1A und HIF1B zusammensetzt
[53, 54]. HIF1A ist sauerstoffsensibel. Unter normoxischen Bedingungen wird
HIF1A hydroxyliert und ubiquitinyliert. Das fuhrt dazu, dass HIF1A durch das
Proteasom abgebaut wird [54]. Unter hypoxischen Bedingungen kommt es zur
Stabilisierung von HIF1A. Dadurch konnen HIF1A und HIF1B einen Dimer bilden
und die Transkription von Genen, die fir das Uberleben unter hypoxischen
Bedingungen essenziell sind, bewirken [53]. Dazu zahlen vor allem Gene, die fur
Stoffwechselprozesse wie Glykolyse verantwortlich sind und Gene, die fur die
Angiogenese beziehungsweise die Erythropoese bedeutsam sind [54].
Experimente mit myeloischen Zellen konnten daruber hinaus zeigen, dass HIF1
von entscheidender Bedeutung fur die Infiltration von myeloischen Zellen in
entzindetes Gewebe ist [55]. Dies konnte beispielsweise im Tierversuch mit
einem kutanen Inflammationsmodell gezeigt werden. Hier konnte man bei HIF1A
null Mausen eine deutlich geringere Infiltration von myeloischen Zellen in die Haut
beobachten [55]. Ahnliche Ergebnisse waren auch in einem Mausmodell flr
Arthritis sichtbar [55]. Diese geringere Infiltration war unabhangig von der
Expression von VEGF. Passend zu diesen Beobachtungen kam es beim Fehlen
des Von- Hippel- Lindau- (VHL) Proteins, das entscheidend am Abbau des
hydroxylierten HIF1A beteiligt ist, zu einer deutlichen Verstarkung der
inflammatorischen Antwort [55]. Klinisch- praktische Konsequenzen haben sich
aus der Kenntnis des Zusammenspiels von HIF, dem VHL Protein und VEGF fur
die Therapie des Nierenzellkarzinoms ergeben, bei dem eine therapeutische
Beeinflussung von proangiogenen Signalwegen mittlerweile als medikamentose
Tumortherapie etabliert ist [56]. Beim klarzelligen Nierenzellkarzinom liegt eine
Mutation im VHL- Gen vor. Daraus ergibt sich als Folge, dass HIF, welches
normalerweise unter normoxischen Bedingungen hydroxyliert beziehungsweise

ubiquitinyliert wird sowie anschliefend durch das Proteasom abgebaut wird, nun
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eben nicht mehr abgebaut wird, sondern konstitutiv aktiv bleibt. Daraufhin kann
sich im Zellkern eine Dimerisierung von HIF1A und dem konstitutionell aktiven
HIF1B ausbilden, die zur nachgeschalteten Transkription von Genen fur die
Angiogenese, wie beispielsweise VEGF, fuhrt [56]. Als Resultat entstehen sehr

gut vaskularisierte Tumoren in der Niere.

1.8 DENDRITISCHE ZELLEN UND HYPOXIE
In entzindeten Geweben herrscht aufgrund der dort ablaufenden biochemischen

Reaktionen ein niedriger Sauerstoffpartialdruck. Dadurch kommt es zu einer
Gewebshypoxie [53]. DCs wandern in entzindetes Gewebe ein und nehmen dort
Antigene auf, um diese im Verlauf an ihrer Oberflache mittels MHC Rezeptoren
zu prasentieren, damit T- Lymphozyten diese erkennen kdnnen um dann weitere
immunologische Abwehrvorgange einleiten zu kdnnen [57]. Ein wichtiger Faktor
fur die Stimulation von DCs ist bakterielles Lipopolysaccharid (LPS), das in der
Zellmembran von gramnegativen Bakterien vorkommt. LPS flhrt dazu, dass DCs
vermehrt MHC Molekule an der Zelloberflache exprimieren [58]. Dadurch werden
T- Zellen aktiviert und Mechanismen der erworbenen Abwehr, wie beispielsweise
die Produktion von Antikorpern durch B- Lymphozyten konnen induziert werden
[57]. Daruber hinaus konnen DCs auch auf Hypoxie reagieren [59-61]. Dabei
spielt unter anderem der Transkriptionsfaktor HIF1A eine entscheidende Rolle
[61]. Im Hinblick auf die Aktivierung von T- Lymphozyten fuhrte die Behandlung
von DCs mit LPS und Hypoxie als Kombination im Vergleich zur Behandlung der
DCs nur mit LPS zu einer starkeren Expression von Kkostimulatorischen
Molekulen, einer vermehrten Produktion von proinflammatorischen Mediatoren
sowie zu mehr Lymphozyten- Proliferation [59]. Beispielsweise fuhrte die
Stimulation von DCs mit LPS zu einem starkeren Anstieg der
proinflammatorischen Zytokine IL6 und TNF [59]. Mittels Durchflusszytometrie
war daruber hinaus auch ein Anstieg der MHC- Il Expression an der
Zelloberflache sowie eine vermehrte Expression der kostimulatorischen Molekule
CD80 und CD86 bei Stimulation mit LPS und Hypoxie im Vergleich zur Simulation
mit LPS alleine nachweisbar [59]. Erganzend wurde auch untersucht, welchen
Effekt DCs, die mittels LPS oder Hypoxie beziehungsweise LPS und Hypoxie
stimuliert wurden, auf die Proliferation von Splenozyten haben. Hierbei wurde
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beobachtet, dass die  Stimulation mit Hypoxie allein  einen
proliferationshemmenden Effekt hat [569]. Im Gegensatz dazu fuhrte die
Stimulation mit LPS zu mehr Proliferation der Splenozyten [59]. Die Kombination
von beidem, sprich LPS und Hypoxie hatte noch deutlichere
proliferationsfordernde Effekte [59]. Im Hinblick auf Stoffwechselprodukte waren
ahnliche Effekte beobachtbar. Interessanterweise fuhrte die Stimulation mit LPS
oder Hypoxie zu einer vergleichbaren Abnahme der Glucose- Konzentration im
Zellkulturiberstand [59]. Im Gegensatz dazu kam es zu einem vergleichbaren
Anstieg von Laktat, LDH und ATP in den Uberstanden [59]. Die beschriebenen
Effekte waren bei Stimulation mit LPS und Hypoxie noch deutlicher ausgepragt
[59]. Im Hinblick auf die HIF 1A Expression fiel auf, dass LPS allein zu mehr HIF1A
mRNA fuhrt. Im Gegensatz dazu ist aber nur bei Kombination von LPS und
Hypoxie mehr HIF1A Proteinexpression nachweisbar [59]. Weitere Arbeiten
konnten zeigen, dass durch die Aktivierung von Toll Like Rezeptoren (TLR) der
DCs durch LPS und die Stimulation von DCs durch Hypoxie, intrazellular
unterschiedliche biochemische Signalwege angesteuert werden. Die Stimulation
mit LPS fuhrt zu einer von MYD88 beeinflussten Stimulation des NFkB
Signalwegs. Dadurch wird die Expression von HIF1A abhangigen pro-
inflammatorischen Genen gesteuert [60]. Diese konnen durch Hypoxie alleine
nicht ausreichend induziert werden [60]. Beispiele fur TLR induzierte,
inflammatorische HIF1A abhangige Gene sind PTGS2 und NOS2 [60]. Beispiele
fur Hypoxie und TLR induzierte HIF1A abhangige Gene sind GLUT1 und PGK1
[60]. DCs scheinen also sowohl auf Hypoxie, als auch auf eine Stimulation mit
maturations- fordernden Substanzen wie LPS mit einer starken Veranderung der

zellularen Homoostase zu reagieren.
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1.9 FRAGESTELLUNG
Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die Rolle von DCs fur die Angiogenese

zu untersuchen. Hierbei wurde ein besonderes Augenmerk auf die Rolle von
Hypoxie und LPS auf die durch DCs beeinflusste Angiogenese gelegt. Hypoxie
als Variable wurde deshalb gewahlt, weil Hypoxie einen entscheidenden Trigger
fur Angiogenese unter physiologischen und pathologischen Zustanden darstellt.
LPS wurde gewahlt, weil es als anerkannter Faktor gilt, der die Ausreifung von
DCs fordert. In der vorliegenden Arbeit wurde zum einen mittels in vitro Verfahren
in der Zellkultur untersucht, inwieweit endotheliale Funktionen wie Proliferation,
Migration sowie Tube Formation von Dendritischen Zellen beeinflusst werden.
Zum anderen wurden mittels Proteome Profiling, ELISA und Real- Time- PCR
Faktoren identifiziert, die hierbei potenziell eine Rolle spielen. AuRerdem wurde

die Rolle von DCs in zwei in vivo Versuchen der Angiogenese evaluiert.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 ZELLKULTUR MIT MURINEN HERZENDOTHELZELLEN
MHECS5-T (Mouse Heart Endothelial Cell Clone 5 Transformed) Zellen wurden

als immortalisierte Endothelzellen fur in vitro Versuche verwendet. Mithilfe dieser
Zellen wurden in vitro Zellproliferation, Zellmigration und die Fahigkeit zur Bildung
primitiver Rohrenstrukturen (2D Tube Formation) untersucht. Diese Zelllinie ist
fur in vitro Endothelzellassays etabliert [62].

2.1.1 PRINZIPIEN DER ZELLKULTUR MIT ADHARENTEN ENDOTHELZELLEN
Nach der Entnahme aus dem -150°C Gefrierschrank wurden die Zellen rasch in

37°C warmem Wasser aufgetaut. Parallel wurden in einem 50 ml Falcon (Greiner
Bio One, Frickenhausen, Deutschland) 7 ml MHEC Medium, bestehend aus
DMEM high Glucose (Dulbeccos modified Eagle Medium) (Gibco, Paisley, UK),
mit 10% FCS (Gibco, New York, USA), sowie 1% Penicillin/ Streptomycin (Gibco,
St. Louis, USA) und 1% L-Glutamin (Gibco, Paisley, UK), vorgelegt. Sobald kein
Eis mehr im Kryoréhrchen sichtbar war, wurde die Zellsuspension mit 1-3
Millionen Endothelzellen in 1-2 Milliliter Einfriermedium, welches im Wesentlichen
MHEC Medium entspricht, aber mehr FCS (20%) und zusatzlich 10% DMSO
(Applichem, Darmstadt, Deutschland) enthalt, zu den 7 ml MHEC Medium
langsam hinzugegeben. AnschlieRend wurde mit 365 g fur 5 Minuten zentrifugiert
(Hereaus Multifuge 3S+). Dann wurden in einer 75 cm? Zellkulturflasche
(Corning, USA) 13 ml MHEC Medium vorgelegt. Der Uberstand aus dem 50 ml
Falcon wurde mit der Pipette abgenommen und verworfen. Das Pellet wurde mit
1 ml MHEC Medium resuspendiert und die Suspension wurde in die vorbereitete
75 cm? Zellkulturflasche gegeben. Die Zellkultur wurde jeden zweiten bis dritten
Tag gesplittet. Dabei wurde ein Teil der Zellen fur Experimente verwendet. Eine
neue 75 cm? Zellkulturflasche (Corning, USA) mit 14ml MHEC Medium und 10°
Endothelzellen wurde fur die Weiterfuhrung der Kultur jeweils neu angelegt. Beim
Splitten der Zellkultur wurde folgendermal3en vorgegangen: Zunachst wurde das
MHEC Medium aus der 75 cm? Zellkulturflasche (Corning, USA) mit der
Stangenpipette entfernt und verworfen. AnschlieBend wurde mit 10 ml PBS

(Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland) gewaschen. Danach wurden 2 ml
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Trypsin EDTA (Gibco, Paisley, UK) hinzugegeben und die Flasche wurde fur 3
Minuten bei 37°C und 5% CO:2 inkubiert. AnschlieRend wurden 8 ml MHEC
Medium hinzugegeben, um das Trypsin zu neutralisieren. Es wurde mehrmals
kraftig mit der Pipette resuspendiert, um eventuell noch vorhandene Zellklumpen
aufzulésen. Dann wurde die Suspension in ein 50 ml Falcon (Greiner Bio One,
Frickenhausen, Deutschland) uberfuhrt. Vor der Zentrifugation mit 365 g fur 5
Minuten wurden noch 10 pl Suspension fur die hamocytometrische Zellzahlung
(C-Chip DHC-NO1 Digital Bio, NanoEnTek Inc., Korea) entnommen. Nach der
Zentrifugation wurde das Pellet so mit Zellkulturmedium resuspendiert, dass eine
Zellkonzentration von 106 Zellen pro Milliliter vorlag und dann, wie beschrieben,

neu ausgesat.

2.1.2 BESTIMMUNG DER ZELLZAHL MIT DER ZAHLKAMMER
Zur Bestimmung der Zellzahl wurden 10pl Zellsuspension entnommen und zu

einer Einmal- Neubauer- Zahlkammer (C-Chip DHC-NO1 Digital Bio, NanoEnTek
Inc., Korea) hinzugegeben. Die Bestimmung der Zellzahl x erfolgte durch die

Formel:

x=yx10000 X v

y: ausgezahlte Zellzahl

v: Gesamtvolumen

2.2 VERSUCHSTIERE
Als Versuchstiere wurden gesunde Black Six Mause C57/BL/6J aus Eigenzucht

verwendet. Die Tiere wurden in der Tierhaltung unter SPF Bedingungen
gehalten. Die Zucht und Versorgung der Tiere erfolgte durch die Tierpflegerinnen
und Tierpfleger der Einrichtung sowie durch die MTA-L unserer Arbeitsgruppe.
Die C57/BL/6J Mause wurden fur die Isolation von Knochenmark sowie fur die
Durchfihrung von Matrigel Experimenten verwendet. Fur die Hindlimb- Ischamie-
Experimente wurden gesunde DTR- Mause aus Eigenzucht (NOD.FVB-Tg
(Itgax-DTR/EGFP)57/Lan/JdkJ (NOD.DC11c-DTR) verwendet. Die Versuche
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wurden gemal} den Vorgaben und Richtlinien fur Tierversuche des Tierarztlichen
Dienstes der Universitat Tubingen sowie des Regierungsprasidiums Tubingen
durchgefuhrt (Tierversuchs- Antrags- Nr. M4/18).

2.3 ZELLKULTUR MIT PRIMAREN MURINEN DENDRITISCHEN ZELLEN

2.3.1 ISOLATION VON KNOCHENMARK AUS MAUSEN
Um dendritische Zellen zu isolieren, wurden gesunde Black Six Mause

C57/BL/6J aus Eigenzucht verwendet. Die Mause wurden durch cervicale
Dislokation getotet. Dann wurde das Fell grundlich mit Ethanol (B.Braun,
Melsungen, Deutschland) bespruht. Anschlielend wurde, mithilfe von Schere
und Pinzette, vom unteren Abdomen ausgehend, das Fell subcutan bis zum
Rippenbogen nach oben und der Langsachse beider Beine folgend nach unten
abprapariert. Die nun freiliegende Muskulatur, sowie die Fibulae, wurden an
beiden Beinen entfernt. Dann wurde auf jeder Seite das komplette Paket aus
Femur und Tibia herausgeldst und anschlieBend von noch anliegendem
Weichteilgewebe befreit. Beide Knochen wurden vorsichtig und ohne die
Epiphyse zu eroffnen voneinander getrennt und sofort in ein auf Eis gelagerten
1,5 ml Eppendorf Cup mit 1 ml eiskaltem Zellkulturmedium, bestehend aus 500
ml RPMI 1640 (Gibco, Paisley, UK) mit 10% FCS ( Gibco, New York, USA), 1%
Hepes (PAA, Osterreich), 1% Penicillin/Streptomycin (Gibco, St. Louis, USA) und
1,8 pl 2-Mercapto- Ethanol (Gibco, Paisley, UK), Uberfuhrt. Um das Knochenmark
aus den entnommenen Knochen weiter zu isolieren, wurden die Knochen unter
der Sterilbank aus dem 1,5 ml Eppendorf Cup mit einer zuvor in Ethanol
desinfizierten Pinzette in eine 6-Well-Platte (Corning, USA) Uberfuhrt. Dabei
wurden sie zunachst einmal ein einem ersten Well in 3 ml 100% Ethanol (VWR
Chemicals, Darmstadt, Deutschland) gewaschen. AnschlieRend wurden sie in
ein Well mit 3 ml DC Kulturmedium tberfuhrt. In einem weiteren Well mit 3 ml DC
Kulturmedium wurden dann die beiden Enden der Knochen mit einem Skalpell
steril und moglichst weit distal abgetrennt. Aus einem mit sterilem DC
Kulturmedium gefullten 50 ml Falcon (Greiner Bio One, Frickenhausen,
Deutschland) wurde eine 20 ml Spritze (B.Braun, Melsungen, Deutschland) mit
DC Kulturmedium aufgezogen. Auf die Spritze wurde eine 26 G Injektionskanule
(BD Biosciences, Irland) aufgesetzt und jeder Knochen wurde mit jeweils 5 ml
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sterilem Kulturmedium gespult. Das in sterilem DC Kulturmedium geloste
Knochenmark aller vier aus einer Maus entnommenen Knochen wurde in einem
50 ml Falcon (Greiner Bio One, Frickenhausen, Deutschland) gesammelt.
Anschlieend wurde die aus dem Knochenmark isolierte Zellsuspension durch
einen 70 ym Nylon Filter (Corning, New York, USA) in einen neuen 50 ml Falcon
(Greiner Bio One, Frickenhausen, Deutschland) filtriert. Dann wurde mit 336 g fur
5 Minuten zentrifugiert (Hereaus Multifuge 3S+). Das Medium wurde mit der
Pipette entfernt und es wurde 1 ml Ammoniumchlorid (Stemcell Technologies,
Vancouver, Canada) fur 5 Minuten zum Pellet hinzugegeben, um die
Erythrozyten zu lysieren. Dabei wurde der Falcon wahrend dieser 5 Minuten
immer wieder sanft hin- und hergeschwenkt. AnschlieBend wurde das
Ammoniumchlorid durch Zugabe von 10 ml sterilem DC Kulturmedium
neutralisiert. Nach erneuter Zentrifugation mit 336 g fur 5 Minuten (Hereaus
Multifuge 3S+) wurde der Uberstand nochmals verworfen und das Pellet wurde
mit 10 ml frischem DC Kulturmedium resuspendiert und anschlief’end erneut
durch einen 70 um Nylon Filter (Corning, New York, USA) in einen neuen 50 ml
Falcon (Greiner Bio One, Frickenhausen, Deutschland) filtriert. Es wurde wieder
mit 336 g fir 5 Minuten zentrifugiert (Hereaus Multifuge 3S+). Der Uberstand
wurde verworfen und das Pellet wurde mit 18 ml DC Kulturmedium mit 20 ng
MGMCSF (PeproTech, Rocky Hill, USA) pro Milliliter DC Kulturmedium
resuspendiert und die Zellsuspension wurde a 3 ml Flussigkeitsvolumen pro Well
in eine 6-Well- Platte (Corning, USA) ausgesat.

