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1. Einleitung

Diese experimentelle Arbeit beschéftigt sich mit dem therapeutischen Einsatz von En-
dothelvorlauferzellen zur Behandlung des akuten ischamischen Nierenversagens der
Maus. Die Datenerhebung erfolgte im Rahmen eines Forschungsprojektes der

Klinik fur Nephrologie und Rheumatologie der Universitatsmedizin Gottingen.

Die Inzidenz des akuten Nierenversagen (ANV) betragt bei stationdren Patienten ca.
5%, auf Intensivstationen liegt sie bei bis zu 30% (KRIBBEN et al. 2003). Das akute
Nierenversagen ist eine haufige und schwerwiegende Komplikation bei intensivmedi-
zinisch betreuten Patienten, die Mortalitat liegt bei bis zu 50%. Die haufigste Ursache
des ANV ist eine passagere Reduktion der Organdurchblutung. In diesem Kontext wird

auch von einem akuten ischamischen Nierenversagen gesprochen.

Die renale Minderdurchblutung schadigt einerseits das tubulére Epithel, andererseits
verursacht sie eine relevante Entziindungsreaktion im Organ sowie eine voriberge-
hende Schadigung der kleinen peritubularen BlutgefaRe. Diese postischamische
Mikrovaskulopathie kann therapeutisch angegangen werden. Dabei kommen spezielle
proangiogene Zellen, die so benannten Endothelvorlauferzellen zum Einsatz. Die Neu-
bildung von BlutgefalRen kann im adulten Wirbeltierorganismus einerseits durch Ver-
mehrung von reifen, ortsstandigen GefalRwandzellen stattfinden (Angiogenese), ande-
rerseits konnen sich unreife Vorlauferzellen in Endothelzellen differenzieren (Vaskulo-
genese). Endothelvorlauferzellen entwickeln sich aus pluripotenten hamatopoetischen
Stammzellen im Knochenmark. Sie sind permanent im Blut vorhanden und beteiligen
sich unter physiologischen und pathologischen Bedingungen sowohl an der Neubil-

dung als auch an der Reparatur von Gefal3en (AsaAHARA et al. 1997, 1999; KHAKOO und



FINKEL, 2005; UrRBICH und DIMMELER, 2004a; UrRBICH und DIMMELER, 2004b). Die ne-
phroprotektive Wirkung von EPCs beim ischamischen ANV wurde bereits tierexperi-
mentell bewiesen (PATSCHAN et al. 2006). In diesen sowie in Folgeexperimenten wur-
den Nieren von mannlichen FVB/NJ- oder C57BI/6N-M&ausen Uber verschiedene Zeit-
raume von der Blutzufuhr abgeschnitten, wodurch ein ischamisches ANV induziert
wurde. Unmittelbar nach Reperfusion der Nieren wurden dem vendésen Kreislauf EPCs
zugefuhrt und nach zwei Tagen die Nierenfunktion (Serumkreatinin als indirekter Indi-
kator) bestimmt. Weitergehende Untersuchungen zeigten, dass die nephroprotektive
Wirkung einer konstanten EPC-Menge mit zunehmender Ischamiedauer abnimmt. Es
wurden mittlerweile verschiedene Substanzen identifiziert, die das nephroprotektive
Potential von EPCs steigern. Im Rahmen einer bereits verteidigten Promotionsarbeit
von Herrn Dr. J. Rinneburger wurde Uberraschenderweise gezeigt, dass die EPC-Vor-
behandlung mit dem Protein Angiopoetin-1 zu einer Verschlechterung der Nierenfunk-

tion zellbehandelter Mause fihrt.



2. Stand der Forschung und Zielsetzung

2.1 Stand der Forschung
2.1.1 Akutes ischamisches Nierenversagen

Unter einem akuten Nierenversagen (ANV) versteht man eine plétzliche Verschlech-
terung der Nierenfunktion, immer gekennzeichnet durch einen Anstieg der Nierenre-
tentionsparameter um wenigstens 50% des Ausgangswertes, in den meisten Fallen
begleitet von einer reduzierten Urinproduktion (Oligo-Anurie) (KRIBBEN et al. 2003).

Diese kann innerhalb von Stunden bis Tagen eintreten und ist prinzipiell reversibel.

Uber den Anstieg der harnpflichtigen Substanzen hinaus kommt es auch zu
Storungen des Elektrolyt- und Saure-Basen-Haushaltes sowie zur Hypervolamie. Das
akute ischamische Nierenversagen ist die insgesamt haufigste Form des ANV. Ursa-
che ist eine inadaquat stark ausgepragte bzw. lang anhaltende generalisierte Minder-
durchblutung des Organs. Als hierfur verantwortliche Ursachen finden sich im Klini-
schen Alltag Blutungen, eine schwere Herzinsuffizienz sowie schwere generalisierte,
insbesondere bakterielle Infektionen (Sepsis). Neben der Schadigung der Tubu-
lusepithelzellen, welcher beim akuten ischamischen Nierenversagen eine zentrale Be-
deutung zukommt, sind auch Prozesse beteiligt, die auf strukturelle Veranderungen
renaler Endothelzellen zurtckzufiihren sind (GoLIGORsSKY 2005). Diese strukturellen
Veranderungen imponieren in Form von Schwellungen des Endothels, wodurch die
Reperfusion der Endstrombahn inhibiert wird (no-reflow Phanomen) (LEAF 1973). Eine
Erholung der Nierenfunktion findet dementsprechend nur verzégert statt (BRODSKY et
al. 2002). Insgesamt erholt sich die Mikrozirkulation der Nieren Uber einen Zeitraum
von ca. 24 Stunden. Die Kapillaren verengen und erweitern sich dabei oszillierend

(YAMAMOTO et al. 2002).



2.1.2 Endothelvorlauferzellen (Endothelial Progenitor Cells — EPCs)

EPCs wurden erstmals 1997 von ASAHARA et al. beschrieben. In ihren Untersuchungen
isolierten die Autoren CD3*+ -Leukozyten aus humanem Blut und kultivierten diese
unter definierten Bedingungen. Die Zellen zeigten nach einigen Tagen typische Cha-
rakteristika endothelialer Zellen, und zwar sowohl morphologisch als auch hinsichtlich
des Oberflachenmarkerprofils. Die Zellen wurden anschlie3end in immunkompromit-
tierte Versuchstiere mit Extremitaten-lschamien injiziert. Dabei zeigte sich, dass die
funktionelle Erholung im postischdmischen Gewebe schneller voranging als in Kon-
trolltieren, denen diese Zellen nicht injiziert wurden. Die applizierten Zellen konnten
mikroskopisch in den Wanden der Kapillaren des reperfundierten Gewebes nachge-
wiesen werden. Die mittlerweile sehr intensiv untersuchte Population der EPCs wird
wesentlich durch Zellen reprasentiert, die sich mit aller Wahrscheinlichkeit Uberwie-
gend aus pluripotenten hamatopoetischen Stammzellen im Knochenmark entwickeln
(BAILEY et al. 2004; GRANT et al. 2002). Auch andere Zelltypen sind bereits als mégliche
Vorlaufer beschrieben worden, z.B. so genannte multipotente adulte Vorlauferzellen
(multipotent adult progenitor cells - MAPCs) im Knochenmark (URBICH und DIMMELER
2004b; REYES et al. 2002), des Weiteren bestimmte Subtypen von Fettgewebezellen
(cultured stromal-vascular fraction (SVF) cells) (PLANAT-BENARD et al. 2004) sowie
schlie3lich kardiale Progenitorzellen (BELTRAMI et al. 2003). EPCs, die sich von den
genannten Zelltypen ableiten, finden sich im Blut innerhalb der Monozytenfraktion (Ro-
MAGNANI et al. 2005). Sie exprimieren einerseits verschiedene ,unreife (c-Kit, CD34,
CD133 (RaFIund LYDEN 2003), andererseits verschiedene endotheliale Zellmarker wie
KDR bzw. FIk-1 (humaner bzw. muriner Rezeptor Typ-2 fir VEGF) (KHAKOO und FINKEL
2005), Tie-2 Rezeptor fir Angiopoetin-1 (WAku! et al. 2006) und CD31 (PECAM-1,

platelet endothelial cell adhesion molecule-1) (BALDWIN et al. 1994). In Kultur wachsen



sie in EBM-2 Medium auf Fibronektin-beschichteten Platten nach ca. 5-7 Tagen an. In
aktuelleren Arbeiten wurden sie als Colony Forming Unit Endothelial Cells (CFU-ECs)

definiert (CASE et al. 2007; YODER et al. 2007).

Obwohl die Zellen Uber viele Jahre als EPCs terminiert wurden und in zahlreichen
experimentell-therapeutischen Studien als endotheliale Vorlaufer zum Einsatz kamen,
durfte es sich bei dieser Population doch mit gréf3ter Wahrscheinlichkeit nicht um Pro-
genitoren des reifen Endothels handeln. Es existieren verschiedene methodische An-
satze zur ,EPC“- bzw. CFU-EC-Isolation und -Expansion. Eine sehr weit verbreitete
Prozedur kam auch in der vorgelegten Untersuchung zum Einsatz. Samtlichen Ansat-
zen ist allerdings der Umstand gemein, dass eine (Mit)kultivierung auch von Zellen
myelomonozytarer Herkunft nicht augeschlossen ist. Daher ist wohl davon auszuge-
hen, dass alle Ansétze die Kultivierung einer heterogenen Population proangiogener
(myelomonozytérer) Zellen zur Folge haben. Diese wirken in vivo allerdings unzweifel-
haft vasoprotektiv. In zahlreichen experimentellen Studien wurden diese, historisch als
EPCs benannten Zellen zur Behandlung ischamischer Erkrankungen eingesetzt
(MouBARIK et al. 2011; ZHAO et al. 2013; SCHUSTER et al. 2004; ASAHARA et al. 1999;
DEVANESAN et al. 2009; SHAFFER et al. 2006). In einer jingeren Arbeit von Richardson
wurde dieser spezielle Aspekt der Zellheterogenitat sehr gut diskutiert. Schlussendlich
wurde vorgeschlagen, eher von proangiogenic cells (PAC) zu sprechen (RICHARDSON
UND YODER 2011). In Zukunft sollte die Terminologie sicherlich revidiert und vereinheit-
licht werden. Um dem historischen Kontext treu zu bleiben, wurde in der aktuellen Ar-

beit jedoch am Terminus ,EPCs" festgehalten.

