Prasidentin:

Dekan:

Aspekte der Angiogenese durch Angiogenin

PDF-Version

Habilitationsschrift
zur Erlangung der Lehrbeféhigung fir das Fach

Herzchirurgie
vorgelegt dem Rat

der Medizinischen Fakultat
der Humboldt-Universitat zu Berlin

von
Herrn Dr. med. Horst R. LAUBE

geboren am 05.07.1952 in Frankfurt am Main

Prof. Dr. Marlis Dirkop

Prof. Dr. Harald Mau

Eingereicht: Berlin, den 15. Januar 1995

Gutachter: 1. Prof. Dr. Wolfgang Konertz

Klinik und Poliklinik f. Herzchirurgie, Universitatsklinikum Charité

Prof. Dr. K.-L. Schulte
Klinik f. Innere Medizin, Abtlg. Angiologie, Universitatsklinikum Charité

Prof. Dr. Hermann Haller
Klinik f. Innere Medizin, Abtlg. Nephrologie/Humangenetik, Franz-Volhard-Klinik Berlin-
Buch

Datum der Habilitation: Berlin, den 18. Mé&rz 1996



Inhaltsverzeichnis

Seite
GLOSSAR ..ttt ettt a e te et et e eneenreene e 1
S R Y o] (0 | 740 [ To < o PP PP 1
I D 1= 1 T o T o S 3
00 T o] 0 1 [ S 4
EINLEITUNG ...ttt nne e 6
2.1 Bedeutung und bisherige Behandlungskonzepte vaskularer Erkrankungen.....6
2.2 Wegweisende Erkenntnisse und Techniken zur Untersuchung der
ANgiogenese iN VItro UN iN VIVO ........ooiiiiiiiiieiiese e 8
2.3 STrUKEUK der ArDEIT.......oeeeeiee e e e e e aee e 10
FRAGESTELLUNG ...ttt 12
SEKTION I:
Quantitative Untersuchung zur Stimulierung der indirekten Revaskularisie-
rung ischamischer Gewebe durch Wachstumsfaktoren im standardisierten
Tiermodell an der RATIE ........c.eviiie e e e e e e nee e 14
4.1 VOrDEMEIKUNGEN ....ooiiiiiiie ittt nne e eaes 14
N I T g 0 To T [ | USSR 15
4.3 Untersuchung der Langzeiteffekte von Angiogenin..........cccoocveveeriieeneeenieenne. 16
4.3.1 Material und MethOOeN ........cccoeviiiieeeeecee e 16
4.3.1.1 Beschichtung von Poly-Tetra-Fluor-Athylen (PTFE) mit
Collagen | und ANGIOGENIN......ccveiiiiiie e 16

4.3.1.2 Messung der Angiogeninbindung an PTFE...........cccooiiiiiiiiinnee. 16



4.4

4.5

Seite

4.3.1.3 TIBIVEISUCN.....coiiiiiiiiie s 19
4.3.1.4 AUSNEITUNG ....courieiirieeiiieeaiee ettt e e e e s e e snee e 20
4.3.2 EIrQEDNISSE. ... e 22
4.3.3  DISKUSSION. ...cotiiiiieiitiesieeetie st e st ettt sttt e be e s b e sn e nbeeebeesnneessee s 25

Untersuchung der Dosis-Wirkungsbeziehung von Angiogenin und

basischem Fibroblasten-Wachstumsfaktor (bFGF)..........ccccooiiiiiniiiicnee 28
4.4.1 Material und MethOOen ..........ccoiieiiieiiieie e 28
4.4.1.1 Applikation von Angiogenin/bFGF an PTFE.............cccocoiiiieeee. 28
A.4.1.2 TIBIVEISUCK....ccciuiieeetieeeiee e et e etee e e seee e s stae e ssae e e nsaeeesneeeesnneeesnneeeas 29
4.4.1.3 AUSWEITUNG ....courieiiiieeiieeeeiee e ste et e e e snn e e e e sneeesnnne e 29
4.4.2 EIrgEDNISSE. ...t 30
e T D TR (015 Lo o S 33
ZUSAMIMENTASSUNG ...ttt ettt st e b snn e 37