2.3.2 ZELLKULTUR MIT PRIMAREN MURINEN KNOCHENMARKSZELLEN
Die Platte wurde im Inkubationsschrank bei 37°C und 5% CO: fiir eine Woche

inkubiert. Das Zellkulturmedium wurde jeden zweiten Tag ausgetauscht, indem
die Flussigkeit in jedem Well vorsichtig unter der Sterilbbank mit der
Stangenpipette abgenommen wurde und anschlieffend 3 ml neues, 37°C warmes
DC Medium, mit 20 ng mGMCSF (Pepro Tech, Rocky Hill, USA) pro Milliliter
Kulturmedium, in jedes Well hinzugegeben wurden. Am Tag sechs nach der
Isolation der dendritischen Zellen wurde erneut ein Medienwechsel durchgefuhrt.
Dazu wurden, wie schon beschrieben, pro Well der 6- Well- Platte, 3 ml
Zellkulturmedium mit 20 ng mGMCSF (PeproTech, Rocky Hill, USA)
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hinzugegeben. Daruber hinaus wurden die Zellen auf verschiedene Art und

Weise stimuliert oder andernfalls unstimuliert belassen.

2.3.3 STIMULATION MIT BAKTERIELLEM LIPOPOLYSACCHARID (LPS)
Zur Stimulation wurde LPS (Sigma Aldrich, St. Louis, USA) in einer Konzentration

von 1 ug/ml verwendet. Zunachst einmal wurde das pulverformige LPS mit PBS
in einer Konzentration von 1ug/ml gelost und a 30 pl in 100 pl Eppendorf Cups
bei -20°C gelagert. Vor dem Experiment wurden die Aliquots aufgetaut und im
Experiment verwendet. Dabei wurden die Knochenmarkszellen mit einer

Konzentration von 1 pg/ml stimuliert.

2.3.4 ZELLKULTUR VON MURINEN DCS UNTER HYPOXIE
Um den Effekt von Hypoxie auf dendritische Zellen zu untersuchen, wurde die 6-

Well- Platte, in der das enthommene Knochenmark kultiviert wurde, unter sterilen
Bedingungen unter der Sterilbank in eine Hypoxie Kammer (Brincubator, Billups
Rothenberg, USA) gebracht. Zusatzlich wurde noch eine Petrischale mit 10 ml
PBS in die Hypoxie Kammer gestellt, um eine ausreichende Luftfeuchtigkeit in
der Hypoxie Kammer herzustellen und das Verdunsten des Zellkulturmediums zu
minimieren. Anschlielend wurden die Zellen in der Hypoxie Kammer fur 10
Minuten mit einem Gasgemisch (Westfahlengas, Deutschland) aus 98%
Stickstoff und 2% Sauerstoff mit einer Flussrate von 15 Litern pro Minute begast.
Danach wurde die Hypoxie Kammer im Inkubationsschrank bei 37°C und 5% CO:
fur 24 Stunden inkubiert. Nach der 24- stindigen Inkubation wurde die
Zellsuspension unter der Sterilbank mittels Stangenpipette geerntet und in 50 ml
Falcons Uberfuhrt. Nach Zentrifugation mit 336 g fur 5 Minuten wurden die
Uberstdnde abgenommen und aliquotiert und bis zur weiteren Verwendung fiir

Experimente bei -20°C gelagert.

2.4 INVITRO ASSAYS ZUR UNTERSUCHUNG VON ANGIOGENESE
Fur die Neubildung von BlutgefalRen mussen sich Endothelzellen sowohl teilen,

als auch sich durch Migration zu neuen Blutgefalden zusammenlagern. Dies kann
in vitro mithilfe von Zellproliferations-, Zellmigrations- und Tube- Formation-
Assays untersucht werden. Im Folgenden sind die einzelnen im Rahmen der
vorliegenden Arbeit verwendeten Methoden genauer beschrieben.
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2.4.1 IN VITRO PROLIFERATIONS ASSAY
Die Zellproliferation wurde Mithilfe eines ELISA Kits (BrdU Proliferations ELISA

Kit Roche, Mannheim, Deutschland) untersucht (Cat. No. 11 647 229 001). Das
Prinzip basiert darauf, dass sich teilende Zellen neue DNA synthetisieren miussen
und sich Bromdesoxyuridin (BrdU) als Pyrimidinanalogon ebenfalls als DNA
Baustein eignet. AnschlieBend konnen BrdU positive Zellen mithilfe einer
Antigen- Antikorper- Reaktion nachgewiesen werden und deren Menge kann
quantifiziert werden. Dabei wurde nach der Beschreibung im Handbuch zum
ELISA vorgegangen. Zunachst wurde die MHECS-T Zellkultur wie bereits im
Abschnitt 2.1.1 beschrieben gesplittet und so resuspendiert, dass 5000 MHEC5-
T Endothelzellen in 100 yl MHEC Kulturmedium vorhanden waren. In eine 96-
Well- Mikrotiterplatte (Corning, USA) wurden dann 100 pl Suspension pro Well
vorgelegt. Dazu wurden 100 pl Uberstédnde von dendritischen Zellen (DCs)
gegeben. Diese wurden vor dem Versuch aus dem -20°C Gefrierschrank
entnommen und auf Eis aufgetaut. Nach Zugabe der Uberstéande wurde die 96-
Well- Platte 24 Stunden bei 37°C und 5% CO:2 im Inkubationsschrank inkubiert.
AnschlieRend wurde BrdU Labelling Reagenz hinzugegeben und die Platte noch
einmal fur 6 Stunden bei 37°C und 5% CO:2 im Inkubationsschrank inkubiert. Vor
der Zugabe wurde das BrdU Labelling Reagenz mit dem Faktor 1:100 mit sterilem
MHEC Kulturmedium verdunnt. Als Leerwert wurden 100 ul steriles
Kulturmedium verwendet. Zum Leerwert wurden 10 pl BrdU Labelling Reagenz
pro Well hinzugegeben, zu den Ansatzen jeweils 20 pl BrdU Labelling Reagenz
pro Well. Nach der 6- stindigen Inkubation wurde die Flussigkeit von der 96-Well
Mikrotiterplatte geklopft und die Platte Uber Nacht bei 8°C im Kuhlschrank
gelagert. AnschlieRend wurden die Zellen durch Zugabe von 200 pl
Denaturierungslosung (Fix Denat, BrdU Kit Roche, Mannheim Deutschland) pro
Well denaturiert, um eine optimale Nachweisreaktion des in die DNA
eingelagerten BrdUs zu bekommen. Nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten
bei Raumtemperatur wurde die Denaturierungslosung wieder grundlich durch
Abklopfen der 96-Well Mikrotiterplatte entfernt. Dann wurden 100 pl BrdU POD
working solution (BrdU Kit Roche, Mannheim, Deutschland pro Well hinzugeben
und die 96- Well- Mikrotiterplatte wurde fur 90 Minuten bei Raumtemperatur

21



inkubiert. AnschlieBend wurde die Flussigkeit wieder durch grundliches
Abklopfen aus der 96- Well- Mikrotiterplatte entfernt. Nun wurde die 96- Well-
Mikrotiterplatte dreimal mit jeweils 300 yl Washing Solution (BrdU Kit Roche,
Mannheim, Deutschland) pro Well gewaschen. AnschlieBend wurde nach
grundlichem Abklopfen der Platte 100 ul Substrate Solution (BrdU Kit Roche,
Mannheim, Deutschland) pro Well hinzugegeben. Die 96- Well- Mikrotiterplatte
wurde anschlieftend 8 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Dann wurde die
enzymatische Reaktion durch die Zugabe von 25 pyl H2SO4 Ldsung (Carl Roth
GmbH, Karlsruhe, Deutschland) (Konzentration: 1Mol/l) pro Well abgestoppt und
die Farbreaktion innerhalb von 5 Minuten im ELISA Reader (BioRad Model 550)
registriert. Zur Auswertung wurde eine Excel Tabelle angelegt und von allen
Messwerten der Leerwert abgezogen. In der grafischen Auswertung, die
ebenfalls in Excel durchgefuhrt wurde, wurden die Ansatze auf der Abszisse und
die Werte der optischen Dichte (OD) auf der Ordinate aufgetragen und ein
Balkendiagramm erstellt.

2.4.2 IN VITRO MIGRATIONS ASSAY
Eine elegante und einfache Methode um zellulare Migration zu messen, stellt der

so-genannte Scratch Assay dar [63] [64]. Das Prinzip besteht darin Zellen so
auszusaen, sodass sie einen konfluenten Zellrasen bilden. Anschliefend wird
dieser Zellrasen mit einer 200 ul Pipettenspitze ,verletzt”. Dadurch entsteht ein
linienférmiger zellfreier Bereich. Ahnlich, wie bei einer natirlichen Wundheilung
in vivo, verursacht diese Entfernung von Zellen in vitro, dass die unmittelbar an
den zellfreien Bereich angrenzenden Zellen beginnen, in diesen zellfreien
Bereich zu wandern. Um die Migration zu untersuchen, wurden MHEC5-T
Endothelzellen in einer 24-Well- Platte (Corning, USA) in einer Menge von
150.000 Zellen pro Well in 1 ml MHEC- Kulturmedium ausgesat und fur 24
Stunden im Inkubationsschrank bei 37°C und 5% CO: inkubiert. Vor dem
Aussaen der Endothelzellen wurde auf der Unterseite der 24- Well- Platte mit
wasserfestem Markierungsstift eine Markierung angebracht, die als schwarze
Linie in der Mitte aller Wells sichtbar war. Nach dem Aussaen der Endothelzellen
und der 24- stundigen- Inkubation der 24- Well- Platte im Inkubationsschrank,

wurde die 24- Well- Platte unter dem Mikroskop angeschaut, um zu Uberprufen,
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ob der Zellrasen konfluent ist. Anschlielend wurde der Scratch durchgefuhrt,
indem eine 200 pl Pipettenspitze senkrecht zur schwarzen Markierung Uber den
Zellrasen gezogen wurde. Dann wurde jedes Well einmal mit 1 ml PBS (Sigma
Aldrich, Steinheim, Deutschland) gewaschen. Nun wurden Uberstdnde von
dendritischen Zellen (DCs) und MHEC Medium in einem Verhaltnis von 75%
Uberstand und 25% MHEC Medium zu den Endothelzellen hinzugegeben.
AnschlieRend wurden Bilder am Mikroskop (Zeiss Axiovert 200) direkt nach
Zugabe von MHEC Medium und Uberstdnden von dendritischen Zellen zum
Zeitpunkt 0, sowie nach mehreren Stunden Inkubation bei 37°C und 5% CO-
gemacht. Der spateste Zeitpunkt, an dem Bilder gemacht wurden war nach 8
Stunden. Es wurde das 2,5 x Objektiv verwendet. Als Orientierung fur die Bilder
diente die schwarze Linie auf der Unterseite der 24- Well- Platte, die in der Mitte
der Wells sichtbar war. Pro Well wurden jeweils mehrere Bilder (Zeiss AxioCam
MRm) aufgenommen. Ausgewertet wurden die Bilder mithilfe der Zeiss
Axiovision Software (Axio Vs40 V 4.8.2.0), die auch fur die Aufnahme der Bilder
verwendet wurde. Bei der Auswertung wurde ausgehend von der schwarzen
Linie auf der Unterseite der Wells eine Flache mit 1000 ym Langsdurchmesser
ausgemessen. AnschlieRend wurde die Flachen-differenz bestimmt und mithilfe
einer Excel Tabelle berechnet. Das Ergebnis wurde grafisch in Excel als
Balkendiagramm dargestellt, mit den einzelnen Ansatzen auf der Abszisse und
der Uberwachsenen Flache in % der Kontrolle auf der Ordinate. Als Kontrolle
diente Zellkulturmedium far DCs.

2.4.3 IN VITRO TUBE FORMATION ASSAY
Ein Charakteristikum von Endothelzellen besteht darin, dass sie spontan

beginnen rohrenformige Strukturen (Tubes) zu bilden, wenn sie auf eine
rekonstituierte extrazellulare Matrix (Matrigel) ausgesat werden [65]. Dabei treten
die ersten Tubes schon nach 1-2 Stunden Inkubation auf und finden je nach Art
der Endothelzellen nach ungefahr 24 Stunden ihre endgultige Gestalt [65].
Besonders viele extrazellulare Matrixproteine sind in der extrazellularen Matrix
des Engelbrecht Holm Swarm Maus Sarkoms enthalten [66], die kommerziell als
Matrigel erworben werden kann. Beim 2D in vitro Tube Formation Assay wurde

folgendermalien vorgegangen: Matrigel (Corning/BD Biosciences, Bedford,
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USA) wurde uber Nacht auf Eis in einer mit Eis geflllten Styroporbox im
Kuhlraum bei 4°C Umgebungstemperatur aufgetaut. Fur weitere Versuche wurde
beim ersten Auftauen das Matrigel aliquotiert und die Aliquots bei -20°C im
Gefrierschrank gelagert. Mindestens 30 Minuten vor dem Versuch wurden eine
48- Well- Platte (Corning, USA), sowie 1000 pl Pipettenspitzen bei -20°C im
Gefrierschrank gelagert. Fur den Versuch wurde die 48- Well- Platte aus dem
Gefrierschrank auf eine zuvor unter die Sterilbank gebrachte Styroporbox mit Eis
gebracht, sodass sie standig gekuhlt wurde. Unter der Sterilbank wurde sie steril
aus der Verpackung entnommen und direkt auf das Eis gestellt. Anschlie3end
wurde das uber Nacht aufgetaute Matrigel ebenfalls unter die Sterilbank gebracht
und dort auf Eis gelagert. Jeweils 150 pl Matrigel wurde pro Well der 48-Well-
Platte hinzugegeben. Im Matrigel vorhandene Luftblasen wurden vorsichtig mit
einer 100 pl Pipette entfernt. AnschlieRend wurde die 48- Well- Platte bei 37°C
und 5% CO2 im Inkubationsschrank fur mindestens 30 Minuten gelagert.
Wahrenddessen wurde die Zellkultur mit MHECS-T Endothelzellen gesplittet
(Siehe Abschnitt 2.2.1). Nach dem Zentrifugieren wurde mit MHECS5-T Medium
mit 1% FCS (Gibco, New York, USA), 1% Penicillin/Streptomycin (Gibco, St.
Louis, USA) und 1% L-Glutamin (Gibco, Paisley, UK) resuspendiert, sodass 10°
Endothelzellen pro Milliliter Medium vorhanden waren. Anschlieend wurden in
einem neuen 50 ml Falcon (Greiner Bio One, Frickenhausen, Deutschland) 6 ml
MHEC Medium mit 1% FCS vorgelegt. 1 Milliliter Suspension, also 10 MHEC5-
T Zellen wurden zu den 6 Millilitern hinzugegeben. Dann wurde die
Endothelzellsuspension, beziehungsweise die Uberstande zum Matrigel
hinzugegeben. Dazu wurden pro Well 75% DC Uberstand (210 pl) und 25%
Endothelzellsuspension (70 pl) hinzupipettiert. Am Mikroskop (Zeiss Axiovert
200) wurden mit dem 2,5 x Objektiv zu verschiedenen Zeitpunkten Bilder
aufgenommen (Zeiss Axiocam MRm). Die Auswertung erfolgte in ImageJ (NIH),
indem die Lange der einzelnen Tubes vermessen wurde. Dazu wurde zunachst
einmal die Skalierung in ImageJ eingetragen. Da die Bilder mit dem 2,5 x Objektiv
aufgenommen wurden, entsprechen 2,41 um einem Pixel. Anschlie3end wurden
mithilfe des ROI Managers alle Tubes der Lange nach vermessen. Danach wurde
eine Datentabelle mit den Messwerten der Einzelmessungen erzeugt. Die Daten
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der Einzelmessungen wurden in eine Excel Tabelle kopiert und die Gesamtlange
aller Tubes ermittelt. Das Ergebnis wurde grafisch in Excel als Balkendiagramm
dargestellt mit den Ansatzen auf der Abszisse und der Gesamtlange aller Tubes
(Total Tube Length) in um auf der Ordinate.