Bei der zweiten Hauptpopulation, den late Endothelial Outgrowth Cells (IEOCs) bzw.

Endothelial Colony Forming Cells (ECFCs) handelt es sich wahrscheinlich tatsachlich

10



um endotheliale Vorlaufer (LIN et al. 2000; FiDINI et al. 2012). Die genauen Charakte-

ristika dieser Population sollen jedoch aktuell nicht ndher beschrieben werden.

Die Neubildung und Proliferation von BlutgefaRen findet sowohl wahrend der Embryo-
nalperiode als auch wahrend des gesamten postnatalen Lebens statt. Nach der Geburt
nimmt beispielsweise die Kapillardichte in Skelett- und Herzmuskulatur infolge korper-
lichen Trainings oder aufgrund des nattrlichen Kérperwachstums zu. Auch verschie-
dene Krankheitsprozesse, wie beispielsweise malignes GefalRwachstums, sind durch
Neoangiogenese gekennzeichnet. Prinzipiell werden zwei Arten der Gefal3neubildung
unterschieden. Zum einen werden neue Arteriolen, Venolen und Kapillaren durch
Proliferation ortstandiger, reifer Endothelzellen und anderer GefalRwandzellen gebil-
det. Zum anderen kdnnen unreife Vorlaufer-(Progenitor) bzw. zirkulierende Vorlaufer-
zellen neue Gefal3e bilden. Wie bereits oben ausgefihrt, wird der erste Prozel3 als
Angiogenese (KHAKOO und FINKEL et al. 2005; URBRICH und DIMMELER 2004a), der
zweite Prozess als Vaskulogenese bezeichnet (PATSCHAN et al. 2006; BAILEY et al.
2002). Bei der Vaskulogenese handelt es sich nicht, wie lange Zeit angenommen, um
einen Vorgang, der auf die embryonale Phase, also auf die Phase, in der alle Organe
bzw. Gewebe erstmalig ausgebildet werden, begrenzt ist. Vaskulogenese findet auch
im adulten Vertebratenorganismus kontinuierlich statt. Dabei spielen endotheliale Vor-
lauferzellen (Endothelial Progenitor Cells, EPCs) eine herausragende Rolle. Nach der-
zeitigem Kenntnisstand ist wohl davon auszugehen, dass dabei eine direkte Vaskulo-
geneseaktivitat vorzugsweise von late Endothelial Outgrowth Cells (IEOCs) bzw. En-
dothelial Colony Forming Cells (ECFCs) entfaltet wird. Die zweite, auch im Rahmen

der vorgelegten Arbeit untersuchte Population durfte sich an der Gefal3reparation und
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—neubildung eher Gber indirekte Mechanismen beteiligen. Hier sind vor allem die Frei-
setzung vasomodulierender Substanzen sowie proangiogener Mikrovesikel in Gefal-

wandnahe zu nennen (BURGER et al. 2015).

2.1.3 Endothelvorlauferzellen und akutes Nierenversagen

Die ersten Untersuchungen Uber die regenerative Bedeutung exogen zugefuhrter en-
dothelialer Zellen fur das akute Nierenversagen wurden im Jahr 2002 vorgestellt
(YamAMOTO et al. 2002). Immuninkompetente Ratten (nude rats) erhielten systemische
Injektionen von so benannten Human Umbilical Vein Endothelial Cells (HUVECS). Die
Funktion der Niere verbesserte sich schneller als jene von entsprechenden Kontrollen.
Histologisch waren die injizierten Zellen in den tubuléren als auch glomeruléaren Kapil-
larwanden nachweisbar. Das Ergebnis zeigte, dass die injizierten Zellen die struktu-
relle und funktionelle Erholung der Kapillaren beginstigt hatten. In einer Anfang 2006
von Dr. Patschan publizierten Arbeit (PATSCHAN et al. 2006a) wurde dann erstmalig die
prinzipielle therapeutische Anwendbarkeit von Endothelvorlauferzellen zur Behand-
lung des akuten ischamischen Nierenversagens gezeigt. Im Jahr 2009 wurde zudem
eine erste Strategie erarbeitet, mit deren Hilfe das nephroprotektive Potential von
EPCs beim akuten ischAmischen Nierenversagen signifikant verstéarkt werden kann:
durch in-vitro-Vorbehandlungen der Zellen mit dem Intergrinrezeptoraktivator 8-O-
CAMP kam es zu einem verstarkten homing syngener muriner EPCs in die Nieren von
postischamischen Mausen. Dadurch konnten sie am Ort der Reperfusion verstarkt re-
parativ wirken (PATSCHAN et al. 2010). In den folgenden Jahren wurden weitere Ago-
nisten muriner EPCs beim ANV identifiziert: Angiopoetin-2 (PATSCHAN et al. 2013) das
Hormon Melatonin (PATSCHAN et al. 2012) sowie das Bone Morphogenetic Protein-5

(BMP-5) (PATSCHAN et al. 2013). Unter dem Einfluss von Angiopoetin-1 und -2 zeigten
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sich recht heterogene Veranderungen des zellularen Antwortverhaltens. Unter der Wir-
kung von Angiopoetin-2 kam es dosisabhangig entweder zu einer Verbesserung oder
Verschlechterung der Nierefunktion zellbehandelter Mause, wahrend Angiopoetin-1
den Zellen signifikant nephrodeletére Effekte verlieh. Im Rahmen der vorliegenden Ar-
beit wurde die modulierende Wirkung von Ang-1 auf EPCs beim akuten ischamischen
Nierenversagen nochmals im Detail untersucht. Es sei angemerkt, dass die Konse-
guenzen der Angioipoetin-1 Behandlung von EPCs bereits im Rahmen einer schon
abgeschlossenen Promotionsarbeit (Dr. J. Rinneburger) erstmalig analysiert worden
waren. In dieser Arbeit zeigte sich die benannte Verschlechterung der Nierenfunktion
postischamischer Mause, wenn diese Ang-1 behandelte Zellen appliziert bekamen. In
der nun vorliegenden Arbeit sollten die, fir diese Funktionsverschlechterung verant-

wortlichen Mechanismen genauer untersucht werden.

2.1.4 Angiopoetine

Angiopoetine sind Proteine, welche essentielle Funktionen im Rahmen der vaskuléaren
Homoostase und Regeneration vermitteln. Bislang sind 4 Hauptvertreter der Gruppe so-
wie 8 Angiopoetin-dhnliche Proteine (Angiopoietin-related proteins) identifiziert worden
(LINARES UND CHAPARRO 2014; SANTULLI 2014). Zu den Angiopoetin-dhnlichen Proteinen
gehoren: ANGPTL 1 bis 7 und das Angiopoetin-&hnliches Proteinen 8/Betatrophin. Angi-
opoetin-ahnliche Proteine sind strukturell verwandt mit den Angiopoetinen. Es handelt
sich hierbei um spezielle Eiweil3e mit N-terminalen superspiralisierten und C-terminalen
fibrogenartigen Doméanen. Anders als die Angiopoetine binden sie nicht Tie-2. Sie weisen
eine Enzyminhibitor-Aktivitat auf. Ihnen kann bei diversen biologischen Prozessen eine
Beteiligung zugeordnet werden. So spielen sie zum Beispiel bei der Entwicklung multi-

zellularer Organismen, der Zelldifferenzierung, der Protein-Homooligomerisierung und
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der negativen Regulation von Lipoprotein-Lipaseaktivitditen und von apoptotischen Pro-
zessen eine Rolle. Es ist dabei zu beachten, dass die Angiopoetine 3 und 4 so benannte
Interspezies-Orthologe sind: das murine Angiopoetin-3 entspricht dem humanen Angi-
opoetin-4. Die Proteine binden extrazellular an den Tie-2-Rezeptor (BLANN UND SCHON et
al. 2005). Angiopoetin-1 und -2 sind die bislang am detailliertesten untersuchten Vertreter
der Hauptfamilie. Ihr ausbalanciertes Wechselspiel der Aktivierung von Tie-2 reguliert die
Gefallbetthomdostase. Die spezifischen Liganden des Tie-2-Rezeptors sind eine neue
Gruppe von Wachstumsfaktoren mit hoher Spezifitat fir das vaskulare Endothel. Bindet
Angiopoetin als Ligand an den Tyrosikinase-Rezeptor Tie-2, so wird eine Phosphorylie-
rung ausgelost. Durch diese wird die Integritat des Gefal3betts aufrechterhalten und das
Uberleben der Endothelzellen sichergestellt. Die GefaRe sind stabil, impermeabel, anti-
adhasiv und antithrombotisch (PFAFF et al. 2006). Ang-1 und Ang-4 wirken als aktivie-
rende Liganden (Agonist), wahrend Ang-2 und Ang-3 spezifisch als blockierende Ligan-
den (Antagonist) wirken. Beide Molekiile sind Glykoproteine mit einem ungeféhren Mole-
kulargewicht von 70 kDa (MAISONPIERRE et al. 1997). Eine Bindung von Ang-1 an Tie-2
induziert die rasche Rezeptorautophosphorylierung in Endothelzellen und fiihrt somit zur
Aktivierung intrazellularer Signalkaskaden. Die distal in der Signalkaskade induzierten
Effekte durch den aktivierten Tie-2-Rezeptor steuern Endothelzelliberleben, Gefal3stabi-
litat, Endothelzellmigration und verminderte Thrombogenitat (PFAFF et al. 2006). Die bio-
logischen Konsequenzen der Wirkungen von Angiopoetin-1 werden nach wie vor intensiv
untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass Angiopoetin-1 im Mausemodell in-vivo den
Blut- und Lymphgeféaumbau sowie die Wundheilung anregt. Au3erdem supprimiert An-
giopoetin-1 die Apoptose von Endothelzellen und fordert die Zellmigration, -proliferation

und -differenzierung (BRINDLE et al. 2006). Diese Wirkung von Angiopoetin-1 wird der Er-
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hohung der Transkriptionsrate von Egr-1 (early growth response 1) zugeschrieben. Zu-
sammen mit VEGF kommt es zu einer synergistischen Wirkung auf Egr-1 und damit zur
Migration, Proliferation und Formation von Endothelzellen (ABDEL-MALAK et al. 2009). Die
Beobachtungen, dass Angiopetin-1 den Blut- und LymphgefaRumbau stimuliert sowie an-
tiapoptotische Effekte in Endothelzellen vermittelt, lieRen schlussfolgern, dass das Pro-
tein agonistische Effekte auf EPCs bei ANV entfaltet. Umso Gberraschender waren die in
der Promotionsarbeit von Herrn Rinneburger gesehenen, nephrodeletaren Konsequen-

zen der EPC-Behandlung mit Ang-1.