SEKTION II:

5.1

5.2

5.3

5.4

5.5

5.6

Tiermodell zur Testung der Offenheitsrate von kleinlumigen (A22mm)

Gefal3-Prothesen mit angiogenetischer Beschichtung..........cccccoeviviiiininins 38
VOrDEMEIKUNGEN ...t 38
THEIMOAEI ...t 39
IMEENOTIK ... niee s 40
5.3.1 Prothesenbeschichtung mit angiogenetischen Faktoren............c.cccceeenneene. 40
5.3.2 TIEIVEISUCH ... 41
5.3.3  AUSIWEITUNG. ...ceeiuteieiiieeeiee ettt et et e e e e e s e e e s neeennnne e 42
EFQEIDNISSE ... 43
DISKUSSTON....c..eeitteiee ettt ettt sttt e bt sb e et e et e s ae e e nbeeenns 43

ZUSAMMENTASSUNG ...ttt ettt snn e 46



Seite

6. SEKTION IlI:

Phosphorylierung von Angiogenin, basischem Fibroblasten Wachstumsfaktor

(bFGF) und Histon V S durch Proteinkinase C (PKC) in VItro........ccccocevveenveeninens 47
6.1 VOrDEMErKUNGEN ..o 47
6.2 Isolierung und Reinigung der PKC........ooiiiiiiiiicieeee e 48
6.3 IMETNOAIK ... 48
6.3.1 Phosphorylierungsreaktion...........cooveiieeiiieniie e 48
B.3.2  CLB-HPLC ...ttt 49
6.3.3 MONO STHPLC ... ..o 49
6.3.4 Saure ProteinfalIUNG .........ccooviiiiieie e 49
6.3.5 SEPHADEX G25 Molekularsiebsaulenzentrifugation ............cccccceveenenene. 49
6.3.6 CENTRICON 10 Membranfilterzentrifugation............cccccoeeriieneeiiennnenne. 49
6.3.7 SDSPAGE ... 50
6.3.8 Messung des R T T 50
6.3.9 Berechnung der aktuellen P-AKGVItAL ...........ocooeveeveveeceeeeeeeeeseeeeeeneeans 50
6.4 EFQEIDNISSE ... 50
6.4.1 Reinigungsschritte PKC-phosphorylierter Proteine...........cccoceevveiieeninenne. 50
6.4.2 C18-HPLC und Mono S-HPLC phosphorylierten Angiogenins................. 51
6.4.3 SDS-Geleektrophorese PKC-phosphorylierter Proteine............cccoceeeeeene. 52
6.4.4 Saure Proteinféllung PKC-phosphorylierter Proteine............cccoocveeiieennneene. 55
6.4.5 SEPHADEX G25 Molekulars ebsaulenzentrifugation PKC-
phosphorylierter ProteiNe...........ccoiuieiiiiiieieee e 55
6.4.6 CENTRICON 10 Membranfilterzentrifugation PKC-
phosphorylierter ProteiNe...........ccoovieiiiiiieieesee e 55
6.4.7 Optimierung der Phosphorylierungsreaktion ............cccceeveereenieiieennenne 56
6.4.7.1 Zeitkinetik der Histon-Phosphorylierung durch PKC.................... 56
6.4.7.2 Bestimmung der Michaglis-Konstante............cccoocevieenieeieennenne 57
6.4.7.3 Berechnung der spezifischen Aktivitét der PKC .........cccceveevennee. 58
6.4.7.4 Pufferspezifitét der Proteinphosphorylierung durch PKC.............. 58

8.5 DISKUSSION ..ttt e et ettt e et e e e e et e e e e e e eeeeeen e eeeeesaeeaeesnaseeeennaneeeennaneeeenns 59



10.