2.5 MOLEKULARBIOLOGIE UND PROTEINBIOCHEMIE
Daruber hinaus wurde das konditionierte Zellkulturmedium der Zellkultur mit DCs

sowie die DCs selbst auch im Hinblick auf verschiedene potenziell in der
Angiogenese relevante Proteine untersucht. Hierzu wurde zum einen ein
Proteome Profiling durchgefuhrt. Daruber hinaus wurden aber auch
konventionelle ELISAs durchgefuhrt. Weiterhin wurde mittels Real- Time- PCR
untersucht welche mRNAs potenziell eine Rolle bei der DC vermittelten
Angiogenese spielen konnen. Hierzu wurde RNA aus den auf verschiedene Art
und Weise stimulierten DCs zunachst isoliert und dann im weiteren Verlauf in

cDNA transkribiert und mittels PCR amplifiziert und analysiert.

2.5.1 HERSTELLUNG VON ZELLLYSATEN
Die Herstellung von Zelllysaten erfolgte, indem zunachst einmal die

Knochenmarkszellen geerntet und dann als nachstes zentrifugiert wurden. Die
Zentrifugation erfolgte mit 450 g fur 5 Minuten bei 4°C. AnschlieRend wurde das
Zellkulturmedium verworfen und das Pellet in eiskaltem PBS resuspendiert. Dann
erfolgte ein erneuter Zentrifugationsschritt mit 450 g fur 5 Minuten bei 4°C. Als
nachster Schritt wurden die Zellen lysiert. Hierzu wurde ein Cell Extraction Buffer
hinzugegeben (100 pl pro 500.000 Zellen). Die Lysate wurden dann in neue
Eppis Uberfuhrt. Anschlielend wurde einmal gevortext. Dann wurden die Lysate
fur 30 Minuten auf Eis gestellt. Anschliellend erfolgte eine Behandlung mittels
Ultraschall (2 x 8 Sekunden). Dann erfolgte ein erneuter Zentrifugationsschritt
(13.000 g fur 10 Minuten bei 4°C). Die Lysate wurden dann in neue Eppis
uberfuhrt und bis zur Analyse bei -80°C gelagert.

2.5.2 PROTEOME PROFILING
Beim Proteome Profiling wurde auf ein kommerziell erhaltliches Kit von RnD-

Systems zuruckgegriffen (Proteome Profiler Array, Mouse Angiogenesis Array
Kit, Cat No. ARY015). Das Vorgehen war wie in der Herstelleranleitung
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beschrieben. Wie stark ein bestimmtes Protein in einem bestimmten
Versuchsansatz vorhanden war, wurde mittels Pixeldichte analysiert. Anhand der
Untersuchungsergebnisse beziehungsweise der Expression der verschiedenen
Proteine wurden dann wiederum stark regulierte Proteine ausgesucht, die weiter
mittels konventionellem ELISA untersucht wurden. Beim Proteome Profiling
wurden sowohl Zellkulturiberstande von DCs als auch Lysate von DCs
verwendet. Dabei wurden sowohl normoxische als auch hypoxische DCs
untersucht. AuRerdem wurden unstimulierte und LPS stimulierte DCs untersucht.

2.5.3 KONVENTIONELLER ELISA
Zwei im Proteome Profiling beziehungsweise in der Real- Time- PCR auffallig

stark regulierte Proteine, FLT-1 sowie CXCL10 wurden weiter mittels
konventionellem ELISA untersucht. Das Vorgehen war dabei wie in der
Herstelleranleitung beschrieben. Beim FLT-1 ELISA wurde ein konventionell
erhaltliches Kit von RND- Systems verwendet, dass FLT-1 mittels Sandwich-
ELISA detektieren konnte (Cat. No. MVR 100). Beim CXCL10- ELISA wurde ein
konventionell erhaltliches Kit von Thermo Fisher (Mouse CRG-2 (CXCL10)
ELISA Kit, Kat No. EMCXCL10) verwendet. Auch hier erfolgte die Detektion des
CXCL-10 mittels Sandwich- ELISA. In beiden Fallen erfolgte die Darstellung der
Ergebnisse als Balkendiagramm in Excel mit den Ansatzen auf der Abszisse und
der Proteinkonzentration auf der Ordinate.

2.5.4 RNA- ISOLATION
Die RNA Isolation erfolgte mittels konventionell erhaltlichem Isolations- Kit von

Qiagen. Zunachst wurden die Knochenmarkszellen mit der Pipette geerntet und
mittels Zahlkammer gezahlt (C-Chip DHC-NO1 Digital Bio, NanoEnTek Inc.,
Korea). Dann wurden die Zellen zentrifugiert (300 g fuir 5 Minuten). Der Uberstand
wurde verworfen und zum Zellpellet wurde ein spezieller Puffer (RLT, Qiagen,
Hilden, Deutschland) nach Empfehlung des Herstellers hinzugegeben. Dann
wurden die Zellen mittels Aspiration durch eine feine Injektionsnadel (27 G
B.Braun, Melsungen, Deutschland) unter mechanischen Stress gesetzt. Dann
wurde dasselbe Volumen 70% Ethanol (SAV Liquid Production GmbH,
Flintsbach am Inn, Deutschland) wie Puffer zu den Zellen hinzugegeben und in
ein spezielles Rohrchen (RNeasy Mini spin column) gegeben. Dann erfolgte die
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Zentrifugation mit 8000 g fur 15 Sekunden. Im Anschluss erfolgte ein
Aufreinigungsschritt. Hierzu wurde 350 pl Puffer RW1 (Qiagen, Hilden,
Deutschland) zum Rohrchen hinzugeben. Dann wurde fur 15 Sekunden mit 8000
g zentrifugiert. Im Anschluss wurden 10 pl DNAse (Qiagen, Hilden, Deutschland)
und 70 pl Puffer RDD (Qiagen, Hilden, Deutschland) zum Ansatz hinzugegeben.
Dann erfolgte eine Inkubation fur 15 Minuten bei Raumtemperatur. Im Anschluss
wurden 350 pl Puffer RW1 (Qiagen, Hilden, Deutschland) zum Ansatz
hinzugegeben und dann fur 15 Sekunden mit 8000 g zentrifugiert. Dann erfolgte
die Zugabe von 500 pl RPE Puffer (Qiagen, Hilden, Deutschland) sowie eine
erneute Zentrifugation. Diesmal mit 8000 g fur 2 Minuten. Dann erfolgte ein
Zentrifugationsschritt  um die Silikatmembran des speziellen RNA-
Isolationsrohrchens zu trocknen. Hierzu wurde mit maximaler Geschwindigkeit
zentrifugiert. Im Anschluss erfolgte die Ablosung der RNA durch Zugabe von 30
bl RNAse freiem Wasser (Qiagen, Hilden, Deutschland) sowie einem erneuten
Zentrifugationsschritt mit 8000 g fur 1 Minute. Die RNA wurde dann bis zur
weiteren Verwendung bei -80°C gelagert. Eine Uberpriifung der RNA Qualitat
fand mittels Nano-Drop (Thermo Fisher, Karlsruhe, Deutschland) statt. Fur die
weiteren Experimente wurde, wie in der Herstelleranleitung von Qiagen fur das
Proteome Profiling empfohlen, nur qualitativ hochwertige RNA mit einem 260/280
nm Absorptionsverhalten von 1,8- 2 sowie einem 260/230 nm Absorptions-
verhalten von > 1,7 verwendet. Aul3erdem wurden die RNA- Proben noch in die
Abteilung fur Humangenetik geschickt zur Bestimmung der RNA- Integritat. Es
wurde nur RNA mit einer RNA Integritat > 7 verwendet, wie ebenfalls in der
Herstelleranleitung von Qiagen empfohlen.

2.5.5 REAL- TIME- PCR (QIAGEN RT2 PROFILER PCR ARRAY)
Bei der Real- Time- PCR wurde exakt nach den Angaben in der Anleitung von

Qiagen zum RT2- Array vorgegangen (Cat No. 330171, CLAM 23203). Es
wurden ausschlieBlich die von Qiagen empfohlenen Reagenzien und
Chemikalien, die mit dem Array mitgeliefert wurden, verwendet. Zunachst wurde
aus der isolierten RNA eine cDNA hergestellt. Hierzu wurden die Reagenzien des
RT2 First- Strand- Kit aufgetaut. Insgesamt wurde pro Ansatz 1 pyg RNA

eingesetzt. Dann wurde in einem ersten Schritt die genomische DNA eliminiert.
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Zusatzlich wurde pro Ansatz 2 yl Puffer GE hinzugeflugt. Das restliche Volumen
wurde mit RNAse freiem Wasser auf 10 ul aufgefullt. Dann wurde der DNA-
Eliminations- Mix fur 5 Minuten bei 42°C inkubiert. Im Anschluss fand eine
reverse Transkription der vorhandenen RNA in DNA statt. Hierzu wurden pro
Ansatz 10 pl Reverse Transkriptase Mix bestehend aus 4 ul Puffer BC3, 1 pl
Kontrolle P2, 2 pl Reverse Transkriptase Mix und 3 yl RNAse freiem Wasser
hinzugegeben. Dann wurde zu den 10 ul Reverse Transkriptase Mix 10 ul des
DNA- Eliminations- Mix hinzugegeben. Im Anschluss wurde dann bei 42°C fur 15
Minuten inkubiert. Die Reaktion wurde durch Erhitzen auf 95°C fur 5 Minuten
abgestoppt. Dann wurden 91 pl RNAse freies Wasser hinzugegeben und alles
wurde bis zur Durchfuhrung der PCR bei -20°C gelagert. Fur die eigentliche PCR-
Reaktion wurde der RT2- Mastermix aufgetaut und zusammen mit der cDNA
sowie RNAse freiem Wasser zu den einzelnen Wells des RT-2 Assays
hinzugegeben. Jeweils 10 pyl Gesamtvolumen wurde pro Well hinzugegeben.
Insgesamt wurde mit 384- Well- Platten gearbeitet. Dann wurden die 384- Well-
Platten auf Eis gelagert bis zur weiteren Verwendung im Cycler. Dort wurde ein
Programm ausgewahlt mit initial 10- minatiger Inkubation bei 95°C mit daraufhin
folgenden 45 Zyklen die aus 15 Sekunden Inkubation bei 95°C im Wechsel mit
jeweils einer Minute bei 60°C bestanden. Die Analyse erfolgte mittels der von
Qiagen im Internet bereitgestellten Webbrowser basierten Analyseplattform.
Zuvor wurde mittels Roche Light- Cycler Software eine Schmelzkurvenanalyse
durchgefuhrt.

2.6 INVIVO ASSAYS ZUR UNTERSUCHUNG VON ANGIOGENESE
Da sich in einem in vitro Setting zusammenhangende und komplexe Vorgange

wie Angiogenese nur unvollstandig und als Einzelschritte untersuchen lassen,
sind in vivo Versuche unabdingbar, wenn in vitro gewonnene Daten Uberpruft
werden sollen, oder der gesamte Mechanismus als solcher untersucht werden
soll. Daher wurde zur genaueren Untersuchung der Rolle von dendritischen
Zellen fur die Angiogenese zwei in vivo Versuche durchgefuhrt. Zum einen wurde
durch den Matrigel Assay ein Versuch, der die Wachstumsfaktor- induzierte

Angiogenese untersucht, eingesetzt. Daruber hinaus wurde auch die Hypoxie
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getriggerte Angiogenese mit der Hind Limb Ischamie untersucht. Das Vorgehen

war dabei wie im Folgenden genauer erlautert wird.

2.6.1 IN VIVO MATRIGEL ASSAY
Beim in vivo Matrigel Assay macht man sich die Tatsache zunutze, dass Matrigel,

die Extrazellularsubstanz des Engelbrecht- Holm Swarm- Maus Sarkoms, bei -
20°C fest ist, bei 4°C flussig und bei Temperaturen tber 20°C wiederum fest wird
[67]. Sobald einmal Temperaturen von > 4°C erreicht werden, kommt es zur
irreversiblen Verfestigung des Matrigels. Ein wesentlicher Vorteil des in vivo
Matrigel Assay gegenuber vielen anderen in vivo Angiogenese Assays ist, neben
der Einfachheit der Durchfuhrung, die Moglichkeit, verschiedenste pro- oder
antiangiogene Stimuli, wie beispielsweise Proteine, Peptide, Zellen oder
Hormone hinsichtlich ihres Effekts auf Angiogenese zu untersuchen. In diesem
Fall wurden dazu Dendritische Zellen zum Matrigel hinzugegeben.
Als Kontrollgruppe diente Kulturmedium fur dendritische Zellen. Dabei wurde
folgendermalen vorgegangen: Die dendritischen Zellen wurden eine Woche vor
der Injektion des Matrigels aus dem Knochenmark von gesunden C57/BL/6J
Mausen isoliert. Das Vorgehen dabei war, wie bereits oben beschrieben. Das
Zellkulturmedium in der 6-Well- Platte (Corning, USA) wurde jeden zweiten Tag
erneuert. Am Tag 6 wurden die Zellen durch kraftiges Abspulen mit dem auf der
Platte befindlichen Kulturmedium geerntet. Die Suspension wurde in einen 50 ml
Falcon (Greiner Bio One, Frickenhausen, Deutschland) uberfihrt. 10 yl wurden
zu einer Zahkammer (C-Chip DHC-NO1 Digital Bio, NanoEnTek Inc., Korea)
gegeben und die Zellen wurden am Mikroskop ausgezahlt. Der 50 ml Falcon mit
der Zellsuspension wurde mit 336 g fur 5 Minuten zentrifugiert (Hereaus Multifuge
3S+). Das Zellpellet wurde so resuspendiert, dass 1 Million Zellen pro Milliliter
vorhanden waren. Die Zellsuspension wurde in einem Volumen von 2-3 ml pro
Well in eine neue 6- Well- Platte (Corning, USA) ausgesat. Die Halfte der Wells
wurde mit 1 pyg LPS (Sigma Aldrich, St. Louis, USA) pro Milliliter Kulturmedium
stimuliert, die andere Halfte wurde unstimuliert belassen. Die 6- Well- Platte
wurde fur 24 Stunden im Inkubationsschrank bei 37°C und 5% CO: inkubiert.
AnschlieBend wurden die Zellen wieder, wie beschrieben, mit der Pipette

geerntet und die Zellsuspension in einen 50 ml Falcon (Greiner Bio One,
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Frickenhausen, Deutschland) Uberfuhrt. Es wurde wieder erneut mithilfe von
Trypanblau und der Zahlkammer (C-Chip DHC-NO1 Digital Bio, NanoEnTek Inc.,
Korea) die Anzahl an dendritischen Zellen bestimmt. Nach der Zentrifugation mit
336 g fur 5 min (Hereaus Multifuge 3S+) wurde das Zellpellet so resuspendiert,
dass 2 Millionen dendritische Zellen pro 100 pl Zellkulturmedium vorhanden
waren. Fur die Matrigel Injektionen wurde eine 10 ml Flasche Matrigel (Corning/
BD Biosciences, Bedford, USA) wie in Abschnitt 2.2.3 beschrieben aufgetaut, in
1,25 ml Eppendorf Cups aliquotiert und bei -20°C bis zum Abend vor dem
Versucht gelagert. Die fur einen Versuch bendtigten Aliquots wurden, wie in
Abschnitt 2.2.3 beschrieben, uber Nacht aufgetaut. Die fur die Matrigel Injektion
bendtigten 2 ml Spritzen (B.Braun, Melsungen, Deutschland), sowie die
Injektionskanulen (BD Biosciences, Irland) wurden ebenfalls mindestens 30
Minuten bei -20°C gelagert. Unmittelbar vor der Injektion wurden die auf Eis in
einer Styroporbox gelagerten Aliquots unter die Sterilbank gebracht und dort
geoffnet. Zu jedem Aliquot wurden 1,25 ul Heparin (10.000U/ml) (B.Braun,
Melsungen, Deutschland) sowie entweder 100 pl Zellsuspension mit stimulierten
oder unstimulierten dendritischen Zellen hinzugegeben. Als Kontrolle wurden
100 pl Kulturmedium fur dendritische Zellen zum Matrigel hinzugegeben.
Anschlielend wurden die Eppendorf Cups verschlossen und mehrfach invertiert,
um eine gute Durchmischung von Matrigel, Heparin und Zellsuspension
respektive Kulturmedium fur dendritische Zellen zu bekommen. Mithilfe einer
20G Nadel (BD Biosciences, Spanien) wurde das Matrigel langsam in die 2 ml
Spritzen aufgezogen. Falls Luftblasen vorhanden waren, wurden diese sorgfaltig
durch Entluften der Spritzen entfernt. Dann wurden die Spritzen auf Eis gekunhlt
in einer Styroporbox gelagert und zu den Tieren gebracht. Als Versuchstiere
wurden 6-9 Wochen alte C57/BL/6J Mause verwendet. Die Tiere wurden mit
Isofluran (CP Pharma, Burgdorf, Deutschland) in Narkose versetzt. Anschliel3end
wurde mithilfe von Enthaarungscreme (Veet Reckitt Benckiser, Mannheim,
Deutschland) ein von Fell befreites, circa 1x1 cm langes quadratisches Fenster
an der Bauchseite geschaffen. Dazu wurde die Creme mit Wattestabchen
aufgetragen. Nach einer Einwirkzeit von 3-4 Minuten wurde die Creme durch
kreisende Bewegungen mit dem Wattestabchen entfernt. Anschlieend wurde
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die Narkosetiefe Uberpruft. Nur wenn die Tiere keine Reflexe mehr zeigten, wurde
das Matrigel injiziert. Fur die Injektion wurden die Matrigel geflllten Spritzen vom
Eis genommen und eine 27G Injektionskanule (BD Biosciences, Irland)
aufgesetzt. AnschlieRend wurde von medial und kaudal eingestochen und die
Injektionskanule nach kranial und lateral vorgeschoben. Die Nadel wurde dabei
subcutan circa 0,5 cm vorgeschoben. Dann wurde das Matrigel langsam
subcutan injiziert. Pro Tier wurden zwei Plugs mit jeweils 500 pl injiziert. Nach
der Injektion wurden die Tiere wieder in ihre Kafige zuruckgesetzt. Eine Woche
nach der Injektion wurden die Tiere durch cervicale Dislokation getotet. Die Plugs
wurden folgendermalden entfernt: Von medial und kaudal kommend wurde mit
der Schere bis in die Abdominalhdhle prapariert. Die Plugs wurden dabei
vorsichtig ohne dabei eroffnet zu werden, umschnitten. Die Plugs samt
umgebendem Gewebe wurden mit 20G Kanulen (BD Biosciences, Spanien) auf
einer Styroporplatte festgepinnt. Anschlielend wurde das die Plugs umgebende
Gewebe mit der Schere entfernt. Die Plugs wurden mit OCT (Tissue Tek Sakura,
Sakura Finetek, Alphen aan den Rijn, Niederlande) eingebettet und mithilfe von
Flussigstickstoff fur 5-10 Minuten eingefroren. Anschlielfend wurden sie bei
-80°C gelagert. Am Kryotom (Leica) wurden 5 ym Schnitte von den Matrigel
Plugs angefertigt. Dabei wurden insgesamt 24 Schnitte pro Plug angefertigt.
Jeweils 3 konsekutive Schnitte pro Objekttrager bei insgesamt 8 Objekttragern.
Die Schnitte wurden bei -80°C bis zur Farbung gelagert.