2.2 Zielsetzung

Das Ziel der vorgelegten Arbeit bestand in der genaueren Analyse der Effekte von
Angiopoetin-1 auf EPCs beim iANV. Im Rahmen einer bereits abgeschlossener Pro-
motionsarbeit von Herr Dr. J. Rinneburger wurde gezeigt, dass das Protein zur Ver-
schlechterung der postischamischen Nierenfunktion EPC-behandelter Mause fuhrt,
wenn die Zellen mit dem Mediator vorbehandelt werden. Der Grund fur diese Effekte

blieb bis zum Abschluss dieser Arbeit unklar.
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3. Materialien und Methoden

3.1 EPC-Gewinnung aus Mausen und Zellcharakterisierung

Alle tierexperimentellen Eingriffe erfolgten als Bestandteil des Tierversuchsverfahrens
(G49/07). Die fur die Untersuchungen verwendeten Zellen wurden nach einem Proto-
koll isoliert, welches bereits in zahlreichen eigenen sowie auch laborfremden Untersu-
chungen zum Einsatz kam (CANTALUPPI et al. 2012; GOLIGORSKY et al. 2010; KAWAMOTO

et al. 2002; PATSCHAN et al. 2015).

Die Isolation der Zellen erfolgte unter sterilen Bedingungen aus Vollblut und Milzho-
mogenaten. Praoperativ wurden ménnlichen 8-12 Wochen alten C57BI/6N-Mausen-
durch eine Injektion von Xylazin (Analgetikum) und Ketamin (Narkotikum) in die Peri-
tonealhthle anasthesiert. Pro Maus kamen jeweils 300-400ul vorgefertigte Injektions-
[6sung zum Einsatz (6,8ml 0,9% NaCl+520ul Andsthesiegemisch der Firma SIGMA—
ALDRICH -10ml enthalten 800mg Ketamin HCI und 120mg Xylazin HCI, Katalog Nr.:
K-113). Nachdem die Maus sicher anasthesiert war, wurde ein vertikaler Bauchschnitt
durchgefiihrt und anschlie3end das Zwerchfell freigelegt. Das Bewusstsein wurde mit-
tels Einkneifen der Schwanzspitze getestet. Mit einer Spritze wurde transdiaphragmal
Blut aus dem Herzen entnommen. Zur Gerinnungshemmung enthielt die Spritze einen
Tropfen Heparin (Heparin-Natrium 25.000, Firma RATIOPHARM, Katalog Nr.:
N21086.21-204). Nach der Blutentnahme (meist 400-500ul) wurde die Spritze auf Eis
gelegt. Anschlie3end wurde die Milz entnommen und in ein 15ml-Greiner-Réhrchen
Uberfuhrt sowie in 2ml EBM-2 (EBM-2, Endothelial Basal Medium-2, Firma LONZA,
Katalog Nr.: CC-3156) mittels eines Spritzenkolbens homogenisiert. Sowohl die Voll-
blutprobe als auch die Milzhomogenatiiberstdnde wurden gemeinsam in ein 50ml-

Greiner-Rohrchen auf Biocoll separating solution (Firma BIOCHROM AG, Katalog Nr.:

16



L6115) der Dichte 1,077g/ml Uberschichtet. Zur Dichtetrennung wurden die Greiner-
Roéhrchen dann fir 30 Minuten bei 1.400U/min (ohne ,Bremse®) zentrifugiert (Zentri-
fuge der Firma Beckmann, Typ:G5-6R). Im Anschluss daran wurde die mononukleare
Zellfraktion (MNC) mit einer 1.000ul-Pipette in ein 50-ml-GefaR gegeben und mit
EBM2-Medium auf 40ml aufgefillt. Danach wurden die Zellen fir 10 Minuten bei
1400U/min (mit ,Bremse®) zentrifugiert und anschlieBend in 2ml EBM-2 resuspendiert.
Die Zellen wurden dann in einer Neubauerkammer gezahlt und so verdinnt, dass je-
weils ca. 4 x108 EPCs in 2ml EBM-2 verdiinnt waren. Des Weiteren wurden nun je 2ml
der Suspension in eine Vertiefung einer mit Fibronektin (Firma SIGMA-ALDRICH,
F0895-1MG) beschichteten 6-well-Kulturplatte pipettiert. Die Kulturplatten wurden

dann bis zum ersten Mediumwechsel nach 3 Tagen bei 37°C inkubiert.

Nach weiteren zwei Tagen wurden sie in ausgesuchten Experimenten einer acLDL- /
BS-1 Lektin-Farbung unterzogen. Zu diesem Zweck wurden sie nach Absaugung des
Mediums einfach mit PBS gewaschen. AnschlieRend wurden 200ul Medium und 2pl
acLDL (Firma INVITROGEN, Katalog Nr.: L3484) in einer Konzentration von 10ug/mi
hinzugegeben und fir 1h bei 37°C im Warmeschrank inkubiert. Nach erneuter PBS-
Waschung wurde eine Fixierung mit 2%-iger Formalinlésung ftir 10 Minuten bei Raum-
temperatur unter Lichtausschluss durchgefuihrt. Nach nochmaliger zweifacher PBS-
Waschung erfolgte die Zugabe von 500ul PBS-BSA 1% und 5pl BS-1-Lectin (FITC-
labeled; BS-1: (Firma SIGMA, Katalog Nr.: L9006). AnschlieRend wurde die Suspen-
sion bei 37°C im Warmeschrank fur mindestens 2 Stunden inkubiert und danach zwei-
fach mit PBS gewaschen. Bis zur abschlieenden Farbung in fand eine Lagerung bei
4°C statt. AbschlieBend wurden die Zellen fluoreszenzmikroskopisch betrachtet, als

EPCs wurden acLDL*/BS-1* Zellen identifiziert. Die benannten Schritte wurden nicht
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im Rahmen jeder Zellisolation, sondern nur initial durchgeftihrt um die Reliabilitat der

bereits etablierten Methode erneut zu bestatigen.

Die Weiterbehandlungen fur die Injektionsexperimente wurden wie folgt durchgefihrt:
die angezichteten Zellen wurden nach Absaugen des Mediums mit jeweils 200pl
Trypsin-Losung fur 5 Minuten bei 37°C inkubiert. AnschlieRend wurden sie mit 500pl
EBM-2 von der Kulturplattenflache ,abgesplilt* und in einem 50ml Greiner Réhrchen
fur 10 Minuten bei 1.400U/min zentrifugiert. Je 50ug eines speziellen Farbstoffes (Cell
Tracker® - CM-Dil, Firma INVITROGEN, Katalog Nr.: C700) wurde in 50ul Ethanol
(100%) gelost. Die Ethanollésung wurde mit EBM-2 in einem Verhaltnis 1:1000 ver-
dinnt. Die Zellen wurden in 1ml dieser Losung resuspendiert, fir 5 Minuten bei 37°C
inkubiert und danach fur 15 Minuten auf Eis gelegt. Nach 15 Minuten wurde eine er-
neute Zellzahlung in der Neubauerkammer durchgefiihrt. Die Suspension wurde mit
EBM-2 auf 12ml aufgefillt und erneut fur 10 Minuten bei 1.400U/min zentrifugiert. Da-
nach wurde eine Konzentration von 0,5x108 Zellen je 50ul durch Resuspension in
EBM-2 erstellt und in die Injektionsspritze fur die Operationen aufgezogen. Bis zur In-

jektion wurde der Inhalt abgedunkelt auf Eis gelagert.

3.2 Inkubation der Zellen

3.2.1 Inkubation der Zellen mit Angiopoetin-1

Vor der Injektion wurden die Zellen mit Cell Tracker® fir eine Stunde in einem 50ml
Falcon-Rdhrchen mit 50l Stimulationslésung, bestehend aus Angiopoetin-1 (recom-
binant human Angiopoetin-1, Firma Bicoat, Katalog Nr.:4921-10) in einer Konzentra-
tion von 200ng/ml bei 37°C inkubiert. (Kim et al. 2000; Koblizek et al. 1998). Nach

Abzentrifugieren der Losung wurde mit der Zahlung begonnen.
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3.2.2 Inkubation der Zellen mit anti-VE-Cadherin

Vor der Injektion wurden die mit Cell Tracker® markierten Zellen mit einer Stimulati-
onslosung bestehend aus VE-Cadherin in einer Konzentration von 40ng/ml +/- Cyclo-
Arg-Gly-Asp-d-Phe-Val in einer Konzentration von 500nM/l (ENZO Life science, Cat:
BML-AM 100-0001) fir 60 Minuten bei 37°C inkubiert. Nach Abzentrifugieren der L6-

sung wurde mit der Zahlung begonnen.