Seite

6.6 ZUSAMIMENTASSUNG ... .eiitiiitieiiieeiee ettt ettt e e e neesneeennee s 61
ZUSAMMENFASSUNG ..o nes 62
LITERATURVERZEICHNIS.........ooe e 66
ANHANG 1:
VERZEICHNIS DER ABBILDUNGEN........ccooiiieeeeeeeee e, 83
ANHANG 2:

DETAILLIERTE AUFLISTUNG VON MATERIAL UND METHODEN

ZUR PHOSPHORYLIERUNG VON PROTEINEN DURCH PKC.............. 128
10.1 PhosphorylierungSreaktion...........coceeiiieiiiineeniee e s 128
10.1.1 MEAEITAITEN ..ot 128
10.1.2 REAGENZIEN.....cueieiieitie ettt ettt sttt et sbe e ae e nne e nne e 129
10.1.3 AUSTUNIUNG ...ttt 131
10.2 CLB-HPLC ...ttt sttt nne e nns 131
10.2.1 MEAEITBITEN ..o 131
10.2.2 REAGENZIEN.....cueieiie ettt ettt ettt ettt e et ae e nne e nne e 131
10.2.3 AUSTUNIUNG ... 132
10.3 MONO S-HPLC ...t 132
10.3.1 MEAEITAITEN ... 132
10.3.2 REAGENZIEN.....cueieiiie ettt sttt st nne e nne e 132
10.3.3 AUSTUNIUNG ...t 132
10.4 Saure ProteiNfAlIUNG .........ccooiiiiiii e 133

FO4. L MEETAIEN ..ot e e e e e e e e e e e eaeeeeeeaeeeeeenaeeaeennaaeees 133



Seite

10.4.2 AUSTUNIUNG ..ottt 133

10.5 SEPHADEX G25 Molekularsiebsaulenzentrifugation............c.cccoevevvveneennne. 133
10.5.1 MEAEITAITEN ..o 133
10.5.2 AUSTUNIUNG ..ot 133

10.6 CENTRICON 10 Membranfilterzentrifugation............ccccovcerniinieenieeneenne. 134
10.6.1 MEAEITAIIEN ..o 134
10.6.2 REAGENZIEN.....cueieiieiiieete ettt ettt et nne e nne e 134
10.6.3 AUSTUNIUNG ...t 134

10.7 SDS-PAGE ...ttt 135
10.7.1 Materialien und REAJENZIEN ........cccuiiiiiiiieeecee e 135
10.7.2 ArDEITIOSUNGEN. ... .coiiieiieieiiie ettt sne e e 136
10.7.3 AUSTUNIUNG ...t 137

10.8 Messung des T PEINDAUS vvvvvvveeeeeeeeeeeeeeeee s eeeeseeeese e eeeeseeeeeee e eeeeeees 138
10.9 Berechnung der aktuellen BN 1 S 138
11. ANMERKUNGEN UND DANKSAGUNG ......ccooiiiieiereereee e 140