2.6.2 IN vivOo HIND LIMB ISCHAMIE
Mithilfe der Hind Limb Ischamie kann man Hypoxie getriggerte Angiogenese

untersuchen. Dazu wird bei Mausen ein operativer Eingriff durchgefuhrt, bei dem
die Arteria femoralis communis vor Abgang der Arteria femoralis profunda ligiert
wird. Am Versuchstag selbst wurden die Mause mittel Injektion eines
Narkosecocktails aus Dexmedetomidin (Ratiopharm, Ulm), Midazolam (B.Braun,
Melsungen) und Fentanyl (Rotexmedia, Trittau) betaubt. Die Dosis wurde
gewichtsadaptiert gewahlt. Anschlie3end fand die Enthaarung beider Hinterlaufe
mittels Enthaarungscreme (Veet Reckitt Benckiser, Mannheim, Deutschland)
statt. Als nachstes wurden die Mause fur 5 Minuten auf einer Warmeunterlage

gelagert um sich der Umgebungstemperatur anzupassen, beziehungsweise, um
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nicht auszukihlen. Dann wurden die Versuchstiere mittels Lasers Doppler
Imaging (Moore LDI, Kéln Deutschland) gescannt, um die Durchblutung der
Hinterlaufe zu evaluieren. Als nachster Schritt wurde dann nach oberflachlicher
Desinfektion der Haut mit alkoholischem Desinfektionsspray (Softasept N, B.
Braun, Melsungen) ein kleiner Hautschnitt im Bereich des enthaarten linken
Hinterlaufs durchgefluhrt. Auch wahrend der Operation wurden die Tiere auf einer
Warmematte gelagert, um ein Auskuhlen zu verhindern. Zum Schutz der Augen
vor dem Austrocknen wurde Ausgensalbe (Pepanthen, Bayer, Leverkusen) auf
die Augen aufgebracht. Nach dem Hautschnitt wurde die Wunde durch Spreizen
mit der Schere stumpf erweitert. Die weitere Praparation erfolgte mittels feiner
Pinzetten. Es wurde das die Gefal3- Nervenscheide umhullende Bindegewebe
stumpf zur Seite gedrangt. Dabei wurde gewebsschonend vorgegangen, sodass
eine moglichst geringe Traumatisierung der Umgebungsstrukturen erfolgte. Ein
besonderes Augenmerk wurde darauf verwendet das Gefal3- Nervenbundel zu
schonen. Daruber hinaus wurde dann ebenfalls stumpf mit der Pinzette die
Arterie vom parallel verlaufenden Nerven sowie der parallel verlaufenden Vene
getrennt. Als nachstes erfolgte die Ligatur der Arterie mit nicht resorbierbarem
Nahtmaterial (Prolene 8-0, Johnson&Johnson). Dann erfolgte nach grundlichem
Spulen der Wunde mittels isotonischer Kochsalzlosung (Fresenius Kabi,
Deutschland) ein Hautverschluss mittels Einzelknopfnahten mit nicht
resorbierbarem Nahtmaterial (Prolene 6-0, Johnson&Johnson). Dann erfolgte
eine erneute Messung der Durchblutung im Bereich der Hinterlaufe mittels Laser-
Doppler- Flussmessung (Moore LDI, Koln, Deutschland). Hierzu wurden die Tiere
erneut fur 5 Minuten auf der Warmematte gelagert. Dann wurde die Durchblutung
der Hinterlaufe mittels nichtinvasivem Laser- Doppler- Imaging (Moore LDI, KolIn,
Deutschland) untersucht. Nach Durchfuhrung der nichtinvasiven Messungen
wurde  die Narkose  durch  gewichtsadaptierte Injektion  eines
Antagonisierungscocktails mit Flumazenil (B. Braun, Melsungen, Deutschland)
und Atipamazole (Le Vet B.V, Niederlande) aufgehoben. Zur Vermeidung von
postoperativen Schmerzen wurde Buprenorphin (Indivior, Berkshire, UK) injiziert.
Der perioperative Flussigkeitsverlust wurde durch subkutane Injektion von 500 pl
0,9 % NaCl (Fresenius Kabi, Deutschland) und 5 % Glucose (Fresenius Kabi,
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Deutschland) im Verhaltnis 1:1 ausgeglichen. Nach dem Aufwachen aus der
Narkose und nach genauer Inspektion der Mause um Belastungen festzustellen,
wurden die Tiere wieder in die Haltungsraume zurlckgebracht. Im weiteren
Verlauf wurden die Tiere taglich gewogen. Daruber hinaus wurden
Verlaufsuntersuchungen mittels Laser- Doppler- Scanner (Moore LDI, Kdln,
Deutschland) durchgefuhrt. Hierbei fanden Untersuchungen an den ersten vier
Tagen nach der Operation statt. Nach vier Tagen wurden die Tiere getotet und
die Muskeln, sowie Milz und Knochen asserviert und fur weitere Analysen mittels

Histologie und PCR eingefroren.

2.7 HISTOLOGISCHE METHODEN ZUR UNTERSUCHUNG VON ANGIOGENESE

2.7.1 HAMATOXYLIN EOSIN (H.E.) FARBUNG
Die Gewebsschnitte der Matrigel Plugs wurden mit einer Hamatoxylin- Eosin-

Farbung gefarbt. Insgesamt wurden 5 Objekttrager mit jeweils 3 konsekutiven
Schnitten gefarbt. Zwischen den 3 konsekutiven Schnitten eines Objekttragers
und den 3 konsekutiven Schnitten des nachsten Objekttragers wurde am
Cryotom (Leica) ein Abstand von 500 ym im Matrigel Plug eingehalten. Fur die
Farbung wurden die Schnitte zunachst fur 30 Minuten unter den Abzug gelegt,
damit die Schnitte auftauen und antrocknen konnen. Anschliefiend wurden die
Schnitte fur 30 Minuten in 4% Formalinlésung (Otto Fischar GmbH, Saarbrticken,
Deutschland) fixiert. Dann wurden die Schnitte fur 10 Minuten in Hamalaun (Carl
Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland) gefarbt, nach einmaligem Spulen in
Leitungswasser, wurde fur 20 Minuten in flieRendem Wasser geblaut, gefolgt von
einem 3 Minuten andauernden Farbeschritt in Eosin (Carl Roth GmbH, Karlsruhe,
Deutschland). Nach kurzem Spdulen in destilliertem Wasser folgten mehrere
Entwasserungsschnitte. Dazu wurden die Schnitte jeweils fur 5 Sekunden in
70%, 80%, 90% Ethanol (SAV Liquid Production GmbH, Flintsbach am Inn,
Deutschland) entwassert. AnschlielRend folgten zwei langere
Entwasserungsschnitte, bei denen die Gewebsschnitte fur 2 x 5 Minuten in 100%
Ethanol (SAV Liquid Production GmbH, Flintsbach am Inn, Deutschland)
gehalten wurden. AbschlieRend wurden die Schnitte noch fur 3 Minuten in Roti-
Histol (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland) gebracht und danach mit Roti
Histokit (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland) eingedeckelt.
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2.7.2 PLANIMETRISCHE ANALYSE DER MATRIGEL- PLUGS AM MIKROSKOP
Die Auswertung der H.E. gefarbten Matrigel- Schnitte erfolgte am Lichtmikroskop

(Nikon Optishot-2) mit einem 2 x Objektiv, einer Digital Sight DS-U1 Kamera und
Nikon BR 3.2 Software mit ausgeklapptem Kondensor und ND4 Filter. Um die
gesamte Schnittflache des Matrigel Plugs aufzunehmen, wurde ein Bild aus
mehreren Teilbildern am Computer zusammengesetzt. Die Auswertung erfolgte
wie bereits in der Literatur beschrieben [68]. In der Bildanalyse wurde durch
Definieren eines Schwellenwertes zwischen den im Matrigel Plug blau
angefarbten Endothelzellen und dem aus Extrazellularsubstanz bestehenden
restlichen Matrigel Plug, beziehungsweise dem umgebenden Muskel- sowie
Bindegewebe unterschieden. Die Schnittflache des Matrigel Plugs wurde
planimetrisch in der Nikon BR 3.2 Software vom restlichen Gewebe abgegrenzt.
AnschlieBend wurde der prozentuelle Anteil blau gefarbter Zellen an der
Querschnittsflache des Plugs mithilfe der Nikon Software berechnet. Es wurde
jeweils der qualitativ beste Gewebsschnitt jedes Objekttragers analysiert.
Insgesamt wurden bei 5 Objekttragern Gewebsschnitte Uber eine
Langsausdehnung von 2500 ym im Matrigel Plug analysiert, um zuverlassige

Daten zur Angiogenese im Matrigel Plug zu bekommen.
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3 ERGEBNISSE

3.1 DCSs UND HYPOXIE GETRIGGERTE ANGIOGENESE IN VIVO

3.1.1 DCS FUHREN zU MEHR ANGIOGENESE |IN DER HYPOXIE-
GETRIGGERTEN ANGIOGENESE IM HINDLIMB ISCHAMIE MODELL
Um die Rolle von dendritischen Zellen fur die Hypoxie- getriggerte Angiogenese

zu untersuchen, wurde das so genannte Hindlimb Ischamie Modell gewanhlt. Als
Mausmodell diente das DTR- Mausmodell, bei dem durch Injektion von
Diphterietoxin (DT) eine Depletion von CD11c positiven Zellen erzielt werden
kann. Bei diesem Mausmodell wird der DT- Rezeptor vom Affen, der eine hdhere
Affinitat zum Diphterietoxin aufweist als der murine DT- Rezeptor, in allen CD11c
tragenden Zellen exprimiert. Dadurch kommt es nach Injektion von Diphterietoxin
zu einer Zelldepletion der CD11c positiven Zellen in der Maus. Die Durchfuhrung
des operativen Eingriffs mit Ligatur der Femoralarterie ist bereits im Material- und
Methoden- Teil beschrieben worden. Zusatzlich wurde am Tag nach dem
operativen Eingriff eine Injektion von Diphterietoxin bei allen Versuchstieren
durchgefuhrt. Jeder Maus wurde gewichtsadaptiert Diphterietoxin injiziert, jeweils
3 ng Diphterietoxin pro Gramm Mausgewicht. Am Tag des operativen Eingriffs
sowie an den Folgetagen wurden die Versuchstiere mittels Laser- Doppler- Scan
untersucht. Als Kontrollgruppe dienten die Geschwistertiere der DTR positiven
Tiere, die folglich den DT- Rezeptor nicht exprimieren. Allen Tieren, sowohl der
Versuchsgruppe, als auch der Kontrollgruppe, wurde Diphterietoxin injiziert. Zur
Analyse wurde die Durchblutung im operierten Bein im Verhaltnis zur
Durchblutung im nicht operierten Bein gesetzt. Beim Vergleich der
Versuchsgruppe mit der Kontrollgruppe fiel auf, dass in der Versuchsgruppe die
Durchblutung im operierten Bein signifikant schlechter war als in der
Kontrollgruppe. Ein deutlicher Effekt war bereits an Tag eins erkennbar, dieser
Effekt war an den darauffolgenden Tagen noch weiter verstarkt. An Tag vier war
der Unterschied zwischen der Versuchsgruppe und der Kontrollgruppe statistisch
signifikant. Aufgrund der im Experiment beobachteten Suszeptibilitat der Tiere
gegenuber Diphterietoxin, trotz der vorbeschriebenen geringen systemischen
Toxizitat von Diphterietoxin bei Mausen, konnte der Versuch nur fur insgesamt
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vier Tage durchgefihrt werden, weil im Anschluss die Belastung der
Versuchstiere durch die Depletionsbehandlung zu grol3 wurde und der Versuch
deshalb nach vier Tagen beendet werden musste. Als Schlussfolgerung lasst
sich aus dem durchgefuhrten Experiment festhalten, dass DCs in der Hypoxie
getriggerten Angiogenese im Hindlimb Ischamie Modell Angiogenese fordern

konnen.

Perfusion [% des nicht operierten Beins]

Pra- OP Post- OP Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4

—4—Ctrl —ll—DC Depletion

Abbildung 2: Laser Doppler Analyse aus dem Modell der Hind- Limb- operierten Mause.

Mause, die den DTR- Rezeptor auf CD11c positiven Zellen exprimieren, erhielten eine Ligatur im
Bereich der Femoralarterie vor Abgang der Arteria profunda femoris. Die Durchblutung im Bereich
der Hinterlaufe wurde mittels Laser- Doppler gemessen. Es wurde die Durchblutung im operierten
im Vergleich zum nicht operierten Bein dargestellt. Am Tag 1 nach der Operation erfolgte eine
Injektion mit Diphterietoxin (3 ng/g Maus) Dabei fihrte die Depletion von DCs zu einer signifikant
schlechteren Durchblutung im operierten Bein in der Versuchsgruppe im Vergleich zur
Kontrollgruppe (N= 11-12, *p < 0,05). Als Kontrollgruppe dienten die Geschwistertiere der DTR-
Rezeptor exprimierenden Mause, die den Rezeptor nicht exprimieren.
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Tabelle 1: Laser Doppler Analyse der Hindlimb- operierten Miuse. Tabellarische Ubersicht der
mittels nichtinvasivem Laser- Doppler gemessenen Durchblutung am operierten Bein im Verhiltnis
zum nicht operierten Bein.

Pra- OP | Post- OP Tag 1 Tag 2 Tag 3 Tag 4
Kontroligruppe 98,97 10,88 21,12 29,59 41,94 43,51
Standardabweichung 3,65 3,71 9,00 13,97 16,55 18,17
Standardabweichung
des Mittelwertes 1,10 1,12 2,72 4,21 4,99 5,48
DC Depletion 99,44 10,81 16,76 23,00 33,67 30,89
Standardabweichung 5,31 4,22 5,00 7,58 13,85 10,40
Standardabweichung
des Mittelwertes 1,60 1,27 1,51 2,29 4,18 3,13

Ctrl

DC
Depletion

Pra- OP

Abbildung 3: Reprasentative Bilder der nichtinvasiven Durchblutungsmessungen mittels Laser
Doppler der Versuchsgruppe sowie der Kontrollgruppe.

3.2 DIE RoLLE VON DCs FUR DIE WACHSTUMSFAKTOR INDUZIERTE

ANGIOGENESE

3.2.1 DCS FUHREN zZU MEHR ANGIOGENESE IN EINEM MODELL DER
WACHSTUMSFAKTOR INDUZIERTEN ANGIOGENESE
Neben dem Hindlimb Ischamie Modell wurde die Rolle von DCs fir die

Angiogenese noch in einem zweiten in vivo Modell untersucht. Hierbei wurde das

Matrigel- Modell gewahlt. Die Durchfiihrung war wie im Material- und Methoden-

Teil beschrieben. Zum Matrigel wurden entweder Zellkulturmedium oder DCs
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gegeben. Die Versuchstiere, denen Matrigel zusammen mit Zellkulturmedium
injiziert wurde, dienten als Kontrollgruppe. Insgesamt wurden 10° DCs pro
Matrigel- Plug injiziert. Zum Ausreifen der Zellen wurden diese zuvor fur
insgesamt 24 Stunden mit LPS (1ug/ml) stimuliert. Eine Woche nach Injektion
des Matrigels wurden die Versuchstiere getotet und die Matrigel- Plugs
entnommen und histologisch aufbereitet. Es erfolgte eine Farbung der
histologischen Schnitte. Die Analyse erfolgte, nachdem am Mikroskop Bilder
angefertigt worden waren, standardisiert, mittels Computersoftware. Dabei wurde
der Anteil der Endothelzellen pro Matrigel- Plug quantifiziert. Beim Vergleich der
Versuchsgruppen mit der Kontrollgruppe fiel auf, dass die Zugabe von unreifen
DCs zur signifikanten Erhohung des Anteils an Endothelzellen fuhrte. Fur die
Zugabe von reifen DCs konnte kein signifikanter Effekt beobachtet werden.
Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die unreifen DCs fur die

beobachteten proangiogenen Effekte verantwortlich sind.
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Abbildung 4: Unreife DCs fiihrten zu einer signifikanten Zunahme von Endothelzellen im Matrigel.