3.3 Prinzipielles Vorgehen bei der Operation

Es handelt sich um eine tierexperimentelle Studie. Die Durchfiihrung der notwendigen
Operationen wurde durch den Tierschutzbeauftragten Herrn Prof Dr. H. Jarry person-
lich Uberprift und eine ,Ausnahmegenehmigung“ des Landes Niedersachsen wurde
erteilt. Pro Tier wurden im Rahmen aller Experimente jeweils zwei Operationen im Ab-
stand von 48h durchgefuhrt. Bei der ersten Operation wurde die Ischamie an der linken
Niere fur 40 Minuten mittels GefalRklemmen erzeugt. Um den Gefal3stiel der rechten
Niere wurde eine Nahtschlinge platziert. Nach Ablauf der 40 Minuten und Reperfusion
der linken Niere durch Entfernen der Klemme wurde der entsprechende Versuchs- o-
der Kontrollstoff in die Vene der rechten Nieren injiziert und diese resiziert. Bei der
zweiten Operation (48h spater) wurde Blut zur Analyse der Nierenfunktion (Serumkre-
atininwert) sowie die jeweils in den Tieren belassene linke Niere zur konventionellen

histologischen Analysen gewonnen bzw. verwendet.

3.3.1 Anaésthesie
Das Anasthetikum (Injektionslosung: 6,8ml 0,9% NaCl + 520ul eines Narkosegemi-
sches der Firma SIGMA—-ALDRICH (10ml enthalten 800mg Ketamin HCI und 120mg

Xylazin HCI) Katalog Nr.: K-113) wurde jeweils nach negativer Aspirationskontrolle in
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die Bauchhohle der Tiere appliziert. Es wurden durchschnittlich 300-400ul des Anés-
thetikums injiziert. Die anésthetisierte Maus wurde fur 10-15min zurtick in den Kafig

gelegt, bis eine tiefe Sedierung vorlag.

3.3.2 Operationsvorbereitung

Nachdem die Maus anasthesiert war, wurde sie aus dem Kéfig entnommen und auf
einer Styroporplatte mit Klebestreifen fixiert. Die Tiefe von Sedierung und Anasthesie
wurde nochmals gepruft. Das Bauchfell wurde mit einer Hautdesinfektionslésung des-
infiziert. Zun&achst wurden die Hautschicht und danach die Muskelschicht median auf
einer Lange von ca. 2cm eingeschnitten. Beim Erdffnen des Bauchraumes musste
eine Verletzung innerer Organe, insbesondere des Darms, vermieden werden. Die
Wundréander wurden mittels angefeuchteter Ttichern (physiologische Kochsalzlésung)
feucht gehalten. Nun wurde zuerst die linke Niere mit Hilfe von Wattestabchen, eben-
falls mit physiologischer Kochsalzlosung angefeuchtet, aufgesucht und die Hilusge-
fal3e in stumpfer Praparationstechnik dargestellt. Zur besseren Darstellung wurden die
Darmschlingen auf ein feuchtes Tuch auRerhalb der Bauchhdhle gelegt und abgedeckt

um Austrocknung zu vermeiden.

3.3.3 Injektion der Zellen / Ischamie

Die Blutzufuhr der linken Niere wurde dann durch das Anbringen einer GefaRklemme
am Hilus unterbrochen. Der Zeitpunkt wurde notiert. Nach dem Abklemmen wurde die
rechte Niere aufgesucht und aus ihrem Fettlager geldst, um eine Ligatur am Nieren-
gefal3 anzubringen. Die GefalRklammer an der linken Niere wurde nach 40 Minuten
IschAmiedauer entfernt. Nach beginnender Reperfusion wurde in einem maximalen
Zeitintervall von 2 Minuten der entsprechende Bolus von 50ul (zellhaltig oder zellfrei)

in die rechte Nierenvene injiziert. Die Einstichstelle musste distal der Ligatur liegen.

20



Nach Entfernen der Spritze wurde die eventuelle Blutung durch sofortiges Zuziehen
der Ligatur gestoppt und mittels mehrfacher Knotung gesichert. Nach Sitzkontrolle der
Injektionsnadel wurde die rechte Niere vollstandig entfernt. Die Darmschlingen wurden
in die Bauchhohle remobilisiert und anschliel3end erfolgte der dichte Verschluss durch
zweischichtige (Muskelschicht und Hautschicht) fortlaufende Nahttechnik. Jede Maus

wurde nach dem Verschluss der Bauchhohle in einen neuen Kafig gelegt.

3.3.4 Blut- und Organentnahme

Die Anasthesie erfolgte auf gleiche Weise, wie bereits dargestellt. Die Mause wurden
dementsprechend nach 48h getétet, um Blut und Nieren gewinnen bzw. enthnehmen
zu kénnen. Der Bauchraum wurde eréffnet, zusatzlich zum medianen Bauchschnitt
wurde ein T-Schnitt durchgeftihrt, dessen laterale Extension subdiaphragmal angelegt
war. Mit einer Insulinspritze wurde das schlagende Herz durch das Zwerchfell punktiert

und Blut zur Kreatininbestimmung entnommen (ca. 300pl).

Nach erfolgreicher Blutentnahme erfolgte die Dekapitation der Maus und die Ent-

nahme der linken Niere zur histologischen Auswertung.

3.4 Serumkreatininbestimmung

Um eine Aussage uber die filtrativen und sekretorischen Funktionen der Nieren treffen
zu konnen, werden in der klinischen Praxis die Serumkonzentrationen so genannter
Retentionsparameter bestimmt. Ein bewahrter Analyt ist hierbei das Kreatinin. Es ist
prinzipiell nicht moglich, anhand der Serumkreatininkonzentration eine exakte Aus-
sage uber die exkretorische Nierenfunktion zu treffen. Der Parameter erlaubt eine né-
herungsweise Abschatzung dieser Funktion. Allerdings handelt es sich noch immer
um den in der Klinik am breitesten angewendeten Parameter zur Nierenfunktionsana-

lyse. Bislang sind noch keine sensitiveren Parameter fest etabliert.
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Kreatinin wird aus in der Skelettmuskulatur flr die Energiegewinnung abgebautem
Kreatinphosphat gebildet. Die Serumkonzentration des Kreatinins steigt tUblicherweise
erst ab einer ca. 60%-igen renalen Funktionsminderung an. In der Niere wird Kreatinin
weder tubular reabsorbiert noch sezerniert, so dass sich die glomerulére Filtrationsrate
anhand der Kreatininkonzentrationen im Blut beurteilen lasst. Das gewonnene Vollblut
wurde zeitnah zur Entnahme bei 37°C fir 10 Minuten im Wasserbad inkubiert und an-
schlieBend fur 30-45 Minuten bei Raumtemperatur ruhen gelassen. Dann erfolgte die
Zentrifugation bei 1.400U/min fir 10 Minuten. Anschliel3end konnte das Serum abpi-
pettiert werden. Das Serum wurde sofort in EppendorfgefaRe tberfihrt und bei -80°C
tiefgefroren. Die Bestimmung der Kreatininwerte erfolgte mittels des Kreatinin-Testver-
fahrens LT-SYS der Firma ,Labor und Technik Eberhard Lehmann® (Creatinin PAP,
enzymatisch, flissig, Bestellnummer: LT-CR 0101) und einem Photometer (Schimadzu
Spectrophotometer UV-120-01). Die Reagentien (Reagenz 1: EHSPT 0,4mmol/l, Cre-
atinase > 10kU/I, Sarcosinoxidase > 3,5kU/Il, Ascorbinatoxidase > 1 kU/I; Reagenz 2:
4-Aminoantipyrin 2,95mmol/l, Peroxidase > 4kU/I, Creatininase > 150kU/l) wurden ge-
brauchsfertig geliefert. Flr jede Probe sowie fiir Standard und Leerprobe wurden 600l
Reagenz 1 bendtigt. Die Serumproben wurden in einem 1,5ml Eppendorf-Réhrchen
mit destilliertem Wasser im Verhaltnis 1:5 bis 1:10 verdunnt. Das Zielvolumen betrug
50ul. Es wurden also je 10ul Serum mit je 40pul destiliertem Wasser verdinnt bzw. 5ul
Serum mit 45ul destiliertem Wasser gemischt. AuRerdem wurden 50ul der Kreatinin-
Standardlosung (Kreatinin 2,00mg/dl) in ein 1,5ml Eppendorf — R6hrchen gegeben.
Die Komponenten wurden dann im Wasserbad auf 37°C erwadrmt. Die Photometer-
Kivetten wurden mit den Serumproben und der Standardprobe sowie mit jeweils 600ul

Reagenz 1 gefillt. Zusatzlich wurden 600ul Reagenz 1 als Leerprobe in eine Kivette
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eingebracht. Die Komponenten wurden gut gemischt und fur 3 Minuten bei 37°C inku-
biert. Danach wurden zu jeder Kiivette 200l Reagenz 2 gegeben, gemischt und weiter
temperiert. Die Absorptionsmessung zur Ermittlung des Extinktionswertes E1 wurde

90 Sekunden nach der Zugabe von Reagenz 2 bei 550nm durchgefuhrt.

Die Absorptionsmessung zur Ermittlung des Extinktionswertes E2 wurde 120 Sekun-

den nach der ersten Absorptionsmessung bei 550nm durchgefihrt.

Der Serumkreatininwert errechnete sich aus dem Sollwert des Standards, multipliziert
mit dem Quotienten aus der Differenz von E2 und E1 (dE) der Analyse und dE des

Standards.

3.5 In vitro-Versuchsreihen

3.5.1 Bestimmung von VEGF

Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) wird von EPCs produziert und sezerniert.
Potentiell ist dieser Mediator in der Modulation des postischamischen perivaskularen
Milieus involviert. Aus diesem Grund wurden der benannte Faktor im Medium von kul-
tivierten EPCs untersucht / quantifiziert. Hierfir wurde das ELISA-Verfahren verwen-

det.