12. CURRICULUM VITAE ... 141



EINLEITUNG 6

2. EINLEITUNG

2.1  Bedeutung und bisherige Behandlungskonzepte vaskularer Erkrankungen

In der westlichen Welt stehen an der Spitze der Todesursachen vaskulére Erkrankungen, deren
Hauptvertreter die arterielle Verschluf3krankheit ist. Synonym werden fir diese Erkrankung die
Begriffe Arteriosklerose, Atheromatose, Gefal3verkalkung und Durchblutungsstérungen ver-
wendet. Hauptlokalisationen arteriosklerotischer Verénderungen sind die Koronarien und die
supraaortalen, das Gehirn versorgenden Geféal3e. An den Herzkranzgefalien fuhren sie zu der
sog. koronaren Herzkrankheit (KHK), deren irreversibler Endzustand der Herzinfarkt ist. Arte-
riosklerotische Lasionen an den supraaortalen Gefél3en fihren hdufig akut zum Schlaganfall
(Apoplex) mit mehr oder weniger starken irreversiblen Hirnfunktionsausféllen (L&hmungen,
Sprachstérungen, Gedachtnisverlust, Sehstérungen u. a.). Eine verkirzte Lebenserwartung und
frihzeitiger Tod sind haufig die Folge eines Apoplexes mit bleibenden L&hmungen, eines
schweren Herzinfarktes mit Rhythmusstorungen und Herzinsuffizienz, oder des Endstadiums
der peripheren arteriellen VerschluRkrankheit (pAVK) nach Extremitétenverlust durch Ampu-
tation. Subsummiert man zu den Todesféllen der arteriosklerotischen Gefal3erkrankungen die
wesentlich héhere Anzahl chronisch kranker und dauernd pflegebedirftiger Menschen trotz
aller Fortschritte in der medizinischen und sozialen Rehabilitation, so wird das ganze Ausmal}
an millionenfachem individuellem Led und Siechtum offenbar.
Hinzu kommen die immensen Behandlungs- und Folgekosten, die diese Erkrankungen verursa-
chen. Sie sind von stetig steigender volkswirtschaftlicher Bedeutung und werden mit
zunehmender Uberalterung der westlichen Gesdllschaften bedeutungsvoller. So zdhlen der
Herzinfarkt und die koronare Herzkrankheit mit zu den Hauptursachen fir berufliche Frihin-
validiserung in den Industrienationen. Jahrzehntelange intensive Forschung konnte bisher die
Atiologie und die molekulare Genese der arteriosklerotischen Gefalerkrankungen nicht aufkl-
ren. Wahrscheinlich liegt ein multifaktorielles Geschehen zugrunde, dem aber vor Ort am Ge-
fal3, an den Endothelzellen eine Blockierung oder Fehlsteuerung nur weniger molekularbiologi-
scher  SchlUsselreaktionen  zugrundeliegt. Wesentlich  beteiligt an  der Entwicklung
arteriosklerotischer Erkrankungen sind die folgenden drei Mechanismen: 1) — erhéhter Tonus
der Geféldwand mit Vasokonstriktion , 2) — Aktivierung von Gerinnungsfaktoren und ver-
stérkte Thrombozyten-Gefé3wand-1nteraktionen, 3) — verstérkte Proliferation von glatten Ge-
fallwandmuskelzellen (Luscher, 1994). Tierexperimentelle Modelle und Transfilter-Co-
Kulturen, die den Aufbau einer Geféldwand in vitro imitieren, haben wesentliche Erkenntnisse
Uber die initiden zelluldren Reaktionen bel der Entstehung atheromattser Plagues geliefert
(Betz, 1991). Die Behandlung der arteriosklerotischen Gefalderkrankungen ist polypragmatisch
und ruht bisher im wesentlichen auf drel Behandlungsstrategien:

1. Prophylaxe,
2. Friherkennung,
3. Palliation.

Epidemiologische und sozio-kulturelle vergleichende Untersuchungen grof3er Bevdlkerungs-
gruppen haben zur Evaluation einer Reihe von Risikofaktoren gefuhrt, wie Nikotinabusus,
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Bewegungsmangel, Ubergewicht, Distress, Hypertonie, Diabetes mellitus, Fettstoffwechsel sto-
rungen, um nur die bekanntesten aufzuzahlen. Die Friherkennung und Ausschaltung der Risi-
kofaktoren kann im Einzelfal die klinisch-manifeste Erkrankung des Patienten um Jahre hinaus
verzogern. Fur den klinisch-tétigen Arzt stehen zur Behandlung des symptomatischen und ma-
nifest erkrankten Patienten, zwar akut wirksame, aber insgesamt nur palliative Behandlungs-
verfahren mit zum Teil noch nicht befriedigender Langzeitwirkung (z. B. Ballondilatation von
Stenosen, Bypasschirurgie) zur Verfigung. Innovationen im medizin-technischen und -
apparativen Bereich, wie die Entwicklung der modernen Intensivtherapie, der Intubationsnar-
kose und Respiratorbehandlung, der Herzkatheteruntersuchung, der Herz-Lungen-Maschine,
der mikrochirurgischen Operationstechniken, der Gefal3prothesen, um nur einige zu nennen,
ermdglichten eine erhebliche Erweiterung des Behandlungsspektrums kardiovaskulérer Er-
krankungen mit drastischer Verbesserung der Uberlebenswahrscheinlichkeit fiir Apoplex und
Herzinfarkt. Die Weiterentwicklung und Standardisierung der Arbeitstechniken fihrten zu ei-
ner Riskoabsenkung unter 5 % fur viele Eingriffe zur vorbeugenden, palliativen Revaskulari-
sation von kritischen Gefél3engstellen durch Ballondilatation oder Bypasschirurgie. Trotz aller
Erfolge dieser Mal3nahmen bleibt ein wieder zunehmend grof3eres Kollektiv von gefal3kranken
Patienten, das keiner erfolgversprechenden Behandlungsmal3nahme zugefiihrt werden kann. So
sind multilokale und diffuse Geféldveranderungen haufig nicht erfolgversprechend durch By-
passchirurgie und interventionelle Mal3nahmen anzugehen. Mit der Zunahme geféichirurgi-
scher und interventioneller Therapien steigt auch die Zahl an Patienten, die nach mehr oder
weniger langem Behandlungserfolg erneut symptomatisch werden und zu einem Reeingriff
anstehen. Bei diesen Patienten ist oft kein geeignetes korpereigenes Bypassmaterial (z. B. Vena
saphena, Arteria thoracica internad) mehr vorhanden. In diesen Féllen ist eine bypasschirurgi-
sche Revaskularisierung nur unter Verwendung von avitalen, heterologen, biologischen oder
von synthetischen, aus nicht biologischen Materialien (z. B. PTFE, PET, PU) gefertigten Ge-
fal3prothesen moglich. Bel den biologischen Gefél3prothesen ist die Haltbarkeit noch nicht be-
friedigend. Sie neigen zur Ausbildung von Prothesenaneurysmen bzw. zu vorzeitiger Verkal-
kung. Die synthetischen Gefal3prothesen zeigen bei Prothesendurchmessern von £ 6 mm noch
keine zufriedenstellende Offenheitsrate. Bei Prothesendurchmessern £ 4 mm ist aufgrund der
schlechten Offenheitsrate ein klinischer Einsatz nur in Extremfallen vertretbar.

Die Entdeckung von Faktoren, die die Neubildung von Gefal3en induzieren und die Migration
und Proliferation von Endothelzellen stimulieren, kdnnen fir therapeutische Revaskularisatio-
nen vollig neue Perspektiven erdffnen. Der Untersuchung verschiedener Aspekte der Angioge-
nese, speziell der Wirkung des Wachstumsfaktors Angiogenin ist die folgende Arbeit gewid-
met. Die Durchfihrung der Experimente efolgte im Rahmen eines 15-monatigen
Forschungsaufenthaltes am Center for Biochemical and Biophysica Sciences and Medicine der
Harvard University, sowie im Department for Cardiovascular Surgery, Brigham & Womens
Hospital, Harvard Medical School in Boston/USA. Die Erstisolierung und die Charakterisie-
rung von Angiogenin erfolgten unter der Leitung von Prof. Dr. B.L. Vallee in diesem Labor.
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2.2  Wegweisende Erkenntnisse und Techniken zur Untersuchung der Angiogenese in
vitro und in vivo