Gesunden Versuchstieren (C57BL6) wurde Matrigel im Bereich der Bauchhaut injiziert. Zum
Matrigel wurden zuvor entweder 10° unreife oder 108 reife, LPS stimulierte DCs, hinzugegeben.
Die Matrigel Plugs wurden nach einer Inkubationszeit von 7 Tagen aus den Mausen, nachdem
diese getdtet worden waren, entnommen und histologisch analysiert. Dabei zeigte sich eine
signifikante Zunahme der Endothelzellen im Matrigel Plug nach 7 Tagen Inkubationszeit, wenn
unreife DCs zum Matrigel hinzugegeben worden waren (N= 9-11, *p < 0,05). Als Kontrollgruppe
diente DC- Zellkulturmedium.
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Abbildung 5: Beispielbilder der analysierten Matrigel- Plugs.

Die Auswertung erfolgte nach einem standartisierten computerbasierten Vorgehen. A) Zugabe
von Zellkulturmedium zum Matrigel. B) Zugabe von einer Million unreifer DCs zum Matrigel. C)
Zugabe von einer Million reifen DCs zum Matrigel

3.3 INVITRO EXPERIMENTE
Um die zugrundeliegenden Mechanismen der in vivo beobachteten

proangiogenen Effekte von DCs zu untersuchen, wurden erganzende in vitro
Experimente durchgefuhrt. Dabei wurde die Rolle von DCs auf die Proliferation,
Migration und Tube Formation von Endothelzellen untersucht. Als

Endothelzelllinie wurden MHECS5-T Zellen verwendet.

3.3.1 UNREIFE DENDRITISCHE ZELLEN FUHREN ZU MEHR PROLIFERATION
VON ENDOTHELZELLEN
Um zu untersuchen, ob DCs Proteine sezernieren konnen, die modulierend auf

die Angiogenese einwirken konnen, wurde als nachstes der Effekt von
konditioniertem Zellkulturmedium von DCs auf die Proliferation von
Endothelzellen untersucht. Hierzu wurden die DCs zum einen unstimuliert

belassen. Zum anderen wurde ein Teil der DCs unter hypoxischen
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Kulturbedingungen kultiviert, da Hypoxie einen starken Trigger fur Angiogenese
darstellt [69]. Daruber hinaus wurde ein Teil der DCs zusatzlich fur 24 Stunden
mit LPS stimuliert, um die Ausreifung der Zellen zu fordern. Das konditionierte
Zellkulturmedium wurde dann zu den Endothelzellen hinzugegeben, um mittels
BrdU- Proliferations- ELISA die Proliferation der Endothelzellen zu untersuchen.
Insgesamt wurden die Endothelzellen fur 24 Stunden mit konditioniertem
Zellkulturmedium von DCs inkubiert. Nach 24 Stunden wurde dann die
Proliferation der Endothelzellen untersucht. Hierbei zeigte sich eine signifikante
Zunahme der Proliferation von Endothelzellen in der Gruppe, die mit
konditioniertem Zellkulturmedium von unreifen DCs koinkubiert worden war. Das
konditionierte Zellkulturmedium von unreifen dendritischen Zellen, die zusatzlich
mit Hypoxie behandelt worden waren, hatte keinen additiven Proliferations-
fordernden Effekt zur Folge. Als Kontrollgruppen diente DC- Zellkulturmedium
beziehungsweise DC- Zellkulturmedium mit LPS als Maturations- forderndem
Faktor.
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Abbildung 6: Zellkulturiiberstand von unreifen DCs fiihrt zu signifikant mehr Proliferation von
Endothelzellen.
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Konditioniertes Zellkulturmedium von murinen dendritischen Zellen, die entweder unstimuliert
belassen wurden oder flir 24 Stunden mit LPS (1ug/ml) stimuliert worden sind, wurde zu murinen
Herzendothelzellen (MHEC 5- T) hinzugegeben. Ein Teil der Zellen wurde zusatzlich fur 24
Stunden unter hypoxischen Umgebungsbedingungen kultiviert. Nach Zugabe des konditionierten
Zellkulturmediums wurde die Proliferation der Endothelzellen nach insgesamt 24- stiindiger
Inkubation zusammen mit dem konditionierten Zellkulturmedium mittels BrdU- Proliferations-
ELISA gemessen. Dabei fiel eine signifikante starkere Endothelzellproliferation nach Zugabe von
konditioniertem Zellkulturmedium von unreifen DCs auf. Die Zugabe von konditioniertem
Zellkulturmedium von reifen DCs filhrte zu einer Abnahme der Endothelzellproliferation im
Vergleich zur Kontrollgruppe. Als Kontrollgruppe diente Zellkulturmedium von murinen DCs (N=
7, *p < 0,05).

3.3.2 UNREIFE DENDRITISCHE ZELLEN FUHREN ZU EINER GESTEIGERTEN
ENDOTHELIALEN MIGRATION
Als weiteres in vitro Experiment wurde die Rolle von konditioniertem

Zellkulturmedium von DCs auf die Migration von Endothelzellen untersucht. Als
experimentelles Setting wurde der so genannte Scratch Assay verwendet. Dabei
wurde, wie im Methodik- Teil beschrieben vorgegangen. Die Endothelzellen
wurden insgesamt fur 8 Stunden zusammen mit dem konditionierten Medium der
DCs stimuliert. Es wurden dieselben Gruppen gewahlt, wie im Proliferations-
Experiment. Es wurde der Effekt von konditioniertem Zellkulturmedium von
unreifen DCs und reifen DCs auf die Migration von Endothelzellen untersucht.
Daruber hinaus wurde, wie zuvor bei der Untersuchung der Endothelzell-
Proliferation beschrieben, als weitere Versuchsvariable ein Teil der DCs zuvor
fur 24 Stunden unter hypoxischen Umgebungsbedingungen kultiviert. Bei diesem
Experiment konnte beobachtet werden, dass das konditionierte Zellkulturmedium
von unreifen DCs eine signifikante Verstarkung der Endothelzellmigration
bewirkt.
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Abbildung 7: Zellkulturiiberstand von unreifen DCs fiihrt zu einer signifikanten Steigerung der
Migration von Endothelzellen.

Murine Endothelzellen wurden in einer 24- Well- Platte ausgesat und inkubiert, bis ein konfluenter
Zellrasen zu erkennen war. Dann wurde mit einer Pipettenspitze eine Wunde ,Scratch® im
Zellrasen verursacht. Danach erfolgte die Zugabe von konditioniertem Zellkulturmedium von
unreifen und reifen, LPS stimulierten DCs (Stimulation mit 1ug/ml LPS fir 24 Stunden). Ein Teil
der DCs wurde zuséatzlich mit Hypoxie behandelt. Nach 8- stiindiger Inkubation wurden Bilder
gemacht und der Anteil der Uberwachsenen Flache quantifiziert. Dabei konnte ein Migrations-
fordernder Effekt der unreifen DCs beobachtet werden (N= 6-7, *p < 0,05)

43



Ctrl

LPS

Unreife DCs
(Normoxie)

Reife DCs
(Normoxie)

Unreife DCs
(Hypoxie)

Reife DCs
(Hypoxie)

8h

Abbildung 8: Repréasentative Bilder des Scratch Assays am Anfangszeitpunkt sowie nach 8-
stiindiger Inkubation mit den angegebenen Zellkulturiiberstdanden von DCs.
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3.3.3 UNREIFE DCS HABEN EINE TENDENZ DIE TUBE FORMATION VON
ENDOTHELZELLEN ZU FORDERN
Daruber hinaus wurde auch untersucht, welchen Einfluss das konditionierte

Zellkulturmedium von dendritischen Zellen auf die Tube Formation von
Endothelzellen hat. Bezuglich der Versuchsgruppen wurde, wie bei der
Untersuchung der Endothelzellproliferation und Endothelzellmigration bereits
mehrfach beschrieben, vorgegangen. Bei diesem Experiment zeigte sich eine
Tendenz, dass das konditionierte Zellkulturmedium von unreifen DCs die Tube
Formation von Endothelzellen verstarkt, wenngleich der Effekt statistisch nicht

signifikant war.
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Abbildung 9: Unreife DCs haben eine Tendenz die Tube Formation von Endothelzellen zu fordern.

Matrigel wurde in vitro auf Eis in eine 48- Well- Platte gebracht. Dann wurden 30.000 murine
Endothelzellen (MHEC 5-T) pro Well hinzugegeben. Darlber hinaus wurde konditioniertes
Zellkulturmedium von murinen DCs die entweder unstimuliert belassen wurden oder zuvor fir 24
Stunden mit LPS (1pug/ml) behandelt worden sind hinzugegeben. Ein Teil der DCs wurde
aulRerdem zuvor unter hypoxischen Kulturbedingungen inkubiert. Nach 12 Stunden wurden Bilder
am Mikroskop gemacht und die Lange der Tubes wurde gemessen (N= 6).
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Abbildung 10: Reprasentative Bilder der Tube Formation nach 12- stiindiger Inkubation mit den
angegebenen Zellkulturiiberstinden von DCs.
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3.4 PROTEOME PROFIL VON DCs
Als nachster Schritt wurde untersucht, welche Proteine bei den beobachteten

Effekten beteiligt sein konnten. Hierzu wurde mittels eines konventionell
erhaltlichen Kits, welches ein Panel an pro- oder antiangiogen wirkenden
Proteinen mittels semiquantitativem ELISA nachweisen kann, das konditionierte
Zellkulturmedium und die Lysate der unstimulierten beziehungsweise LPS
stimulierten DCs, die unter Normoxie oder Hypoxie kultiviert worden waren,
untersucht. Die Fragestellung, die in diesem Experiment untersucht werden sollte
war, welche pro- oder antiangiogen wirkenden Faktoren von DCs in Abhangigkeit

von der Stimulation ausgeschuttet werden.

3.4.1 DENDRITISCHE ZELLEN UND KONDITIONIERTES ZELLKULTURMEDIUM
VON DENDRITISCHEN ZELLEN ENTHALTEN VERSCHIEDENE PRO- UND
ANTIANGIOGEN WIRKENDE FAKTOREN

Um ein moglichst genaues Abbild zu bekommen, welche pro- und

antiangiogenen Faktoren fur die beobachteten Effekte verantwortlich sein
konnten wurden sowohl das konditionierte Zellkulturmedium als auch die Lysate
der DCs untersucht. Es wurden die gleichen Versuchsgruppen wie in den zuvor
beschriebenen Experimenten mit den Endothelzellen verwendet. Zum einen
wurde konditioniertes Zellkulturmedium von DCs untersucht. Die DCs wurden
entweder unstimuliert belassen oder, um eine Ausreifung der Zellen zu erzielen,
fur 24 Stunden mittels LPS (1pg/ml) stimuliert. Daruber hinaus wurde ein Teil der
Zellen fur 24 Stunden unter hypoxischen Umgebungsbedingungen (98%
Stickstoff, 2% Sauerstoff) kultiviert. Anschlie®Bend wurden sowohl das
konditionierte Zellkulturmedium als auch die Lysate auf pro- und antiangiogen
wirkende Proteine hin untersucht. Die Auswertung des ELISAs erfolgte, indem
die Pixeldichte pro jeweiligem Versuchsansatz gemessen wurde. Dies erfolgte
computerbasiert und semiquantitativ. Je hoher die Pixeldichte registriert wurde,
desto mehr vom jeweiligen Protein wurde mittels ELISA detektiert. Die
nachfolgenden Tabellen geben einen Uberblick tiber die analysierten Proteine im
Zellkulturiberstand beziehungsweise in den Lysaten.
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Tabelle 2: Ubersicht der Pixeldichte der einzelnen fiir die Angiogenese relevanten Proteine im DC

Uberstand im Proteom Profiler (N=2).

Normoxie Hypoxie
Protein unreife DCs | reife DCs | unreife DCs | reife DCs
ADAMTSH1 10912,5 10578,5 10567,5 10623
Amphiregulin 12527,5 13408 11216 12613,5
Angiogenin 12667,5 12570,5 12055,5 12603,5
Angiopoietin- 1 11972,5 11055,5 11157,5 10921
Angiopoietin- 3 11300 10607 10615 10657,5
Coagulation Factor IlI 18825,5 12062 12357 12469
CXCL16 23178,5 22036,5 23092,5 22115
Cyr61 11316 10587 10784,5 10653
DLL4 11091 10524,5 10496,5 10797
DPPIV 13169,5 11627 13573 13023,5
EGF 11324 10545,5 10775,5 10678,5
Endoglin 11625,5 10799,5 11365,5 11024,5
Endostatin/ Collagen
XV 13060 11618 12474 11674
Endothelin- 1 20697 20755 14554,5 19033,5
FGF acidic 12153,5 11336,5 11576 11704
FGF basic 13674 12058 11785 12387
KGF 12134,5 10908,5 11197 11528
Fractalkine 13842,5 12074,5 11656 14364,5
GM- CSF 24481,5 23628,5 23582 24258,5
HB-EGF 15803,5 12435,5 13601 13191,5
HGF 15476,5 11808 15867,5 13236
IGFBP- 1 12329,5 11215,5 12333,5 11604
IGFBP- 2 12204,5 11523,5 11211 11659
IGFBP- 3 11765 11034,5 11314 11134,5
IL1- alpha 12822,5 22196 11775 21692
IL1- beta 11858,5 13695 10903,5 15200,5

48




IL- 10 12468 13133 11618 14034,5
IP-10 20521,5 23785,5 15392 23807,5
KC 16392 24559,5 14259 24088
Leptin 13276 12026 12398 12710,5
MCP- 1 23785,5 20187,5 23952,5 23012
MIP- 1a 22507,5 20267 23446 22753,5
MMP 3 11327,5 11664,5 11087,5 12326,5
MMP 8 19728,5 12930,5 18184,5 12965,5
MMP 9 22004 18437,5 18894 19381
NOV 22923 22160 22536 21259,5
Aosteopontin 22348,5 21626 22157 22351,5
PD-ECGF 13632 13632 12342 14818,5
PDGF- AA 18359,5 14220,5 16000,5 15317
PDGF- AB/PDGF- BB 18909 13693,5 16034,5 13846,5
Pentraxin- 3 24065,5 21568 23064,5 22077
platelet factor 4 24675,5 22465,5 23556,5 22898
PIGF- 2 23170,5 23170,5 21342,5 22434
Porlactin 12022 11386 11564,5 11280,5
Proliferin 12346,5 11038 11218 11755,5
SDF- 1 14216,5 12780,5 13234,5 14254.5
Srpin E1 23649,5 237345 21534 23319
Serpin F1 11121,5 11121,5 10589,5 10979
Thrombospondin- 2 11853 11069,5 10684,5 11247
TIMP- 1 18098.,5 17590,5 13981 17262
TIMP_ 4 11914,5 11126,5 11089 11388
VEGF 10959 10905 10506,5 10940,5
VEGF-beta 10694,5 10550 10255,5 10187
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Abbildung 11: Im konditionierten Zellkulturmedium von dendritischen Zellen sind verschiedene pro- und antiangiogene Faktoren enthalte
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Tabelle 3: Ubersicht der Pixeldichte der einzelnen fiir die Angiogenese relevanten Proteine in den
Lysaten der DC im Proteom Profiler (N=2).

Normoxie Hypoxie
unreife DCs | reife DCs | unreife DCs | reife DCs
ADAMTSH1 10436 10531 10512 10309,5
Amphiregulin 9839 10093 10263 10169
Angiogenin 9828 9887 10653,5 10037,5
Angiopoietin- 1 10727 10690 10381 10669
Angiopoietin- 3 10204,5 10255 10111,5 10215
Coagulation Factor IlI 10015,5 10091,5 10294,5 11009,5
CXCL16 15578,5 16087,5 15791,5 16694,5
Cyr61 10342,5 10169 10180,5 10472
DLL4 10068,5 10138,5 9946,5 10227,5
DPPIV 14463,5 14966 14511,5 14447.5
EGF 9429 9425 9829,5 9547
Endoglin 9810 9916,5 9718 9911,5
Endostatin/ Collagen
XV 10696,5 10846 10653,5 10605,5
Endothelin- 1 10374,5 10692 10761 11335
FGF acidic 10671,5 11597 10497 11158,5
FGF basic 11112 11089 10807 11498
KGF 10252,5 10092 10318,5 10660
Fractalkine 10143 10305,5 10114,5 10622
GM- CSF 13110,5 10846 11951 11028,5
HB-EGF 9959 10049 10275 10341
HGF 10674 10536 10772 10493
IGFBP- 1 10371 10411 10252,5 10516,5
IGFBP- 2 10137 10118,5 10065,5 10338,5
IGFBP- 3 9765 9876,5 9824 10095
IL1- alpha 14921 19674 14524.5 19409
IL1- beta 9678,5 12746 9693 13772