ELISA ist die Abklrzung fir Enzyme-linked Immunosorbent Assay und dient klassi-
scherweise zur Detektion gesuchter / bekannter Antigene. Die zu untersuchende
Probe wird mit den passenden Antikorpern inkubiert. Dadurch bilden sich bei vorhan-
denen, passenden Antigenen und Antikorpern Antigen-Antikorper-Komplexe. Zur Veri-
fizierung der Antigen-Antikdrper-Spezifitdt und zum Ausschluss von fehlerhafter Kom-
plexbildung durch Stérfaktoren wird zudem eine Kontrollgruppe angefertigt. Hierbei
befindet sich idealerweise kein Antigen in der Probe. So bildet sich bei regelrechtem

Ablauf kein Antigen-Antikbrper-Komplex. Sichtbar werden die Antigen-Antikorper-
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Komplexe durch Zugabe des zum Antikérper passenden Markers. Dadurch wird die
Menge der Antigene durch eine quantitativ bewertbare Farbung sichtbar, das heif3t die

Farbreaktion ist proportional zur Konzentration der Antigene.

Die Konzentrationsbestimmung mittels ELISA beruht auf der Verwendung einer festen
Phase als Reaktionsort, bei der es sich zumeist um eine Polystyren-Mikrotiterplatte
handelt. Auf dieser ist der vorgegebene Reaktionspartner, ein Antigen oder Antikorper,
gebunden. In der vorliegenden Arbeit wurde dafir eine 96-well-Platte verwendet, die
beispielsweise anti-mouse VEGF beschichtet wurde. Eine Inkubation nach Zugabe der
Probe bewirkt, dass das zu untersuchende Substrat ebenfalls auf der festen Phase
fixiert wird. Dies wird mit Hilfe eines spezifischen Detektionsantikdrpers nachgewiesen,
welcher einen enzymatischen Farbumschlag des zunéachst farblosen Substrats be-
wirkt. Dieser Farbumschlag kann mittels Photometer oder mittels einer Fluoreszenzre-
aktion gemessen werden. Uber die Intensitat des Farbumschlags ist dann eine Aus-
sage moglich, in welcher Konzentration das Substrat in der Probe vorlag. Grundlage
fur diese quantitative Auswertung ist die Eichung des Testverfahrens. Hierfur wird zu-
satzlich zur Leerprobe eine Standardprobe bei bekannter VEGF-Konzentration getes-
tet. Tragt man nun fur die Standardproben die bekannte VEGF-Konzentration gegen
die dabei gemessene Extinktion des Photometers auf, so erhélt man die sogenannte
Standardkurve. Betrachtet man nun die Extinktion des Photometers bei der Versuchs-
reihe, so kann mit Hilfe dieser Standardkurve aus der Extinktion des Photometers auf
die Konzentration an VEGF in den zu untersuchenden Proben riickgeschlossen wer-

den.
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Es wurde das RayBio® Mouse VEGF ELISA-Test (RayBio® Mouse VEGF ELISA Kit;
RAYBIOTECH, INC.; Kat.-Nr.: ELM-VEGF-001) verwendet. Die Funktionsweise ist be-
reits unter Punkt 3.6 grundlegend beschrieben. Die Absorption wurde mit Hilfe des
ELISA-Mikrotiter-Platten-Reader (Teca Spectra; Photometer der Firma TECAN) be-

stimmt. Die Materialien wurden im Kit weitestgehend gebrauchsfertig geliefert.

e Reagenz A 96-well-Platte, anti-mouse VEGF beschichtet
e Reagenz B 25ml Pufferkonzentrat

e ReagenzC rekombinanten murinen VEGFs

e ReagenzD 30ml 0,09% Natriumazid Losung

e ReagenzE 15ml Pufferkonzentrat

e ReagenzF anti-mouse VEGF

e Reagenz G 200ul HRP-konjugiertes Streptavidin

e ReagenzH TMB-Reagenz

e Reagenzl 8ml 0,2M Schwefelsaure

Die Testung wurde nach etablierter Methodik bei Raumtemperatur durchgefihrt.

Reagenz E wurde funfmal mit Aqua dest. verdinnt. Es wurden doppelte Standardpro-
ben verwendet. Fir die Anfertigung einer 25ng/ml Standardldsung wurde Reagenz C
in jeweils 400ul der Reagenz E gel6st. 40ul dieser Losung wurden mit Reagenz E auf
1ml verdiinnt. Die L6sung von 1ng/ml VEGF wurde fur die Standardlésungen verwen-

det.

Diese Ausgangslosung wurde flr die Herstellung der Standardlésungen in den ver-
schieden Konzentration weiter verdiinnt. Es ergeben sich folgende Werte: 400pg/ml,;
160pg/ml; 64pg/ml; 25,6pg/ml; 10,2pg/ml; 4,1pg/ml + Reagenz E Opg/ml.
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Es folgte als Vorbereitung die Herstellung der Waschlésung, Antikorper-Detektionslo-
sung und Streptavidinlésung entsprechend der Arbeitsanweisung. Alle VEGF-Mikro-
platten wurden dreimal mit Reagenz B und einer Multikanalpipette der Firma EPPEN-
DORF (Multipette® plus; EPPENDORF; Kat.-Nr.:4981 000.019) gewaschen und an-

schlieBend luftgetrocknet. Der eigentliche Test gliedert sich in 9 Schritte.

Zuerst wurden 100ul eines jeden Standards Reagenz C und der Proben in die Vertie-
fungen der 96-well-VEGF-Mikroplatte pipettiert. Diese wurde dann fur 2,5 Stunden bei
Raumtemperatur, dynamisch und abgedeckt inkubiert (rotierender Plattformschuttler

Rotamax 120; Firma Heidolph; Kat.-Nr.:544-41200-00).

Nach Inkubation wurden die Lésungen abpipettiert und die Vertiefungen mit dem 300pl

Reagenz B viermal gewaschen.

Pro Vertiefung wurden 100ul der Antikdrper-Detektionslosung (biotinyliertes anti-
mouse VEGF, murine VEGF-AKs, Reagenz F) hinzugegeben und fur eine Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert. Es folgte Reagenz B zur Ablésung von ungebundenem Re-
agenz F. 100ul Reagenz G wurde in die Vertiefungen pipettiert und fir 45 Minuten bei
Raumtemperatur, dynamisch und abgedeckt inkubiert. Gefolgt von einer Waschung
mit Reagenz B. Dann wurden 100ul von Reagenz H in die Vertiefungen pipettiert und
fur 30 Minuten bei Raumtemperatur ohne Schwenken im Dunkeln inkubiert. Die Inten-
sitat der Farbung wird als proportional zur VEGF-Konzentration (wie oben beschrie-
ben) angenommen. Zum Arretierung der Farbreaktion wurden 50ul Reagenz | in jede
Vertiefung pipettiert. AbschlieRend erfolgte sofort die photometrische Bestimmung der
Konzentration bei 450nm. (ELISA-Mikrotiter-Platten-Reader Teca Spectra; Firma TE-
CAN). Funktion und Extinktion wurde bei der Kreatininbestimmung bereits beschrie-

ben.
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Parallel dazu wurden im selben Verfahren auch HGF (HGF mouse ELISA der Firma
ABCAM; Kat.-Nr.: 100686) und IGF-1 (IGF mouse ELISA der Firma ABCAM Kat.-Nr.:
100696) im ELISA untersucht. Die benannten Untersuchungen wurden jedoch nicht
vom Promovenden mit durchgefiihrt und eine Darstellung der Resultate soll daher in

dieser Arbeit auch nicht erfolgen.

3.5.2 EPC- /HUVECs-Migrationsassays

Murine EPCs bzw. humane reife Endothelzellen (HUVECSs — Human Umbilical Vein
Endothelial Cells) (Kat.-Nr.:PCS-100-013; Firma ATCC) wurden in 24-well-Platten kul-
tiviert, bis der gesamte Kulturplattenboden von Zellen bedeckt war. Mittels eines stan-
dardisierten Stempels wurde eine artifizielle Wundflache geschaffen. Diese wurde mit
einer 200-fachen Vergrof3erung zu den Zeitpunkten O und 24 Stunden fotographiert.
Die Wundflachengrdl3e wurde jeweils mit dem Programm ImageJ (vers. 1.49n) quanti-
fiziert und die Wundflachenreduktion prozentual ermittelt. Die reifen humanen En-
dothelzellen wurden zudem fir eine Stunde mit Uberstand muriner EPCs (Mouse en-
dothelial Progenitor Cell Culture) (Kat.Nr.: 66110-37; Firma Celprogen) behandelt, letz-
tere wurden zuvor mit Angiopoetin-1 in einer Konzentration von 250ng/ml fir eine

Stunde inkubiert.

3.5.3 Zelluberlebensrate von EPCs unter Angiopoetin-1

Apoptose ist ein mehrstufiger zellularer Prozess, der erste Schritt der Kaskade bein-
haltet ein Schrumpfen der Zellen, welches als Pyknose bezeichnet wird und eine Tren-
nung von den Nachbarzellen bewirkt. Nach dem Kollaborieren des Zytoskleletts I6st
sich die Kernmembran auf. Der Nucleolus desintegriert, nachdem das Chromatin an

seiner Peripherie kondensiert ist. Anschlie3end wird der Zellkern in internukleosomale
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Segmente fragmentiert, was unter dem Begriff Karyorhexis gefuhrt wird. Den Abs-
chluss bildet die Veranderung der Zellmembran, das sogenannte ,Blebbling“. Es wer-
den sogenannte ,apoptotic bodies” mit intakten Zellorganellen gebildet. Diese werden
anschlielend von angrenzenden Zellen oder Makrophagen phagozytiert. Der Grund
hierflr ist es, eine Schadigung von Nachbarzellen zu vermeiden. Dieses kann mit Hilfe
von FITC-Annexin V gebunden und sichtbar gemacht werden. Eine weitere Bindung-
maoglichkeit fur FITC-Annexin V besteht bei destruierter Zellmembran, da dort eine Bin-
dung an Phosphatidylserin intrazellular stattfinden kann. Dies wirde allerdings nicht in
der frihen Apoptose auftreten, sondern nur in der spaten, bei schon destruierter/fenes-
trierter Membran oder bei einer Zellnekrose. Zur Detektion von fenestrierten Membra-
nen als Zeichen fir eine Zellnekrose oder spate Apoptosephase wurden diese zusat-

lich mit Propidiumiodid (PI) angefarbt.