Die Bildung neuer Gefél3e wird as Angiogenese bezeichnet. Dieser Begriff wurde 1935 ein-
gefuhrt zur Beschreibung der Gefél3neubildung in der Plazenta (Folkman et Klagsbrun, 1987).
Bereits 1794 beschrieb John Hunter die Neubildung von Gefél3en im Rahmen der Wundheilung
und der normalen embryonalen Entwicklung (Hudlicka et Tyler, 1986). Als physiologischer
Prozel3 findet die Neubildung von Gefél3en periodisch im Rahmen des monatlichen Zyklus im
Endometrium der Frau statt. Auch die Vaskularisierung der Plazenta im Rahmen der Schwan-
gerschaft stellt sich als physiologischer Angiogenesevorgang dar. Bei chronischen arteriellen
Gefaldverschliissen ist fast immer eine ausgeprégte Kollateralenbildung nachweisbar, die zum
Tell aus der Erweiterung préformierter Kollateralen zum Teil aber auch aus neugebildeten Ge-
fallen besteht. Im gesunden, erwachsenen Individuum ist die Angiogenese streng reguliert und
auf reparative Prozesse im Rahmen der Wund- und Knochenbruchheilung beschrankt. Im
Rahmen vieler pathologischer Prozesse — von der Entziindung bis zum Tumorwachstum — ist
die strenge Regulation der Angiogenese aufgehoben, und es kommt zu einer Uberschief3enden
und/oder pathologischen Gefal3neubildung. Diese Erkrankungen bezeichnet man auch as "an-
giogenesis dependent diseases'. Arthropathien, diabetische Retinopathien, Glaukom, Korneal &
sionen, retrolentale Fibroplasie, Wundheilungsstorungen, Geféal3mif3bildungen, Hamangiome
und Tumoren werden dazugezahlt (Plate, 1993).

1885 erkannte Bobritzky, dal3 die Migration von Endothel zellen der Ausgangspunkt neuer sich
entwickelnder Kapillaren darstellt (Hudlicka et Tyler, 1986). Trotz dieses Wissens wurde die
Endothelzelle lange nur al's mechanische innere Gefél3auskleidung, als Blutbarriere angesehen.
Neue Untersuchungen zeigten, dal3 die Verbindung der Endothelzellen untereinander nicht
statisch, sondern erheblichen Veranderungen unterworfen ist. Sie ist eine Funktion vieler Me-
chanismen und Einfluf¥faktoren (Caveda et a., 1994; Ghabriel et a., 1994; Morel et al., 1994;
Northover et Northover, 1994; Schnitzer, 1993).

Erst die Entwicklung der Zellkulturtechnik, die die in vitro Kultivierung von Endothelzellen
ermdglichte, fihrte zu der Erkenntnis, dal3 die Endothelzelle mehr as nur eine mechanische
Barriere darstellt (Booyse et a., 1975). Ilhr kommt eine zentrale Stellung im intra-extravasalen
Stoff- und Informationsaustausch zu. In vivo steht die Endothelzelle in engem Kontakt und
Informationsaustausch einmal mit den benachbarten Endothelzellen, aber auch mit multiplen
Blutkomponenten (z. B. Granulozyten, Lymphozyten, Thrombozyten, Gerinnungsfaktoren,
aber auch Faktoren der Fibrinolyse), wobei sog. Adhasionsmolekile eine erhebliche Rolle
spielen. Sie spidlt auch eine zentrale Rolle bel der Balance zwischen gerinnungsaktivierenden
und fibrinolytischen Prozessen (Gertler et Abbott, 1992; Sung et a., 1994). Die Endothelzelle
interagiert und kommuniziert auch mit der extrazelluléren Matrix, die Basalmembran einge-
schlossen, mit den Fibroblasten und den Gefaimuskelzellen (Delvos et a., 1982; Lewis et
Shah, 1994). Die Regulation des Geféldtonus wird entscheidend vom Endothel beeinfluf3 (Sun
et a., 1993). Das Endothel kleidet in seiner Gesamtheit beim Menschen eine innere Oberflache
von ca. 1000 m? aus und stellt sowohl eines der groften, als auch der stoffwechselaktivsten
Organe dar (Zillaet al., 1993), wie eine Vielzahl inzwischen bekannter und von der Endothel-
zelle synthetisierter und in die extrazelluldre Matrix sezernierter Wachstumsfaktoren belegt
(Folkman et Klagsbrun, 1987; Folkman et Shing, 1992; Klagsbrun et Dluz, 1993;
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Tomas et a., 1990). Auch Heparin spielt bel der Interaktion zwischen glatter Gefaliwandmus-
kelzelle und Endothelzelle eine zentrale Rolle mit hemmenden Einfliissen auf die Proliferation
und Migration von glatten Muskelzellen und einer stimulierenden Wirkung auf Proliferation
und Migration von Endothelzellen (H&mmerle et al., 1991).