51




IL- 10 11018,5 10564 11275,5 11232
IP-10 10408 13856,5 10119,5 16782,5
KC 9507,5 10689 9653 11602
Leptin 10168 10150 10316,5 10517
MCP- 1 15933,5 16601 15418 15458,5
MIP- 1a 15638,5 17209 15972,5 16799
MMP 3 9348 9402 94445 9510
MMP 8 10250 10228,5 10611,5 10434
MMP 9 16374,5 11891 16364 12221,5
NOV 15243 10427 13394,5 11175
Aosteopontin 19206,5 18376 20154 18559,5
PD-ECGF 14127 14127 10576 10931,5
PDGF- AA 10484 10540 10688 10734
PDGF- AB/PDGF- BB 10274,5 10247 10577 10604,5
Pentraxin- 3 11981 14303,5 12223,5 14678
platelet factor 4 17578 17053 18532,5 16277
PIGF- 2 10750 10750 10538,5 11220
Porlactin 10116,5 10064 10012,5 10412
Proliferin 10354 10305,5 10492 10680,5
SDF-1 11413,5 11286 11737,5 12373
Srpin E1 10521,5 13255,5 11312 15586
Serpin F1 10333,5 10333,5 10591 10558,5
Thrombospondin- 2 9833,5 9698,5 9900,5 9955,5
TIMP- 1 10518,5 11471 10993 11836
TIMP_ 4 9896,5 9920,5 9905,5 10061
VEGF 9464,5 9564 9528,5 9643
VEGF-beta 10127,5 10254,5 10038 10135,5
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Abbildung 12: In den Lysaten von dendritischen Zellen sind verschiedene pro- und antiangiogene Faktoren enthalten
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Im Zellkulturiberstand der unstimulierten DCs, wo sich ja nach Zugabe zu
Endothelzellen eine Zunahme von Endothelzellproliferation und Migration gezeigt
hatte, fand sich vermehrt HGF sowie MMP 8. HGF, der Hepatozyten-
Wachstumsfaktor ist ein  bekannter  proangiogener  Faktor [70].
Matrixmetalloproteinase 8 ist ebenfalls ein potenter proangiogen wirkender
Faktor. So war in einer experimentellen Studie die Proliferationsfahigkeit ebenso
wie die Fahigkeit der Migration und Tube Formation nach Knockdown von MMP8
in HUVECS deutlich reduziert [71]. Passend hierzu fand sich auch in vivo eine
deutliche Reduktion der Angiogenese [71]. Daruber hinaus fand sich hier auch
eine vermehrte Expression von Endothelin 1, einem Protein, dem proangiogene
Eigenschaften zugeschrieben werden [72]. AulRerdem konnte IP 10 vermehrt im
konditionierten Zellkulturmedium von reifen, LPS stimulierten DCs nachgewiesen
werden. Daruber hinaus konnte unter hypoxischen Bedingungen eine Abnahme
von IP10 im konditionierten Zellkulturmedium von unstimulierten DCs beobachtet
werden. Thrombospondin  hingegen war weder im konditionierten
Zellkulturmedium noch in den Lysaten der LPS stimulierten DCs im Vergleich zu
den unstimulierten DCs vermehrt vorhanden. Beiden Proteinen werden
antiangiogene Eigenschaften zugeschrieben [73, 74]. Insbesondere bei IP10 ist
bekannt, dass dieser Faktor ein sehr stark antiangiogen wirkendes Chemokin ist
[75, 76]. Weiterhin war sowohl in den Zellkulturiberstédnden als auch in den
Lysaten der LPS stimulierten reifen DCs eine vermehrte Expression von
Interleukin 1- alpha und Interleukin 1- beta nachweisbar. Beiden Proteinen
werden proinflammatorische und proangiogene Effekte zugeschrieben [77, 78].
Aulerdem fand sich in den Lysaten in der Gruppe der unstimulierten DCs eine
vermehrte Expression von MMP 9. MMP 9 spielt eine wichtige Rolle bei der
Entstehung von Pankreaskarzinomen und wird im Verlauf der
Karzinomentstehung vermehrt exprimiert [79]. Hierdurch kommt es dann zu mehr
VEGF Bildung in den Inselzellen des Pankreasgewebes und damit zu
proangiogenen Effekten [79]. Die folgende Tabelle soll nochmals einen
tabellarischen Uberblick tber die vermehrt exprimierten pro- und antiangiogen

wirkenden Proteine geben.
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Tabelle 4: Im Proteome Profiling vermehrt in den Lysaten und im Zellkulturiiberstand nachgewiesene
Proteine

Protein Name Pro (+)/Antiangiogen (-) Quelle
HGF Hepatocyte-growth factor (+) [70]
MMP 8 Matrixmetalloproteinase 8 (+) [71]
ET 1 Endothelin 1 (+) [72]
IP10/CXCL10 Chemokine (C-X-C motif) (-) [73]

ligand 1

IL1 alpha Interleukin 1 alpha (+) [77]
Il 1 beta Interleukin 1 beta (+) [78]
MMP 9 Matrixmetalloproteinase 8 (+) [79]

Ausgehend von diesen Ergebnissen wurde dann weiter mittels Real- Time- PCR
Array untersucht, wie sich die Expression von pro- und antiangiogen wirkenden
Faktoren auf RNA Ebene zwischen den einzelnen Versuchsgruppen
unterscheidet.

3.5 REAL- TIME PCR ARRAY
Daruber hinaus wurde neben dem Zellkulturiberstand und den Lysaten auch die

MRNA der DCs untersucht. Die zu untersuchenden mRNAs wurden nach
eingehender Literaturrecherche in PubMed identifiziert. Die Versuchsgruppen
entsprachen den zuvor bei den anderen in vitro Versuchen verwendeten
Gruppen. Im Vergleich der verschiedenen Gruppen untereinander fiel auf, dass
die Stimulation mit LPS einen Einfluss auf eine Vielzahl von verschiedenen
mMRNAs hat. Interessanterweise waren im Vergleich der unstimulierten DCs und
der hypoxischen unstimulierten DCs vor allem zwei mRNAs in der Gruppe der
hypoxischen unstimulierten DCs verstarkt exprimiert, namlich FGF1 und VEGFR-
1 (FLT-1). Mittels konventionellem ELISA wurde dann FLT-1 im

Zellkulturiberstand weiter untersucht.
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Tabelle 5: Ubersicht iiber die RNA Qualititen der fiir die Real- Time- PCR verwendeten RNAs

1 2 3 4

Ansitze Normoxie Hypoxie

unreife DCs reife DCs unreife DCs reife DCs

Bezeichung med. Genetik |117R001a08 | 117R001a09 | 117R001a10 | 117R001a11

A 260/280 2,11 2,08 2,08 2,09
A 260/230 2,01 1,98 2,07 1,96
RIN 9,7 10 9,8 9,8
117R001a08 - 117R001a09 -
[FU] [FU]
200
00 150
|| 100 -
50 — ==
50
L "
: e o : i -
T T T T T T T T T T T T
25 200 1000 4000 [nt] 25 200 1000 4000 [nt]
Overall Results for sample 4 : I17R001a08 T Overall Results for sample 5 : 117R001309 T
RNA Area: 384.1 RNA Area: 504.0
RNA Concentration: 169 ng/pl RNA Concentration: 221 ng/pl
rRNA Ratio [28s / 18s]: 1.6 TRNA Ratio [28s / 18s]: 1.8
RNA Integrity Number (RIN): 9.7 (B.02.08) RNA Integrity Number (RIN): 10 (B.02.08)
Result Flagging Color: I:[ Result Flagging Color:
Result Flagging Label: RIN: 9.70 Result Flagging Label: RIN:10
Fragment table for sample 4 : 117R001a08 Fragment table for sample 5 : 117R001a09
Name Start Size [nt] End Size [nt] Area % of total Area Name Start Size [nt] End Size [nt] Area % of total Area
185 1,704 1,912 99.0 258 18S 1,697 1,905 1394 276
28S 3,139 4,027 159.9 416 28S 3,138 4,010 251.9 50.0

Abbildung 13: RNA Qualitaten (RIN) in der Analyse durch die Abteilung fiir medizinische Genetik.

Normoxische DCs. Sample 4 = unreife DCs, Sample 5 = reife DCs). Abbildung mit freundlicher
Genehmigung der Abteilung fiir medizinische Genetik.
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[FU]

100

I17R001a10

Qg

RNA Area:

S
1 1 =
T LI T I T
25 200 1000 4000 [nt]
Overall Results for sample 6 : 117R001a10 T
368.7
RNA Concentration: 162 ng/pl
rRNA Ratio [28s / 18s]: 1.7
RNA Integrity Number (RIN): 9.8 (B.02.08)
Result Flagging Color:
Result Flagging Label: RIN: 9.80
Fragment table for sample 6 : 117R001a10

Name Start Size [nt] End Size [nt] Area

185

288

1,696
3,139

% of total Area

1,912
4,013

98.5
167.2

26.7
454

[FU]
150

100

I17R001a11

=44
1 1

T
25
Overall Results fi

RNA Area:
RNA Concentration:

rRNA Ratio [28s / 18s]:

RNA Integrity Number
Result Flagging Color:
Result Flagging Label:
Fragment table f

Name Start Size [nt] End Size [nt] Area

18S

28S

1,683
3,100

T
200 1000 4000 [nt)

orsample 7 : 117R001a11
458.8
202 ng/ul
1.8
(RIN): 9.8 (B.02.08)
RIN: 9.80
or sample 7 : 117R001a11

% of total Area

1,892
4,050

108.9
201.2

237
439

Abbildung 14: RNA Qualitaten (RIN) in der Analyse durch die Abteilung fiir medizinische Genetik.

Hypoxische DCs. Sample 6 = unreife DCs, Sample 7 = reife DCs). Abbildung mit freundlicher
Genehmigung der Abteilung fiir medizinische Genetik.

Tabelle 6: Ubersicht iiber die mittels RT- PCR analysierten RNAs.

Abkurzung Protein Abkurzung Protein
Akt1 Thymoma viral proto- oncogene 1| Smad5 MAD homolog 5 (Drosophila)
Angiogenin ribonuclease, RNase : . .
Ang A family, 5 Sphk1 Sphingosine kinase 1
Angpt1 Angiopoetin 1 Tbx1 T- box 1
Angpt2 Angiopoetin 2 Tek Endothehal-_speqﬂc receptor
tyrosine kinase
Alanyl (membrane) .
Anpep aminopeptidase Tgfa Transforming growth factor alpha
Bai1 Brain- Sp?C'f'C. anglogenesis Tgfb1 Transforming growth factor beta 1
inhibitor 1
Ccl11 Chemokine (C-C motif) ligand 11 Tgfb2 Transforming growth factor beta 2
Ccl2 Chemokine (C-C motif) ligand 2 Tgfb3 Transforming growth factor beta 3
cdh5 Cadherin 5 Tgfbrd Transforming growth factor beta
receptor 1
Col18a1 Cooagen, type XVIII, alpha 1 Thbs1 Thrombospondin 1
Col4a3 Collagen, type IV, alpha 3 Thbs2 Thrombospondin 2
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Colony stimulating factor 3

Tyrosine kinase with

Csf3 Tie1 immunoglobuline- like and EGF-
(granulocyte) like domains 1
o ' Tissue inhibitor of
Ctgf Connective tissue growth factor Timp1 metalloproteinase 1
. - ' Tissue inhibitor of
Cxcl1 Chemokine (C-X-C motif) ligand 1 Timp2 metalloproteinase 2
Cxcl2 Chemokine (C-X-C motif) ligand 2 Tnf Tumor necrosis factor
Cxcl5 | Chemokine (C-X-C motif) ligand 5 | Tnfsf12 |  'umor necrosis factor, beta
receptor |
Edn1 Endothelin 1 Tymp Thymidine phosphorylase
Efnai Ephrin A1 Vegfa Vascular endothzllal growth factor
Efnb2 Ephrin B2 Vegfb Vascular endothghal growth factor
Egf Epidermal growth factor Vegfc Vascular endothgllal growth factor
Eng Endoglin Adm Adrenomedullin
Epas1 Endothelial PAS domain protein 1 Ctsc Cathepsin C
Ephb4 Eph receptor B4 Ccl19 Chemokine (C-C motif) ligand 19
V-erb-b2 erythroblastic leukemia
viral oncogene homolog 2, . ) -
Erbb2 neuro/glioblastoma derived Ccl20 Chemokine (C-C motif) ligand 20
oncogene homolog (avian)

F2 Coagulation factor Il Ccl22 Chemokine (C-C motif) ligand 22
F3 Coagulation factor III Ccl8 Chemokine (C-C motif) ligand 8
Fgf1 Fibroblast growth factor 1 Ccer1 Chemokine (C-C motif) receptor 1
Fgf2 Fibroblast growth factor 2 Ccr3 Chemokine (C-C motif) receptor 3
Fgf6 Fibroblast growth factor 6 Ccerb Chemokine (C-C motif) receptor 5
Fgfr3 Fibroblast growt:? factor receptor Ccer7 Chemokine (C-C motif) receptor 7

. . Colony stimulating factor 2
Figf C- fos induced growth factor Csf2 (granulocyte- macrophage)
Flt1 FMS like tyrosine kinase 1 Cx3cr1 Chemokine (C-X3-C) receptor 1
Fn1 Fibronectin 1 Cxcl11 Chemokine (C-X-C motif) ligand

11
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Cxcl12

Chemokine (C-X-C motif) ligand

Hgf Hepatocyte growth factor 12
Hif1a Hypoxia inducible f_actor 1, alpha Cxcl13 Chemokine (C-X-C motif) ligand
subunit 13
Ifng Interferon gamma Cxcl3 Chemokine (C-X-C motif) ligand 3
Igf1 Insulin like growth factor 1 Cxcl9 Chemokine (C-X-C motif) ligand 9
I11b Interleukin 1 beta Cxcra | Chemokine (C_XAC motif) receptor
116 Interleukin 6 Fit4 FMS like tyrosine kinase 4
. Interferon (alpha and beta)
Itgav Integrin alpha V Ifnar1 receptor 1
Itgb3 Integrin beta 3 1110 Interleukin 10
Jag1 Jagged 1 1M12a Interleukin 12 A
Kdr Kinase insert domain protein 12b Interleukin 12 B
receptor
Leucocyte cell derived .
Lect1 chemotaxin 1 1118 Interleukin 18
Lep Leptin 1118bp Interleukin 18 binding protein
Mapk14 Mitogen- activated protein kinase Mif Macrophage migration inhibitory
14 factor
Mdk Midkine Pgk1 Phosphoglycerate kinase 1
Mmp14 Matrix metallop_rotelnase 14 Rgs1 Regulator of G- protein signaling
(membran- inserted) 1
Mmp19 Matrix metalloproteinase 19 Spp1 Secreted phosphoprotein 1
Mmp2 Matrix metalloproteinase 2 Ptx3 Pentraxin related gene
Mmp9 Matrix metalloproteinase 9 Dusp1 Dual specificity phosphatase 1
Nitric oxide synthase 3, 2'-5' oligoadenylate synthetase 1
Nos3 endothelial cell OasTb B
Nrp1 Neuropilin 1 Oas1g 2'-5' oligoadenylate synthetase 1
Nrp2 Neuropilin 2 Cd40Ig CDA40 ligand
Platelet/endothelial derived . -
Pdgfa growth factor, alpha Ccl5 Chemokine (C-C motif) ligand 5
Pecam1 Platelet/endothelial cell adhesion Cd209b CD 209b antigen
molecule 1
Pgf Placental growth factor Gusb Glucuronidase, beta
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. . . Glyceraldehyde-3-phosphatase
Plau Plasminogen activator, urokinase Gapdh dehydrogenase
Plg Plasminogen Actb Actin, beta
Prostaglandin- endoperoxide Heat shock preotein 90 alpha
Pigs1 synthase 1 Hsp90abT (cytosolic) class B member 1
Ptk2 PTK2 protein tyrosine kinase 2 B2m Beta-2 microglobulin
Sphingosine-1- phosphate . Serine (or cysteine) peptidase
Stprt receptor 1 Serpinf1 inhibitor, clade F, member 1
. Serine (or cysteine) peptidase
Serpine1 inhibitor, clade E, member 1

Tabelle 7: Vermehrt exprimierte RNAs der LPS stimulierten DCs im Vergleich zu den unstimulierten
DCs

Position Gene Symbol Fold Regulation p-Value

114 Ptx3 433.28 0.000547
104 Ifnarl 375.24 0.010232
101 Cxcl9 233.81 0.008509
30 Fgfr3 181.54 0.001523
46 Mapk14 156.41 0.003101
74 Thbs1 130.61 0.000003
14 Cxcll 115.29 0.005587
82 Vegfa 115.09 0.002376
47 Mdk 112.53 0.001323
85 Adm 107.20 0.011029
50 Mmp?2 105.36 0.002431
111 Pgk1l 100.37 0.000008
27 Fgfl 99.33 0.013339
28 Fgf2 84.11 0.000908
63 Serpinel 80.12 0.000191
32 Flt1 62.65 0.002127
105 1o 52.50 0.000904
75 Thbs?2 51.24 0.022760
61 Ptk2 40.62 0.005261

Tabelle 8: Vermehrt exprimierte RNAs der unstimulierten hypoxischen DCs im Vergleich zu den
unstimulierten DCs

Position Gene Symbol Fold Regulation p-Value

32 Flt1 37.40 0.005547
27 Fgfl 21.74 0.004834
75 Thbs?2 9.51 0.000120
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Tabelle 9: vermehrt exprimierte RNAs der LPS stimulierten hypoxischen DCs im Vergleich zu den
unstimulierten DCs

Position Gene Symbol Fold Regulation p-Value

50 Mmp?2 893.85 0.000038
101 Cxcl9 409.12 0.001012
46 Mapk14 336.75 0.004322
30 Fgfr3 326.41 0.003519
14 Cxcll 283.50 0.000202
104 Ifnarl 249 .82 0.000015
108 18 160.87 0.022916
82 Vegfa 14591 0.001935
85 Adm 138.67 0.005491
47 Mdk 98.23 0.002566
32 Flt1 81.04 0.000144
31 Figf 65.07 0.000005
27 Fgfl 64.10 0.008800
111 Pgk1 5551 0.000020
75 Thbs2 52.67 0.000001
114 Ptx3 46.44 0.003383
126 GDC 39.34 0.021790
74 Thbs1 373 0.006396
98 Cxcl12 35.91 0.008462

Bei der Analyse der Real- Time- PCR Daten zeigte sich eine Regulation von
verschiedenen pro- und antiangiogen wirksamen Faktoren. Teilweise fand sich
eine deutliche Veranderung der Regulation der Faktoren nach Stimulation mit
LPS beziehungsweise nach Kultur unter hypoxischen Bedingungen. Die folgende
Tabelle soll einen Uberblick Uber die pro- und antiangiogen wirksamen Faktoren
geben, die nach Stimulation mit LPS beziehungsweise Kultur unter hypoxischen
Umgebungs-bedingungen eine veranderte Expression gezeigt haben. Beim
Real- Time- PCR Array wurden als Ausgangsmaterial, wie in Tabelle 4

aufgefuhrt, nur qualitativ hochwertige RNAs verwendet.
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Tabelle 10: Ubersicht iiber die in den verschiedenen Versuchsgruppen im Angiogenese Array
vermehrt exprimierten Faktoren sowie die in der Literatur beschriebenen Effekte auf die
Angiogenese.