Es kann so eine Differenzierung in 3 Stadien erfolgen:

e Stadium I: lebendig FITC-Annexin V negativ, Pl negativ
e Stadium II: friih-apoptotisch FITC-Annexin V positiv, Pl negativ
e Stadium llI: spat-apoptotisch FITC-Annexin V positiv, Pl positiv

Verwendet wurde das FITC-Annexin V Apoptosis Detection Kit 1 der Firma BD (BD
Pharmingen™; Kat.-Nr.:556547) und die FACS-Analyse (FacsCalibur; Firma BD). Ver-
wendet wurde FITC-Annexin V (0,5ml; Kat.-Nr.:51-65874X), FITC-Annexin V Puffer
(50ml; Kat.-Nr.:51-66121E; 10-fach konzentriert) und Propidiumiodid-Lésung (2ml;
Kat.-Nr.:51-66211E), sowie in-vitro gezlichtete murine EPCs der Firma CELPRO-
GEN® (1.2xmurine EPCs; Kat.-Nr.:66110-37). Inkubiert wurden die Zellen jeweils flr
eine Stunde mit 250ng Ang-1 und TGF-[3 als Apoptoseinduktor in einer Konzentration

von 5ng/ml. Anschlie3end wurden die Zellkulturen in den 6-well-Platten zweimal mit
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PBS der Firma GIBCO (,PBS*; pH Bereich 7,4+/-0,05; Kat.-Nr.:10010-015) gewaschen
und anschlieend mit 5ml 0,05%igen Trypsins (Trypsin-EDTA der Firma GIBCO;
Kat.Nr.:136861-8) von der Platte abgelost. Resuspendierung fand mit 1x108 Zellen/ml
in verdinnter Pufferldsung statt. AnschlieRend wurden 100ul der Suspension (1x10°
Zellen) in ein 5ml FACS-Ro6hrchen (5ml tube; Firma SARSTEDT; 75x12mm; Kat.-
Nr.:55476) pipettiert und mit 5ul FITC-Annexin V und 5ul PI fir 15 Minuten bei Raum-
temperatur im Dunkeln inkubiert. Vor der FACS-Analyse wurden die FACS-Réhrchen
mit 400ul verdinnter Pufferlosung aufgefillt. Direkt erfolgte die Durchflusszytometrie.

(FacsCalibur; Firma BD).

3.6 Statistische Auswertung

Die erhobenen Daten sind als Mittelwerte +standard error of the mean (SEM) angege-
ben. Der Beurteilung von statistisch signifikanten Unterschieden zwischen den Tieren
der verschiedenen Gruppen diente der Mann-Whitney-Test. Ein signifikanter Unter-

schied wurde bei einem p-Wert von <0,05 postuliert.
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4. Ergebnisse
4.1 Effekte von Angiopoetin-1-behandelten markierten EPCs auf

die Nierenfunktion postischamischer C57/BI6N-Mause
Wie bereits in der Einleitung ausgeftihrt, wurden erste Versuche tber den Einsatz von
Ang-1-behandelten EPCs im Rahmen des akuten ischamischen Nierenversagens der

Maus bereits durch Herrn Dr. Jorg Rinneburger durchgefuhrt.

Seine Ergebnisse seien der Vollstandigkeit halber sowie flr ein besseres Verstandnis
der im Folgenden dargestellten Untersuchungen nochmals kurz zusammengefasst.
Aus Experimenten aus dem Jahr 2007 war bekannt, dass sich ein ANV nicht mehr
sicher verhindern lasst, wenn 0,5x10° unbehandelte Zellen nach einer bds. renalen
Ischamie von 40 Minuten Dauer systemisch appliziert werden. Dies waren somit ideale
Voraussetzungen, um mdogliche agonistische Wirkungen verschiedener Substanzen
zu testen. Um das homing der applizierten Zellen im postischamischen Verlauf besser
beurteilen zu kénnen, wurden die EPCs vor der Injektion mit einem speziellen Farbstoff
markiert, dem so benannten Cell Tracker®. Nach Injektion von 0,5x10¢ Ang-1-behan-
delten Zellen verschlechterte sich die Nierenfunktion der behandelten Tiere signifikant

(Abbildung 1).

Durch Koinkubation mit einem spezifischen Ang-1-blockierenden Peptid liel3en sich
diese Effekte (ebenfalls signifikant) abschwéachen. Es wurde geschlussfolgert, dass

Ang-1 den Zellen eine eher nephrodeletare Potenz verleiht.
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Abbildung 1: Resultate der Promotionsarbeit von Herrn Dr. J. Rinneburger. Effekte von
Ang-1 auf EPCs beim murinen ischdmischen ANV. Das Protein induzierte eine Ver-
schlechterung der postischamischen Nierenfunktion zellbehandelter Tiere. Diese Wir-
kungen lie3en sich mit Hilfe eines spezifischen Ang-1-blockierenden Peptids vollstan-
dig aufheben (Ergebnisse als MW +SEM, *: p-Wert im Vgl. zu ,Isch+EPCs" <0,05; #:

p-Wert im Vgl. zu ,Isch+EPCs+Ang-1“ <0,05).

4.2 Analyse des VE-Cadherinsystems

In den ersten eigenen Versuchen wurde zunachst analysiert, ob die Verschlechterung
der postischamischen Nierenfunktion von Mausen nach Injektion Ang-1-behandelten
EPCs eine Folge der Aktivierung des VE-Cadherinsystems sein kann. Ang-1 fungiert
als Stimulator von VE-Cadherin, die Zelloberflachenexpression dieses Adhasionsmo-
lektls der Cadherinfamilie nimmt unter dem Einfluss von Ang-1 zu (ZHAO et al. 2015).

Im ersten Schritt wurde VE-Cadherin auf den Zellen selektiv antagonisiert. Diese mit
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Hilfe eines entsprechenden Antikorpers vermittelte Wirkung fuhrte zu einer tendentiel-
len, jedoch nicht signifikanten weiteren Verschlechterung der Nierenfunktion postis-
chamischer, zellinjizierter Mause. Es wurde geschlussfolgert, dass VE-Cadherin eher
als endogener Agonist muriner EPCs beim ANV wirkt, hatte die Hemmung des Mole-
kils doch tendentiell eine weitere Intensivierung der renalen Dysfunktion zur Folge.
Signifikante Unterschiede zwischen ,Isch+EPCs+Ang-1“ und ,Isch+EPCs+Ang-
1+anti-VE-Cadherin“ ergaben sich keine. (Abbildung 2).
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Abbildung 2: Effekte von Ang-1+anti-VE auf EPCs beim murinen ischamischen ANV.
Das Protein induzierte in Kombination mit anti-VE eine weitere tendentielle, wenn auch
nicht signifikante Verschlechterung der postischdmischen Nierenfunktion zellbehan-
delter Tiere (Ergebnisse als MW +SEM, *: p-Wert im Vgl. zu ,Isch-EPCs" <0,05; #: p-
Wertim Vgl. zu ,Isch-EPCs+Ang-1“ <0,05; Gruppengrof3en: Isch n=5; Isch+EPCs n=6;

Isch+EPCs+Ang-1 n=6; Isch+EPCs+Ang-1+BP n=4; Isch+EPCs+Ang-1+anti-VE n=6).
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4.3 EPC-Produktion / Sekretion proangiogener Faktoren unter dem

Einfluss von Angiopoetin-1

Endothelial Progenitor Cells wirken insbesondere Uber indirekte Mechanismen va-
soprotektiv. Dies bedeutet, die Zellen sezernieren im Gewebe verschiedene, potentiell
proangiogene Mediatoren, welche vaskuldre Reparationsvorgénge stimulieren. Dem-
entsprechend wurde nun die Freisetzung von vor allem VEGF unter dem Einfluss von
Ang-1 untersucht. Es zeigten sich dabei keine Unterschiede zwischen unbehandelten

und Ang-1-behandelten EPCs.

4.4 EPC-/HUVEC-Migration unter dem Einfluss von Angiopoetin-1

Vermehrte Migration von Zellen ist gemeinhin Ausdruck ihrer Aktivierung. Daher wurde
einerseits das Migrationsverhalten von EPCs direkt sowie andererseits das Migrati-
onsverhalten von kultivierten reifen Endothelzellen unter den Einfluss von Medium

Ang-1-behandelter EPCs (indirekt) untersucht.

4.4.1 Migration von EPCs (direkter Migrationsassay)

In-vitro zeigte sich unter dem Einfluss von Ang-1 eine beschleunigte Wundokklusion
durch migrierende EPCs Dieses Ergebnis stand in Kontrast zu den antagonistischen

Effekten in-vivo (Abbildung 3).
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Abbildung 3: Effekte von Ang-1 auf die Migration kultivierter EPCs. Das Protein
induzierte eine signifikant raschere in-vitro-Wundflachenokklusion (Ergebnisse als MW

+SEM, *: p<0,05; n=5).

4.4.2 Migration von HUVECs

Auch im indirekten Migrationsassay (Inkubation kultivierter HUVECs mit Uberstand
von Ang-1 behandelten EPCs) zeigte sich ein rascherer Wundflachenverschluss. Auch
hier stand diese Beobachtung gleichfalls im Kontrast zu den vorbeschriebenen in-vivo-

Daten.
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Abbildung 4: Effekte des Uberstandes Ang-1 behandelten EPCs auf die Migration kul-
tivierter HUVECs. Wie bereits im direkten Assay, wirken die Zellen (EPCs) indirekt

proangiogen (Ergebnisse als MW =SEM, #: p<0,05; n=5).