Untersuchungen von Ausprunk et Folkman (1977), Myrhage et Hudlicka (1978) und Folkman
et a. (1981) ergaben, dal3 das Wachstum neuer Gefal3e sowohl unter physiologischen als auch
pathol ogischen Bedingungen vom vendsen Ende bestehender Kapillaren ausgeht. Es kommt zu
einem Aufbrechen der Basalmembran unter der Wirkung von Proteinasen, die von Endothel-
zellen freigesetzt werden (Glaser et al., 1983). Anschlief3end bilden die Endothelzellen Pseudo-
podien aus, die sich durch die entstandenen Liicken in der Basalmembran ausstilpen und die
Migration der Endothelzelle in den perivaskularen Raum einleiten. Erste Endothelzellteilungen
werden 1-2 Tage spéater beobachtet. So entstandene Endothelzellsprossen bilden Vakuolen
aus, die zur Aushildung eines Lumens fuhren. Diese Kapillarsprossen verbinden sich mit ande-
ren Kapillarsprossen oder finden Anschluld an vorhandene Gefél3e. Der mikro-anatomische
Ablauf der Gefal3neubildung wurde bereits von Maximov (1902) beschrieben. Aufgrund der
komplexen Verhdtnisse war lange Zeit unbekannt, welche Faktoren bel der Gefal3neubildung
eine Rolle spielen. Mechanische Faktoren as Ursache von Kapillarsprossung und Gefél3neubil-
dung wurden anhand von Beobachtungen von Landerer im Zusammenhang mit Verénderungen
des Blutflusses sehr friih diskutiert (Marchand, 1929). Neuere Untersuchungen wiesen in der
Tat nach, dal3 Endothelzellen Sensoren besitzen, die FluRsignale registrieren und Scherkréfte
messen konnen (Akira et Ando, 1993). Die Geféal3neubildung im Rahmen von Entziindungen,
Wundheilungsprozessen und bel Tumoren lief3 sich mit diesem Modell — der Einwirkung von
Scherkréften auf die Endothel zellen — nicht erkl&ren.

Wachstumsfaktoren mit angiogenetischer Potenz wurden erstmals aus Tumorzellen 1968 iso-
liert. Sie fokussierten das Interesse auf hormonéhnliche, moglicherweise nur lokal begrenzt
wirkende Angiogenesefaktoren (Rijhsinghani et a., 1968; Ehrmann et Knoth, 1968). Mit der
Entwicklung des Huhnerei-Chorion-Allantois-Membrantestes (CAM-Assay) und Kaninchen-
Hornhauttestes Mitte der siebziger Jahre standen geeignete in vitro Testverfahren zur Verfi-
gung, die die Uberprifung der angiogenetischen Potenz isolierter Faktoren erlaubten. Die er-
sten isolierten und rein dargestellten Angiogenesefaktoren zeigten eine hohe Bindungsaffinitét
zu Heparin und Substanzen der extrazellularen Matrix. Prototypen dieser Faktoren sind der
saure Fibroblasten-Wachstumsfaktor (aFGF) und der basische Fibroblasten-Wachstumsfaktor
(bFGF). Sie zeigten im CAM-Assay angiogenetische Potenz im Nanogramm-Bereich und er-
wiesen sich in Zelkulturen als essentiell fir das Wachstum von Endothelzellen (Gospodaro-
wicz et a., 1976). Bel dem Prozeld der Angiogenese interagieren Zellen (Endothelzellen, Fi-
broblasten, Perizyten), Matrixsubstanzen (Collagen, Laminin, Fibronektin, Proteoglykane), und
|6dliche Wachstumsfaktoren (z. B. FGF, Epidermal Growth Factor (EGF), Transforming
Growth Factor (TGF), Platelet Derived Growth Factor (PDGF), Tumor Necrosis Factor
(TNF), Vascular Permeability Factor (VPF), Angiogenin (ANG), u.a. eng miteinander (Furcht,
1986; Plate, 1993). Unter der Stimulation von Wachstumsfaktoren werden viele Bestandteile
der extrazelluléren Matrix (Fibronektin, Laminin, Collagen 1V und Collagen I) in den En-
dothelzellen synthetisiert und im Verlauf der Angiogenese in den Extrazellularraum sezerniert
(Papadimitriou et a., 1993). bFGF konnte inzwischen aus einer Vielzahl von Geweben ver-
schiedener Speziesisoliert werden (Burgess et Maciag, 1989). Angiogenin
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wurde erstmals 1985 aus einer Zellkultur menschlicher Adenokarzinomzellen isoliert und cha-
rakterisiert (Fett et al., 1985; Strydom et al., 1985). Angiogenin zeigte sich angiogenetisch als
ebenso potent wie FGF. Die Bindung an Heparin ist jedoch wesentlich geringer ausgepragt als
bei FGF, und esist in wassriger Losung bel +4° C im Gegensatz zu FGF stabil.