Gen/Faktor Name Pro (+) /Antiangiogen (-) Quelle
PTX 3 Pentraxin 3 (-) [80]
CXCL9 Chemokine (C-X-C motif) (-) [81]
ligand 9
FGFR 3 Fibroblast growth factor (+) [82]
receptor 3
MAPK 14 (p38) Mitogen- activated protein (+) [83]
kinase 14
THSB 1/THSB 2 Thrombospondin 1/2 (-) [84]
CXcL 1 Chemokine (C-X-C motif) (+) [85]
ligand 1
VEGF A Vascular endothelial (+) [86]
growth factor A
MdK Midkine (-) [87]
Adm Adrenomedullin (+) [88]
MMP 2 Matrix metalloproteinase (+) [89]
2
PGK 1 Phosphoglycerate kinase (-) [90]
1
FGF 1 Fibroblast growth factor 1 (+) [91]
FGF 2 Fibroblast growth factor 2 (+) [92]
Serpin 1 Serine (or cysteine) (-) [93]
peptidase inhibitor, clade
E, member 1
FLT1 FMS like tyrosine kinase (-) [94]
1
IL10 Interleukin 10 (-) [95]
PTK 2 PTK2 protein tyrosine (+) [96]
kinase 2
CXCL 12 Chemokine (C-X-C motif) (+) [97]
ligand 12
IL18 Interleukin 18 (+) [98]
FIGF C- fos induced growth (+) [99]
factor
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Interessanterweise zeigte sich sowohl bei den pro- als auch antiangiogen
wirkenden Faktoren eine veranderte Expression nach Stimulation mit LPS
beziehungsweise nach Kultur unter Hypoxie. Beim Vergleich von unstimulierten
hypoxischen DCs mit unstimulierten DCs fiel auf, dass in der Gruppe der
zusatzlich mit Hypoxie behandelten DCs eine vermehrte Expression vom
proangiogen wirkendem FGF 1 auftrat [91]. AuBRerdem waren auch zwei
antiangiogen wirkende Faktoren, namlich Thrombospondin 2 und FLT 1 vermehrt
exprimiert [84, 94]. Beim Vergleich der LPS stimulieten DCs mit den
unstimulierten DCs beziehungsweise beim Vergleich der LPS stimulierten
hypoxischen DCs mit den unstimulierten DCs waren diverse Faktoren nach LPS
Stimulation vermehrt exprimiert. Hypoxie zusatzlich zur LPS Stimulation bewirkt
eine vermehrte Expression des proangiogen wirkenden IL 18 [98]. Aul3erdem
wird auch mehr proangiogen wirkendes FIGF sowie CXCL12 exprimiert [97, 99].
Im Gegensatz dazu sind bei den LPS stimulierten normoxischen DCs das
antiangiogen wirkende Serpin 1 sowie das antiangiogen wirkende IL 10 vermehrt
exprimiert [93, 95].

3.6 ELISA
Um die mittels Proteome- Profiling und Real- Time- PCR identifizierten

Kandidaten weiter zu untersuchen, wurden konventionelle ELISA- Experimente
durchgefuhrt. Zum einen wurde CXCL-10 weiter mittels konventionellem ELISA
untersucht, da sich im Proteome Profiling in der Gruppe der LPS stimulierten
DCs, die in vitro weniger Proliferation, Migration und Tube Formation gezeigt
hatten, vermehrt CXCL-10 hatte nachweisen lassen. VEGFR-1 (FLT-1), dass
eine verstarkte Expression in der Gruppe der hypoxischen unstimulierten DCs
gezeigt hatte, wurde ebenfalls weiter mittels konventionellem ELISA untersucht.

FLT-1 wurde auch deshalb weiter mittels ELISA untersucht, da bei FLT-1
eigentlich antiangiogene Effekte vorbeschrieben sind [94]. Interessanterweise
fand sich gerade in der Gruppe der hypoxischen unstimulierten DCs, die
proangiogene Effekte in vitro gezeigt hatten, eine deutliche Verstarkung der FLT-
1 Expression. Daher war ein Ziel zu untersuchen, welche Effekte diese im Real-

Time- PCR Array festgestellte vermehrte Expression von FLT-1 in der Gruppe
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der unstimulierten hypoxischen DCs auf die Sekretion von FLT-1 in das

konditionierte Zellkulturmedium hat.

3.6.1 CXCL10- ELISA
Im CXCL10- ELISA konnte gezeigt werden, dass die Stimulation mit LPS zu

signifikant mehr CXCL10- Sekretion im konditionierten Zellkulturmedium fahrt.
Daruber hinaus war nur eine sehr geringe Konzentration von CXCL10 in der
Gruppe der unstimulierten DCs vorhanden. Hypoxie selbst fuhrte zu einer
niedrigeren CXCL10 Konzentration in der Gruppe der LPS stimulierten DCs,
wenngleich der Effekt statistisch nicht signifikant war. Als ELISA wurde ein
kommerziell erhaltliches Kit (EMCXCL10) von Thermo Fisher Scientific

verwendet.

*
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*
*

8000 -
E 6000 -
-1}
&
o
L
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0
unreife DCs reife DCs unreife DCs reife DCs
Normoxie Hypoxie

Abbildung 15: LPS Stimulation fiihrt zu einer signifikanten Steigerung der CXCL10 Konzentration im
konditionierten Zelkulturmedium der DCs.

Es wurde konditioniertes Zellkulturmedium von DCs verwendet und mittels konventionellem
ELISA analysiert. Dabei fiel auf, dass eine Stimulation der DCs mit LPS zu einer signifikanten
Steigerung der CXCL10 Konzentration im konditionierten Zellkulturmedium filihrte. Eine
zusatzliche Stimulation der LPS stimulierten DCs (1ug/ml) mit Hypoxie bewirkte eine Abnahme
der CXCL10 Konzentration im Zellkulturiiberstand im Vergleich zum Zellkulturiiberstand
normoxischen DCs, wenngleich der Unterschied nicht signifikant war (N= 6, *p< 0,05).
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3.6.2 FLT-1 ELISA
Daruber hinaus wurde als nachstes das konditionierte Zellkulturmedium mittels

FLT-1 ELISA untersucht. Hierbei wurde ein kommerziell erhaltliches ELISA Kit
von RnD Systems (MVR 100) verwendet. Dabei zeigte sich, dass im
konditionierten Zellkultur-medium von unreifen DCs signifikant mehr FLT-1
vorhanden ist als im konditionierten Zellkulturmedium von reifen DCs oder
hypoxischen DCs.
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Abbildung 16: Das konditionierte Zellkulturmedium von unreifen DCs enthélt signifikant mehr FLT-1

als das konditionierte Zellkulturmedium von reifen DCs oder von hypoxischen DCs.

Es wurde konditioniertes Zellkulturmedium von unreifen und reifen LPS (1ug/ml) stimulierten DCS
verwendet und die Konzentration von FLT-1 im konditionierten Zellkulturmedium der DCs mittels
ELISA analysiert. Ein Teil der DCs wurde zuvor unter normoxischen Umgebungsbedingungen,
ein anderer Teil der DCs wurde zuvor unter hypoxischen Umgebungsbedingungen kultiviert. Eine
Stimulation mit LPS oder Hypoxie bewirkte eine Abnahme der FLT-1 Konzentration im
konditionierten Zellkulturmedium. Der Effekt war dabei sowohl fir LPS als auch fir Hypoxie
deutlich ausgepragt (N= 8, * p < 0,05).
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4 DISKUSSION

4.1 DIE ROLLE VON DCs FUR DIE ANGIOGENESE IN VIVO.
In der vorliegenden Arbeit konnte in zwei in vivo Modellen der Angiogenese

gezeigt werden, dass DCs Angiogenese fordern konnen. Darlber hinaus fiel in
verschiedenen in vitro Versuchen der Angiogenese auf, dass DCs
Endothelzellfunktionen wie Proliferation, Migration und Tube Formation
beeinflussen konnen. Bei der Untersuchung der hierbei involvierten Faktoren
mittels Real- Time- PCR und Proteome- Profiling konnte nachgewiesen werden,
dass auf RNA Ebene sowie auf Ebene der Proteine sowohl im
Zellkulturiberstand als auch in den Zelllysaten der DCs eine Vielzahl potenter

pro- und antiangiogen wirksamer Faktoren vorhanden sind.

In vivo wurde mithilfe von zwei etablierten Experimenten die Rolle von DCs
untersucht. Zunachst wurde das Hindlimb Ischamie Modell als etabliertes und
akzeptiertes Modell zur Untersuchung der Hypoxie- getriggerten Angiogenese
verwendet [100]. Hierbei liel3 sich zum einen mittels gezielter Depletion von DCs
durch Applikation von Diphterietoxin im DTR- Mausmodell nachweisen, dass die
Hypoxie- getriggerte Angiogenese in diesem Modell von den DCs gefordert wird.
Dieser Befund wurde insbesondere dadurch deutlich, dass in der
Versuchsgruppe, in der mittels Applikation von Diphterietoxin die Zelldepletion
der DCs erzielt wurde, eine signifikante Abnahme der Durchblutung mittels

Laser- Doppler- Imaging in der nichtinvasiven Messung nachweisbar war.

Interessanterweise ist das DTR- Mausmodell bereits von einer anderen
Arbeitsgruppe zur Untersuchung von Angiogenese im Matrigel- Modell
verwendet worden [45]. Das Vorgehen war dabei folgendermalen: Zunachst
wurde bFGF als Wachstumsfaktor zum Matrigel hinzugegeben. Dann erfolgte
eine systemische Depletion von DCs durch Applikation von Diphterietoxin am
lebenden Tier wahrend der Inkubationszeit der Matrigel- Plugs fur insgesamt eine
Woche. Im Anschluss wurden die Versuchstiere getotet und es fand nach
Explantation der Plugs eine Analyse der Zellen im Matrigel mittels
Durchflusszytometrie statt [45]. Hierbei konnte gezeigt werden, dass sich die Zahl
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an Endothelzellen in den mittels Durchflusszytometrie analysierten Matrigel-
Plugs =zwischen der Versuchsgruppe sowie der Kontrollgruppe nicht
unterschieden [45]. Auffallig war jedoch, dass nach Applikation von Diphterietoxin
in der Mikroskopie eine Zerstorung der Gefaldarchitektur im Matrigel- Plug zu
sehen war [45]. Eine Quantifizierung der mikroskopischen Analysen, sprich
beispielsweise eine Messung der Anzahl an Gefallen, fand in diesen
Untersuchungen nicht statt.

Die in der vorliegenden Arbeit in der Hindlimb Ischamie erzielten Erkenntnisse
untermauern die Bedeutung von DCs fur die Angiogenese, da in der Gruppe der
DC- Depletion eine verminderte Angiogenese in der Laser- Doppler- Messung
erkennbar war. Daruber hinaus konnte mit der Analyse der Durchblutung mittels
Laser- Doppler Imaging auch die physiologische Relevanz der DCs fur die
Angiogenese bestatigt werden, da hier physiologische Daten direkt am lebenden
Tier generiert werden konnten und nicht nur morphologische Daten, wie
beispielsweise bei histologischen Untersuchungen, ausgewertet wurden.

Neben dem Hindlimb Ischamie Modell wurde die Rolle von DCs fur die
Angiogenese auch mittels in vivo Matrigel- Modell untersucht. Das Matrigel-
Modell ist ein Modell der Wachstumsfaktor- getriggerten Angiogenese. In der
vorliegenden Arbeit wurde das Matrigel- Modell dazu verwendet um zu
untersuchen, welchen Einfluss der Reifungsgrad der DCs, genauer gesagt
welchen Einfluss reife oder unreife DCs auf die Mdglichkeit Angiogenese zu
beeinflussen, haben. Hierbei fiel auf, dass sowohl unreife als auch reife DCs zu
mehr Angiogenese in den Matrigel- Plugs fuhren. Eine statistisch signifikant
messbare Zunahme der Angiogenese tritt jedoch nur auf, wenn unreife DCs im

Matrigel vorhanden sind.

Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit den Ergebnissen von Fainaru et al.
Diese Arbeitsgruppe konzentrierte sich auf die Rolle von DCs fur die
Angiogenese in verschiedenen Tumormodellen. Hierbei fiel zum einen auf, dass
unreife DCs zu starker vaskularisierten und auch insgesamt schwereren
Tumoren fuhrten [45]. Dies konnte in Tiermodellen fur mehrere verschiedene

Tumormodelle wie beispielsweise Lungenkrebs oder malignes Melanom gezeigt
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werden [45]. Darlber hinaus wurde hier auch Angiogenese mittels in vivo
Matrigel- Modell untersucht. Dabei wurden nach Injektion des Matrigels nach
einer Woche Wartezeit die Matrigel Plugs entfernt. Im Anschluss erfolgten eine
enzymatische Lyse der Plugs sowie eine Analyse mittels Durchflusszytometrie.
Hierbei fiel auf, dass signifikant mehr CD31 positive Zellen in den Plugs, die
unreife DCs enthalten hatten, vorhanden waren [45]. CD31 ist ein
Endothelzellmarker, weshalb die Autoren aus den Analysen die Schlussfolgerung
gezogen haben, dass unreife DCs zu mehr Angiogenese fuhren [45, 101]. Eine
histologische Auswertung der Matrigel Plugs fand in dieser Arbeit nicht statt.

Wie in der Einleitung bereits erwahnt, gibt es neben malignen Erkrankungen auch
noch weitere Erkrankungen mit grof3er volkswirtschaftlicher Bedeutung, die durch
eine pathologische Angiogenese charakterisiert sind. Eine dieser Erkrankungen
stellt die altersabhangige Makuladegeneration dar, die mafRgeblich durch eine
fehlgeleitete Angiogenese charakterisiert ist. Im Mausmodell lasst sich die
Erkrankung experimentell durch eine Verletzung der Retina mittels Applikation

von Laserstrahlen modellieren.

Die Rolle von DCs fur diese Erkrankung wurde ebenfalls von einer Gruppe von
Wissenschaftlern untersucht. Hierbei wurde mittels Laser eine Lasion im Bereich
der Netzhaut gesetzt. Hier fand sich in den mittels Laser induzierten Lasionen in
der Netzhaut, in denen Neovaskularisation zu beobachten war, eine verstarkte
Rekrutierung von DCs [47]. DarUber hinaus konnten mittels Fluoreszenz
markierte DCs, nachdem diese in die Schwanzvene der Mause nach Induktion
der Lasionen injiziert worden sind, im Bereich der Lasionen in der Retina
nachgewiesen werden [47]. AuBRBerdem fand sich hier auch eine deutlich
messbare Zunahme der Angiogenese [47]. Interessanterweise fand sich vor
allem nach Injektion von unreifen DCs eine Zunahme der Angiogenese im
Bereich der Retina. Wenn hingegen reife DCs oder PBS injiziert worden sind,

kam es zu keiner deutlichen Zunahme der Angiogenese [47].

Angesichts der erhobenen in vivo Befunde sowie der vorbeschriebenen in vivo
Befunde wurde in der vorliegenden Arbeit im weiteren Verlauf die Rolle von DCs

fur die Angiogenese in weiteren in vitro Experimenten untersucht. Ein explizites
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Ziel bestand darin, herauszufinden, welchen Einfluss reife und unreife DCs auf
endotheliale Funktionen, die fur die Angiogenese relevant sind, wie Proliferation,
Migration und Tube Formation, haben. Ein weiteres Ziel bestand darin, zu
evaluieren, welche fur die Angiogenese relevanten Faktoren auf RNA- und
Proteinebene von DCs produziert werden, beziehungsweise ausgeschuttet

werden.

4.2 DIE ROLLE VON DCS IN VITRO
Zunachst wurde in vitro untersucht, welchen Einfluss das konditionierte

Zellkulturmedium von DCs auf die Proliferation, Migration und Tube Formation
von DCs hat. Konditioniertes Zellkulturmedium wurde deshalb gewahlt, weil
bekannt ist, dass Angiogenese durch sezernierte pro- und antiangiogen wirkende
Faktoren gesteuert wird [1, 5]. DCs sind sekretorisch aktive Zellen [102]. Diese
Tatsache spielt vor allem im Zusammenhang mit der Interaktion sowie
Aktivierung von T-Lymphozyten eine Rolle. Hier spielen beispielsweise
bestimmte von DCs ausgeschuttete Chemokine wie Interleukin 12 eine Rolle
[103].

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten DCs wurden nach einem etablierten
und anerkannten Verfahren aus dem Knochenmark von Mausen generiert [45,
48, 104]. Fur die Ausreifung der DCs wurde LPS in einer Konzentration von 1
pg/ml, wie im Abschnitt Material und Methoden beschrieben, verwendet. Dartber
hinaus wurde ein Teil der DCs auch fur 24 Stunden unter hypoxischen
Kulturbedingungen inkubiert.