4.5 EPC-Uberleben unter dem Einfluss von Angiopoetin-1

Im néchsten Schritt wurde das ,Uberleben® kultivierter, Transforming-Growth Factor-
beta (TGF-B) behandelter EPCs unter dem Einfluss von Angiopoetin-1 untersucht.
TGF-B findet sich im postischamischen Nierengewebe in erhéhten Konzentrationen
und kann als Induktor endothelialer Apoptose fungieren (GEwIN et al. 2012). Als Para-
meter des Zelliberlebends wurden AnnexinV*/ PI* Zellen quantifiziert. Angiopoetin-1
reduzierte in mehreren Versuchen den Prozentsatz doppelt positiver Zellen Postischa-
mie signifikant. Auch dieser Versuch zeigte fir das Protein agonistische Wirkungen auf

EPCs.
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Abbildung 5: Modulation der TGF- reduziert EPC-Apoptose/Nekrose durch Angiope-

tin-1. Das Protein verlangerte das Zelliberleben signifikant. (Ergebnisse als MW

+SEM, *:. p<0,05; n=5).

4.6 Effekte von Angiopoetin-1-behandelten, nicht fluoreszenzmar-

kierten EPCs auf die postischamischer Nierenfunktion

In der letzten Versuchsreihe wurde analysiert, ob sich die von Herrn Dr. J. Rinneburger
gesehene Effekte von EPCs auf die postischamische Nierenfunktion reproduzieren
lassen, wenn die Zellen zuvor nicht mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert werden.
Erstaunlicherweise zeigte sich beim Verzicht auf die Zellmarkierung eine signifikante
Verbesserung der Nierenfunktion bei Injektion von 0,5x10% Ang-1 vorbehandelten

EPCs (Abbildung 6).
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5. Diskussion

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob die nephroprotektive Wir-
kung von Endothelvorlauferzellen auf das akute ischamische Nierenversagen durch

Angiopoetin-1 verstarkt werden kann.
Die Ergebnisse der Experimente lassen sich wie folgt zusammenfassen:

e Die alleinige Applikation von 0,5x10° EPCs erzeugt im Mausmodell des akuten
ischamischen Nierenversagens keinen signifikanten nephroprotektiven Effekt,
sofern die Ischamiedauer bei 40 Minuten liegt.

e Die Applikation von 0,5x10® mit Angiopoetin-1 vorbehandelten EPCs
verbessert die Nierenfunktion signifikant, sofern auf eine Zellmarkierung mittels
Cell Tracker® verzichtet wird.

¢ Invitro zeigen sich unter dem Einfluss von Angiopoetin-1 folgende Effekte:

- eine beschleunigte Migration kultivierter EPCs,

- eine beschleunigte Migration kultivierter reifer Endothelzellen, wenn
diese mit dem Uberstand Ang-1-behandelten EPCs inkubiert werden
sowie

- eine verminderte Apoptose/Nekrose von kultivierten EPCs.

- die zellulare Sekretion des vasoprotektiven Faktors VEGF bleibt unter

dem Einfluss des Proteins unverandert.

Erganzend sei nochmals explizit erwdhnt, dass eine Verschlechterung der postischa-
mischen Nierenfunktion nach Gabe von Ang-1-behandelten EPCs nur dann bestand,
wenn diese zuvor mit einem speziellen Farbstoff (Cell Tracker®) inkubiert worden wa-
ren. Der Mechanismus dieser Effekte ist weiterhin unklar. Ein akutes ischamisches

Nierenversagen ist auf morphologischer Ebene durch graduell unterschiedlich starke
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Alterationen der Tubulusepithelzellen gekennzeichnet. Die die Nierentubuli umgeben-
den Blutgefal3e stehen in direktem Kontakt mit den Tubuluszellen und werden bei ei-
nem ANV gleichfalls merklich geschadigt. Die Schadigung kommt unter anderem in
einem ,Anschwellen der Endothelzellen zum Ausdruck. In der Konsequenz entsteht
eine Einengung des GefalRslumens mit anhaltender Minderperfusion des Organs. So-
wohl die Tubuluszellen als auch die Endothelzellen zeichnen sich aber durch ein hohes

Regenerationspotential aus.

Die Erholung der Endothelzellen kann mit Hilfe von EPCs signifikant verbessert wer-
den, erste richtungsweisende Studien hierzu wurden vor ca. acht Jahren publiziert
(PATSCHAN et al. 2006). Seinerzeit wurde belegt, dass EPCs bereits drei Stunden nach
einer einseitigen Ischamie in den Milzen von Versuchsméausen akkumulieren. Ischami-
sche Prakonditionierungsbehandlung induzierte allerdings eine direkte Translokation
mobilisierter Zellen ins postischamische Organ. Die aus den Nieren isolierten Zellen
wurden in einem weiteren Schritt therapeutisch in Empfangertiere nach beidseits rena-
ler Ischamie injiziert, dieser Schritt war mit deutlich nephroprotektiven Wirkungen ver-

bunden (PATSCHAN et al. 2006).

Murine EPCs lassen sich mittlerweile mit gro3er Zuverlassigkeit isolieren und in Kultur
vermehren. Eine Ende 2009 veroffentliche Studie belegte, dass syngene Zellen ein
ischamisches ANV sicher verhindern kénnen, wenn sie nach dem Ischamieende sys-
temisch verabreicht werden. Allerdings nimmt die renoprotektive Wirkung einer defi-
nierten EPC-Population ab, wenn die Ischamiedauer ansteigt. (PATSCHAN et al. 2010).
Basierend auf dieser Beobachtung wurde seither nach Strategien gesucht, welche die
nephroprotektive Potenz von EPCs prinzipiell steigern kénnten. Die diesbeziglich
identifizierten pharmakologisch aktiven Wirkstoffe sollen an dieser Stelle nicht noch-
mals genauer diskutiert werden; es sei lediglich erwdhnt, dass zum jetzigen Zeitpunkt
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bereits vier distinkte Mediatoren mit EPC-agonistischen Effekten identifiziert werden
konnten. Da Angiopoetin-1 im Zusammenspiel mit VEGF stimulatorische Wirkungen
auf reife Endothelzellen entfaltet (ABDEL-MALAK et al. 2009), galt dem Protein im Rah-
men dieser Studie unser besonderes Augenmerk. Unsere Ergebnisse zeigten eine
deutliche Verbesserung der Nierenfunktion von Mausen, die Angiopoetin-1-behandel-
ten EPCs erhalten hatten. Die Resultate der erganzenden in-vitro-Versuche legen den
verantwortlichen Mechanismus ansatzweise nahe. Zunachst steigert Ang-1 die Migra-
tion von EPCs sowie jene von reifen Endothelzellen, wenn diese mit dem Medium An-
giopoetin-1-behandelter EPCs inkubiert werden. Des Weiteren reduziert Ang-1 die
Apoptose/Nekrose kultivierter EPCs. Beide Beobachtungen deuten auf eine Stimula-

tion der funktionellen Zellkompetenz.

Die Produktion/Sekretion des vasomodulierenden VEGF bleibt unter dem Einfluss von
Angiopoetin-1 allerdings unbeeinflusst. Die Eigenschaft, das EPCs vorzugsweise tber
indirekte Mechanismen gefal3reparativ wirken, wurde in den letzten Jahren mehrfach
bewiesen. Besonders in den Fokus gerickt sind diverse proangiogene Substanzen
(VEGF, HGF, IGF-1), die von EPCs gebildet werden. Dadurch kommt es zu einer funk-
tionellen ,Rehabilitation” ischamiegeschadigter Endothelzellen. Diese wird signifikant
durch oben genannte Substanzen gefdrdert / beschleunigt (HUMPERT et al. 2008; I-
WABAYASHI et al. 2012; WAKuI et al. 2006). Unsere Daten zeigten, wie erwahnt, keine
vermehrte Bildung des proangiogenen VEGF als repréasentativer Substanz. Dennoch
ist es aul3erst wahrscheinlich, dass Ang-1 die parakrine Aktivitdt der EPCs dahinge-
hend moduliert, dass diese verstarkt endothelprotektiv im Organ wirken. Die hierfur
verantwortlichen parakrinen Substanzen wurden aber offensichtlich in unserer Unter-

suchung nicht erfasst. Ein zweiter Mechanismus, der fur die renale Funktionsverbes-
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serung nach Injektion Ang-1-behandelter EPCs verantwortlich sein kdnnte, ist die di-
rekte Kontaktaufnahme zwischen EPCs und reifen Endothelien. Uber diese kénnen
verschiedene zellulare Komponenten von EPCs auf Endothelzellen tUbertragen wer-
den. Tatsachlich ist dieser Prozess jedoch methodisch im lebenden Gewebe schwer
zu erfassen und vermutlich findet eine direkte Kommunikation auch sehr frih nach
Injektion von EPCs statt. In unseren Experimenten wurden die Tiere stets erst nach
48h analysiert. Im Ubrigen fand sich in den Organen eine kaum relevante Anzahl von
EPCs nach 48h. In jedem Fall bringen unsere Zellkulturversuche eine funktionelle Ak-
tivierung von EPCs definitiv zum Ausdruck. Angiopoetin-1 fuhrt zu einer deutlichen
Verbesserung der protektiven Wirkung von EPCs, aber nur bei Verzicht Cell Tracker®
. Dieser Zusammenhang und die negative Wirkung von Cell Tracker® ist so in der
Literatur noch nicht beschrieben worden. Laut Herstellerhinweisen hat das Produkt
keine Einwirkung auf die Zell-Vitalitat und -Proliferation. Genauere Analysen der in
vitro-Effekte des Substrates auf EPCs sind wohl erforderlich, um hier Klarheit zu schaf-

fen.

EPCs konnten als Therapieoption des akuten ischamischen Nierenversagens zuneh-
mend eine Alternative werden. Im Krankenhaus liegt die Inzidenz des ANV bei ca. 5%
und die intensivmedizinischen betreuten Patienten entwickeln in bis zu 30% der Falle
ein akutes Nierenversagen (KRIBBEN et al. 2003). Kénnte der Verlauf eines ANV abge-
schwacht werden, ware fur viele Patienten eine deutliche Verminderung des individu-
ellen Leidens erreicht. Solche TherapiemalRnahmen waren auch unter finanziellen Ge-

sichtspunkten sehr zu begrif3en.