Dabei zeigte sich, dass das konditionierte Zellkulturmedium von unreifen DCs zu
signifikant mehr Zellproliferation von Endothelzellen fuhrt. Fir die reifen DCs war
dieser Effekt nicht nachweisbar. Interessanterweise fuhrte die Behandlung der
DCs mit Hypoxie fur 24 Stunden nicht dazu, dass der Zellkulturiberstand der
hypoxischen DCs eine signifikante zusatzliche Steigerung der Proliferation der
Endothelzellen im Vergleich zu unbehandelten DCs bewirkte. Dartuber hinaus
konnte beobachtet werden, dass eine Inkubation der DCs mit LPS als etabliertem
Faktor fur die Generation von reifen DCs in vitro dazu fuhrt, dass die
Endothelzellen nach Inkubation mit dem konditionierten Zellkulturmedium dieser
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Zellen mit einer Abnahme der Endothelzellproliferation reagieren. Bekannt ist,
dass DCs unter Hypoxie als einem sehr stark in die Gen- und Proteinregulation
von Zellen eingreifenden Faktor, mit einer deutlichen Veranderung der zellularen
Transkription und Translation reagieren [59, 60, 105, 106]. Insbesondere der
Hypoxie induzierbare Faktor HIF 1A spielt an dieser Stelle eine entscheidende
Rolle [60]. Neuere Untersuchungen legen nahe, dass LPS prinzipiell mit Hypoxie
synergistisch wirken kann und damit ebenfalls eine Steigerung der HIF-1A
Menge bewirkt [60]. HIF 1A wiederum fuhrt zu einer Steigerung der Transkription
von beispielsweise VEGF A, einem der Hauptfaktoren, die relevant fur die
Angiogenese sind [107].

Daher bestand der nachste Schritt darin, die Faktoren zu identifizieren, die fur die
beobachteten Effekte verantwortlich sein kdnnen. Hierzu wurde zum einen ein
Proteome Profiling, mit dem ein Panel an pro- oder antiangiogen wirkenden
Faktoren identifiziert werden kann sowohl von den Zellkulturiberstanden als
auch den Lysaten der DCs durchgefihrt. Aulerdem wurde mittels Real- Time-
PCR Array untersucht, welche Veranderungen auf RNA- Ebene detektiert
werden konnen. Hierbei fand sich im Proteome Profiling zum Beispiel vermehrt

nachweisbar CXCL-10, nachdem eine Stimulation der DCs mit LPS erfolgt war.

Im experimentellen Setting mit humanen DCs wurde bereits der Einfluss von
Hypoxie und LPS auf die Proteinsynthese beziehungsweise mRNA Expression
von DCs untersucht. Dabei fiel auf, dass sich unter Stimulation mit LPS und
Hypoxie beispielsweise eine vermehrte Produktion von VEGF mRNA
nachweisen liel3 [108]. Dartber hinaus fand sich unter Stimulation mit LPS eine
vermehrte Produktion von CXCL10 mRNA und CXCL10 Protein [108]. Hypoxie
selbst bewirkte eine Abnahme der CXCL10 Protein- Produktion [108]. Dieser
Effekt einer verminderten CXCL10- Produktion nach Stimulation mit Hypoxie
konnte in der vorliegenden Arbeit ebenfalls im ELISA gezeigt werden. In der
vorliegenden Arbeit wurde CXLCL jedoch nur auf Proteinebene und nicht auf
MmRNA Ebene untersucht. CXCL10 werden wie zuvor bereits ausgefuhrt
antiangiogene Eigenschaften zugeschrieben. Daher ist es plausibel, dass
CXCL10 einer der Faktoren sein konnte, die eine Abnahme der
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Endothelzellproliferation nach Zugabe von konditioniertem Zellkulturmedium von
LPS- stimulierten DCs bewirken, zumal Untersuchungen mit verschiedenen
humanen und murinen Endothelzelllinien nachweisen konnten, dass CXCL-10
einen dosisabhangigen inhibitorischen Effekt auf die Proliferation von
verschiedenen Endothelzellen in vitro hat [109]. Interessanterweise scheint es so
zu sein, dass dieser inhibitorische Effekt nicht nur durch den CXCR-3 Rezeptor,
der den Bindungspartner des Liganden CXCL10 darstellt, vermittelt wird [109].
Vielmehr haben sich Hinweise darauf ergeben, dass der inhibitorische Effekt auf
die Endothelzellproliferation auch durch Interaktion von CXCL10 mit negativ
geladenen Glykosaminoglykanen zustande kommt [109]. Entscheidend ist in
Zukunft mittels Zugabe von Anti- CXCL10 Antikorper zu untersuchen, welchen
Effekt die Zugabe eines Anti- CXCL10 Antikorpers auf die Proliferation von
Endothelzellen hat, wenn diese mit konditioniertem Zellkulturmedium von LPS
stimulierten normoxischen und hypoxischen DCs inkubiert werden. Hierbei muss
allerdings beachtet werden, dass auch ein nicht Rezeptor abhangiger Effekt von
CXCL10 durch Interaktion mit negativ geladenen Glykosaminoglykanen

vorbeschrieben ist [109].

Bei der Untersuchung der Migration von Endothelzellen mittels ,Scratch Assay®
konnte eine signifikante Zunahme der Endothelzellmigration nach Inkubation der
Endothelzellen mit konditioniertem Zellkulturmedium von unreifen DCs
beobachtet werden. Dabei fiel auf, dass eine Behandlung der DCs zusatzlich mit
Hypoxie vor der Zugabe des konditionierten Zellkulturmediums zu den
Endothelzellen keinen zusatzlichen Migrations- steigernden Effekt hatte.
Ahnliche Effekte konnten von einer anderen Arbeitsgruppe, die sich mit der Rolle
von DCs fur die Endometriose beschaftigt hat, beobachtet werden. Hierbei wurde
die Migration von humanen mikrovaskularen Endothelzellen in einer modifizierten
Boyden Kammer untersucht. Dabei konnte beobachtet werden, dass die Zugabe
von unreifen DCs zu einer verstarkten Migration von humanen mikrovaskularen
Endothelzellen fuhrte [48]. Die DCs wurden in diesen Experimenten jedoch nicht
mit Hypoxie behandelt, sodass hier nur ein Vergleich zwischen unreifen und
reifen DCs stattfand. Daruber hinaus wurde in der vorliegenden Arbeit auch

untersucht, welchen Einfluss DCs auf die endotheliale Tube Formation haben.
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Hierbei wurde, wie bei den zuvor beschriebenen Experimenten, konditioniertes
Zellkulturmedium von DCs verwendet. Dabei zeigte sich, dass unreife DCs die
endotheliale Tube Formation verstarken. Dieser Effekt war jedoch statistisch
nicht signifikant. Ahnliche Experimente wurden bereits von anderen
Arbeitsgruppen mit humanen DCs durchgefuhrt und publiziert. Dabei wurde
bereits untersucht, welchen Effekt eine Stimulation der DCs mit verschiedenen
Maturations- fordernden Chemokinen bewirkt. Dazu fanden unter anderem
Untersuchungen von humanen DCs in vitro statt, die mittels verschiedener
Chemokine zur Ausreifung gebracht wurden. Hier fiel eine unterschiedliche
Produktion von VEGFR-1 beziehungsweise VEGF nach Stimulation auf [110].
Interessanterweise bewirkte das konditionierte Zellkulturmedium von LPS
stimulierten DCs eine Zunahme der Tube Formation [110]. Im Gegensatz dazu
fuhrte eine Stimulation mit TNF alpha oder CD40 Ligand zusammen mit INF
Gamma zu einer Abnahme der Tube Formation [110]. Fur den proangiogenen
Effekt war vor allem das Verhaltnis von l6slichem VEGFR-1 zu VEGF relevant
[110]. Ein Uberwiegen von VEGFR-1 (ber VEGF im konditionierten
Zellkulturmedium der DCs bewirkte eine Reduktion der Tube Formation [110].
Daruber hinaus konnte demonstriert werden, dass eine Stimulation von humanen
Monozyten mit GMCSF eine Zunahme der VEGFR-1 Menge im konditionierten
Zellkulturmedium bewirkt [111]. Damit einhergehend fand sich eine Reduktion
der endothelialen Tube Formation von HUVECS sowie eine Reduktion der
Migration von HUVECS [111]. Aullerdem konnte in vivo im Matrigel Assay
gezeigt werden, dass eine Zugabe von GMCSF zum Matrigel Plug zu weniger
Angiogenese in den histologisch untersuchten Matrigel- Plugs fuhrte [111]. Im
Gegensatz dazu lief3 sich nach Stimulation von humanen Monozyten mit M- CSF
eine Zunahme der Produktion von VEGF nachweisen [112]. Dies zeigte sich
daruber hinaus auch in vitro durch eine deutliche Zunahme der endothelialen
Tube Formation von HUVECS nach Koinkubation von Endothelzellen mit
konditioniertem Zellkulturmedium von Monozyten, die zuvor mittels M- CSF
behandelt worden sind [112]. Interessanterweise war in der Real- Time- PCR
VEGFR-1 einer der Faktoren, die nach LPS Stimulation oder Exposition
gegenuber Hypoxie eine veranderte Expression zeigten. Insbesondere LPS
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Stimulation scheint eine vermehrte Expression von FLT-1 zu bewirken. Wenn
zusatzlich zur LPS Stimulation noch hypoxische Umgebungsbedingungen
vorhanden sind, so kommt es in der vorliegenden Arbeit zur Reduktion der Menge
an FLT-1 RNA. Demgegenuber fand sich im ELISA die héchste Konzentration
von FLT-1 in der Gruppe der unreifen normoxischen DCs. Sowohl LPS als auch
Hypoxie bewirkten eine Abnahme von FLT-1 im konditionierten Zellkulturmedium
von DCs.

Hypoxie ist einer der entscheidenden Faktoren, der zur Entstehung von neuen
Blutgefallen und damit zur Angiogenese beitragt [69]. Hierbei spielt insbesondere
das HIF- System mit den verschiedenen Hypoxie- induzierten Faktoren eine
wichtige Rolle [54, 69]. Diese Faktoren wiederum fuhren durch eine Steigerung
der zellularen Transkription und Translation zu einer veranderten Genexpression
und damit zu einer Veranderung der Proteinexpression [54, 60, 69]. Dabei spielt
als einer der wesentlichen hier beteiligten Faktoren auch Hypoxie eine Rolle bei
der Regulation von FLT-1 (VEGFR1). FLT-1 zeigte wie bereits aufgefuhrt sowohl
in der Real- Time- PCR als auch im ELISA eine veranderte Regulation nach LPS
Stimulation sowie nach Inkubation unter hypoxischen Umgebungsbedingungen.
Daruber hinaus konnte bei Untersuchungen mit humanen mikrovaskularen
Endothelzellen gezeigt werden, dass es unter Hypoxie zu einer
Herunterregulation von I6slichem FLT-1 kommt [94]. Gleichzeitig zeigen sich
jedoch keine Veranderungen des membrangebundenen FLT-1 [94]. Weiterhin
fuhrte eine verstarkte Expression von  loslichem FLT-1 bei humanen
mikrovaskularen Endothelzellen dazu, dass die Endothelzellproliferation nach
Exposition mit VEGF deutlich geringer ausfiel und FLT-1 in Kombination mit
VEGF den proliferationsfordernden Effekte von VEGF antagonisieren konnte
[94]. Einer der wichtigsten Liganden fur FLT-1 (VEGFR1) ist VEGF [113]. VEGF
kann an verschiedene Rezeptoren binden. Zwei der wichtigsten VEGF
Rezeptoren sind der VEGFR-1 sowie der VEGFR-2 [113]. Im Zellkulturmodell
konnte mittels HUVECS gezeigt werden, dass eine Stimulation mit VEGF-A zu
einer Zunahme der FLT-1 mRNA fuhrt [114]. Damit einhergehend kommt es auch
zu einer Zunahme von l6slichem FLT-1 im konditionierten Zellkulturmedium

[114]. Daruber hinaus fuhrt eine experimentell mittels viralem Vektor induzierte
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vermehrte Expression von FLT-1 zu einer veranderten Phosphorylierung des
VEGFR-2 und damit zu einer verminderten Proliferation und Migration von
HUVECSs im Zellkulturmodell [114]. Eine wichtige Erkrankung, die mit
pathologischer Angiogenese in Verbindung gebracht wird, ist die Praeklampsie
[115]. Interessanterweise fand sich in analysiertem Plazentagewebe von
praeklamptischen Patientinnen eine verminderte Phosphorylierung von VEGFR-
2 [114]. Gleichzeitig sind hier auch die Serumkonzentrationen von FLT-1 erhoht
[115]. Wie bereits erwahnt, existieren vom VEGFR-1 zwei Formen. Einerseits
kann der VEGFR-1 membrangebunden vorliegen [113]. Dartber hinaus existiert
auch eine I6sliche Form [113]. In vivo konnte im Mausmodell gezeigt werden,
dass die Tyrosinkinaseaktivitat der membrangebundenen Form des VEGFR-1
wichtig fur die Angiogenese in der Hindlimb Ischamie ist [116]. Dies kommt
dadurch zum Ausdruck, dass Mause mit einem genetischen Defekt in der
Tyrosinkinaseaktivitat weniger Angiogenese im operierten Bein im Vergleich zum
nicht operierten Bein aufweisen als der Wildtyp [116]. Aufgrund dieser engen
Verzahnung von VEGF und VEGFR-1 wurde dieser Zusammenhang in der
vorliegenden Arbeit weiter in vitro untersucht. Im ELISA des Zellkulturiberstands
von unreifen normoxischen DCs sowie unreifen hypoxischen DCs fand sich die
hochste Konzentration von FLT-1. Nach Stimulation mit LPS war eine deutliche
Reduktion der Konzentration von FLT-1 im Zellkulturiberstand zu beobachten.
Daruber hinaus bewirkten auch hypoxische Zellkulturbedingungen, dass sich
eine Abnahme der FLT-1 Konzentration im konditionierten Zellkulturmedium
zeigte. Demgegenuber war FLT-1 im Real- Time- PCR Array in der Gruppe der
unreifen hypoxischen DCs ebenso wie in der Gruppe der LPS stimulierten reifen
normoxischen und hypoxischen DCs im Vergleich zu den unreifen DCs vermehrt
exprimiert. Eine mogliche Erklarung fur die Reduktion der FLT-1
Proteinkonzentration im Zellkulturiberstand von hypoxischen beziehungsweise
LPS stimulierten DCs ware, dass unter Hypoxie beziehungsweise LPS
Stimulation vermehrt VEGF mRNA intrazellular beziehungsweise vermehrt
VEGF im Zellkulturiberstand vorhanden ist. Diese Beobachtungen konnten in
der vorliegenden Arbeit sowohl im Real- Time- PCR Array als auch im Proteome
Profiling gemacht werden. Damit Iasst sich aufgrund der Interaktion von VEGF
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mit FLT-1 weniger freies FLT-1 im ELISA nachweisen. Damit hangt der Netto-
Effekt auf die Angiogenese von der feinen Balance zwischen den vermehrt
beziehungsweise vermindert exprimierten pro- und antiangiogen wirkenden
Faktoren ab. Ob sich letztendlich ein pro- oder antiangiogener Effekt abzeichnet
hangt schlussendlich davon ab, welche Faktoren insgesamt Uberwiegen. In der
Gruppe der unreifen DCs scheinen dies die proangiogenen Faktoren zu sein, da
diese Zellpopulation sowohl in vitro als auch in vivo sowohl in der Literatur als
auch in der vorliegenden Arbeit eine vermehrte Angiogenese gezeigt haben.

75



ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden Arbeit wurde die Rolle von dendritischen Zellen fur die
Angiogenese untersucht. Ein besonderes Augenmerk lag darauf, zu
untersuchen, welchen Effekt unreife und reife Dendritische Zellen auf die
Angiogenese haben. Daruber hinaus lag ein weiterer Schwerpunkt darauf, die
Rolle von Hypoxie auf die DC- getriggerte Angiogenese zu untersuchen.
Folgende Erkenntnisse konnten dabei gewonnen werden: Erstens konnen
unreife DCs eine signifikante Zunahme der Angiogenese in vivo bewirken. Diese
Beobachtung konnte in zwei verschiedenen in vivo Modellen der Angiogenese
gemacht werden. Einerseits konnte im Hindlimb- Ischamie Modell, einem Modell
der Hypoxie- induzierten Angiogenese, beobachtet werden, dass die Depletion
von DCs zu einer signifikanten Abnahme der Angiogenese im operierten Bein
fuhrt im Vergleich zum Wildtyp, bei dem keine Depletion durchgefuhrt worden
war. Daruber hinaus konnte in einem Wachstumsfaktor getriggerten Modell der
Angiogenese, dem Matrigel- Modell ebenfalls eine deutliche Zunahme der
Angiogenese nach Zugabe von konditioniertem Zellkulturmedium von unreifen
DCs beobachtet werden. Zweitens konnten weitere in vitro Untersuchungen von
Endothelzellfunktionen wie Proliferation, Migration und Tube Formation zeigen,
dass unreife DCs eine signifikante Zunahme der Proliferation und Migration von
Endothelzellen bewirken. AulRerdem zeigen unreife DCs eine Tendenz, die
Fahigkeit von Endothelzellen, endotheliale Tubes zu bilden, zu verstarken.
Drittens wurde mittels Analysen auf RNA- und Proteinebene untersucht, welche
von DCs produzierten Faktoren fur die Modulation der Angiogenese eine Rolle
spielen konnten. Dabei fanden sich in den Untersuchungen mittels Proteome
Profiling, ELISA und Real- Time- PCR mehrere mogliche Kandidaten. Zum
Beispiel fand sich im Proteome Profiling CXCL10 als antiangiogen wirkendes
Protein, dass vor allem von reifen DCs produziert wird. Andererseits fand sich in
der Real- Time- PCR eine vermehrte Expression von FLT-1 in der Gruppe der
unreifen DCs. Weitere Untersuchungen sind notwendig, um die Rolle der
identifizierten Faktoren in der durch DCs getriggerten Angiogenese zu

untersuchen.
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