Die bisherige Therapie umfasst einerseits kausale sowie konservativ symptomatische
Maflinahmen, in schweren Fallen der Intoxikation ist eine Hamodialysetherapie unum-

ganglich. Zelltherapeutische Verfahren konnten jedoch zukiinftig eine echte Alternative
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sein und in diesem Kontext erdffnen EPCs eine vielversprechende Perspektive. Auch
in der kardiovaskularen Medizin sind die in der Geweberegeneration aul3erst potent
wirksam: adultes Knochenmark ist in der Lage, EPCs freizusetzen und z.B. nach einer
Ischamie eine Neovaskularisation an den Myokardgefal3en zu veranlassen (TSE et al.
2007). Darlber hinaus wurde festgestellt, dass eine Korrelation zwischen der Anzahl
an zirkulierenden EPCs und dem Auftreten von kardiovaskularen Ereignissen bei Pa-
tienten mit einer KHK gibt. Patienten mit einer KHK und einer niedrigen Anzahl an
zirkulierenden EPCs wiesen eine héhere Inzidenz fur kardiovaskulare Ereignisse auf.
(WERNER et al. 2007). Probleme fir die klinische Anwendung am Menschen finden sich
jedoch noch einige. Das ANV ist besonders bei intensivmedizinisch betreuten Patien-
ten eine haufige Diagnose. Der genaue Zeitpunkt einer manifesten ischamischen
Schadigung der Niere ist haufig nicht zu bestimmen. Sie kann sich binnen Stunden
entwickeln und bedarf daher auch einer sehr zeithahen Therapie. Fur die Entwicklung
eines ischamischen ANV weisen viele Patienten ein deutliches erhdhtes Risikoprofil
(z.B. kardiale Insuffizienz, multiples Myelom mit Nierenbeteiligung und Diabetes melli-
tus) auf. Die langfristigen Auswirkungen einer diabetischen Stoffwechsellage auf die
Struktur und Funktion der arteriellen Blutgefal3e sind von grofRer Bedeutung. Es ist
durchaus denkbar, dass die exogene Applikation/endogene Mobilisierung von EPCs in
diesen Fallen Uber eine Verbesserung der Gefal3funktion das Risiko einer renalen Or-
ganverschlechterung reduziert. An dieser Stelle ergibt sich ein weiteres Problem in der
Anwendung von EPCs. Diese mussten in der Praxis rasch in gréReren Mengen ver-
fugbar sein. Weitere Probleme ergeben sich mdglicherweise aus immunologischen In-

kompatibilitaten, sofern Zellen aus anderen Spender-Organismen isoliert werden. Im

42



Mausmodell wird diese Problematik durch die Verwendung syngener Zellen ausge-
blendet. Daher ist eine Suche nach Stoffen, die das nephroprotektive Potential von

EPCs merklich stimulieren, auch weiterhin in den Fokus der Forschung zu setzen.
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6. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob der nephroprotektive Effekt von EPCs
durch eine Vorbehandlung mit Angiopoetin-1 verstarkt werden kann. Im Mausmodell
wurde die linke Niere 40 Minuten abgeklemmt. Nach der Ischamiezeit wurde die ent-
sprechende Suspension in das Gefal3 der kontralateralen Niere injiziert und diese da-
nach resiziert, so dass die komplette Nierenfunktion von der ischamisch vorgescha-
digten Niere Ubernommen wurde.

Nach Injektion von 0,5x108 nicht vorbehandelten EPCs kam es nicht zu einer
signifikanten Nephroprotektion. Eine alleinige Vorbehandlung mit Angipoetin-1 flhrte
hingegen zu einer deutlichen Verbesserung der Serumkreatininwerte.

Es wurde geschlussfolgert, dass Angiopoetin-1 den Zellen eine nephroprotektive Po-
tenz verleiht. Des Weiteren wurde die Sekretion proangiogener Faktoren unter dem
Einfluss von Angiopetin-1 untersucht. Die EPCs (Endothelial Progenitor Cells) wirken
uber indirekten Mechanismen vasoprotektiv, d.h. die Zellen sezernieren potentiell pro-
angiogene Mediatoren, welche vaskulare Reparationsvorgange stimulieren. Es zeig-
ten sich dabei keine Unterschiede in der Sekretion von VEGF zwischen unbehandelten
und Ang-1-behandelten EPCs. In-vitro zeigte sich unter dem Einfluss von Angiopoetin-
1 eine signifikante Verbesserung der Wundflachenokklusion durch migrierende EPCs.
Es wurde geschlussfolgert, dass Ang-1 EPC-agonstisch wirkt. Angiopoetin-1-behan-
delte EPCs stimulieren in-vitro die Migration von HUVECs (Human Umbilical Vein En-
dothelial Cells), d.h. Angiopoetin-1-behandelte EPCs wirken indirekt proangiogen. Es
wurde geschlussfolgert, dass Angiopoetin-1-behandelte EPCs im Gegensatz zu der
in-vivo-Untersuchung agonistisch wirken. Das in-vivo-Ergebnis wird mit einer bislang

nicht beschriebenen negativen Wirkung des Cell Tracker® erklart. Daraus lasst sich
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der klare Gegensatz zwischen in-vivo- und in-vitro-Ergebnissen begrinden. Zusam-
menfassend wurde somit Ang-1 als neuer Agonist muriner EPCs beim ischamischen

ANV identifiziert.
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7.

Anhang

7.1 Tabellarische Zusammenfassung der verwendeten Chemikalien und Gerate

Stoff Herstellerfirma Katalognummer Verwendung
Dichtetrennung der
Biocoll BIOCHROM AG L-6115 EPCs aus Vollblut
und Milz
CCGM | Medium CELPROGEN M66110-37S Zellkulturen und
in vitro-Versuche
CM Dil Zelltracker INVITROGEN C7000 Markieren der Zellen
Dil ac-LDL INVITROGEN L3484 Markieren der Zellen
- TECHNIK EBERHARD Kreatininbestimmung
Creatinin PAP LEHMANN LT-CR 0101 im Serum
EBM2 Medium LONZA CC-3156 Verschiedenes
Fibronectin SIGMA - ALDRICH F0895 — 1MG Zuchten der Zellen
FITC SIGMA-ALDRICH L9006 Zuchtern der Zellen
Formalin MERCK 103 999 2500 Fixierung der Organe
Glatine 2% SIGMA G1393 Beschichten der 24-
Well-Platten
Hemmung der Blut-
Heparin RATIOPHARM N21086.21-Z204 gerinnung bei Zel-
lisolation
Ketamine / Xylazine SIGMA - ALDRICH K-113 Anéasthesie
Angiopoetin-1 Biocat 4921-10 itrllmulleren der Zel-
HUVEC ATCC PCS-100-013 Zellen
Mouse Endothelial CELPROGEN 66110-37 Zellen fir die
Progenitor Cell Culture in vitro-Versuche
Verdiinnen von
Formalin,
Phosphatpuffer GIBCO 10010-015 Antikérpern und
DAPI
Trypanblau GIBCO 15250-061 Farben
abgestorbener Zellen
VEGF ELISA Kit RAYBIOTECH ELM-VEGF-001 ELISA zur Bestimmung
der VEGF Freisetzung
aus EPCs
Multikanalpipette EPPENDORF 4981 000-019 Laborarbeiten
Rotamax120 HEIDOLPH 544 41200-00 Laborarbeiten
FITC Annexin V BD 556547 Laborarbeiten
Trypsin-EDTA GIBCO 136861-8 Lésen der Zellen
FACS-R6hrchen SARSTEDT 55476 FACS-Analyse
murinen EPCs CELPROGEN 66110-37 Zellen far die in-vitro

Versuche
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HGF mouse ELISA ABCAM 100686 ELISA zur Bestim-
mung der HGF Frei-
setzung aus EPCs

IGF-1 mouse ELISA ABCAM 100695 ELISA zur Bestim-

mung der IGF-1 Frei-
setzung aus EPCs

Tabelle 1: Liste der verwendeten Chemikalien mit Angabe von Firma und Katalognummer

Gerat

Firma

Verwendung

75T Flasche (E66110-37-T75)

CELPROGEN

Zellkulturen

Ausgiel3station (Tissue Block
Dispenser,)

MEDITE MEDIZINTECHNIK

Herstellung der Paraffin-
schnitte

Chirurgische Pinzette
(Nr. 18057-14)

FINE SCIENCE TOOLS

Operation (Applikation der
Klemme)

Durchlichtmikroskop

ZEISS

Immunfluoreszenz-Histologie

Faden (Nr. 100 6830)

HENRY SCHEIN

Operation (Né&hen der Wunde)

Insulinspritze, Safety Glide
(Nr. 305930)

BD

Operation (Injektion von Zellen
bzw.
Kochsalzlgsung)

Klemme (Nr. 18055-03)

FINE SCIENCE TOOLS

Operation (Abklemmen der
Niere)

Nadelhalter (Nr. 13004-14)

FINE SCIENCE TOOLS

Operation (Nahen der Wunde)

Pinzette (Nr. 11608-15)

FINE SCIENCE TOOLS

Operation

ul Pipette

Pipette (0,5 — 10 pl) EPPENDORF Laborarbeiten
Pipette (10 — 100 ul) EPPENDORF Laborarbeiten
Pipette (100 — 1000 pl) EPPENDORF Laborarbeiten
Pipettierspitzen fir 0,5 — 10 pl EPPENDORF Laborarbeiten
Pipette
Pipettierspitzen fur 10 — 100 pl EPPENDORF Laborarbeiten
Pipette
Pipettierspitzen fur 100 — 1000 EPPENDORF Laborarbeiten

Schere (Nr. 14058-11)

FINE SCIENCE TOOLS

Operation

Spectrophotometer (UV-120-01) SCHIMADZzU Kreatininbestimmung
Zentrifuge (G5-6R) BECKMANN Zellisolation
Zentrifuge (Rotixa/a) HETTICH In vitro-Versuche
Photometerreader TECA SPECTRA ELISA Auswertung
FacsCalibur BD Durchflusszytometrie

Tabelle 2: Liste der verwendeten Geréat
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