2.3 Struktur der Arbeit

Zur Untersuchung verschiedener Aspekte der Angiogenese unter besonderer Berticksichtigung
von Angiogenin ist die Arbeit in drel methodisch verschiedene Sektionen unterteilt:

Sektion |

Indirekte Revaskularisierungsverfahren am Herzen wurden bereits Anfang der funfziger Jahre
vor Entwicklung der Technik der chirurgischen Mikroanastomose von Vineberg mit wechseln-
dem und méalligem Erfolg durchgefuhrt. Zur Verbesserung der Durchblutung ischémischer
Herzmuskelareale wurde der freipréparierte Pedikel der Arteria thoracica interna als gestielter
Gefal3pedikel ohne Gefédl3anastomose in den Herzmuskel implantiert und die Revaskularisie-
rung durch aussprossende und mit der Arteria thoracica interna kommunizierende Kapillaren
im Rahmen des Hellungsprozesses erreicht. Das Ausmal? der Revaskularisierung war oft unzu-
reichend, weshalb dieses Operationsverfahren nach Beherrschen der Mikroanastomosentechnik
wieder verlassen wurde. Unter der Stimulation angiogenetischer Faktoren ist moglicherweise
eine deutliche Verbesserung indirekter Revaskularisierungsverfahren zu erzielen.

Zur Untersuchung dieser Frage wurde ein standardisiertes Tiermodell in der Ratte entwickelt,
das die in vivo Wirkung von lokal applizierten angiogenetischen Faktoren auf die Gefél3neubil-
dung in ischamischen Geweben gewdhrleistet. Die Quantifizierung erfolgte Uber die Messung
der lokalen Gefél3neubildung im Sinne der indirekten Revaskularisierung.

Das Tiermodell ist zur Abschétzung der Potenz angiogenetischer Faktoren fir den therapeuti-
schen Einsatz bel indirekten Revaskularisierungsverfahren anwendbar. Zur Minimierung in-
terindividueller Unterschiede wurden nur mannliche Lewis Inzuchtratten des gleichen Stammes
und gleichen Alters verwendet.

Im 1. Teil der Sektion | wird im standardisierten Rattenmodell die Stimulation der Gefal3-
neubildung in vivo Uber einen Zeitraum bis 70 Tage nach Ischamieinduktion und lokaler Appli-
kation von Angiogenin verfolgt und quantitativ ausgewertet.

Im 2. Tell der Sektion | werden im standardisierten Rattenmodell die Dosis-Wirkungs-
beziehungen von Angiogenin und bFGF bezlglich ihrer angiogenetischen Potenz 7 Tage nach
lokaler Applikation quantitativ untersucht.
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Sektion 11

Wie in vitro Untersuchungen an Endothel zelIkulturen zeigten, haben viele angiogenetisch wirk-
same Faktoren direkte und indirekte Wirkungen auf Endothelzellen, die sich im wesentlichen
auf drei Eigenschaften der Endothelzellen auswirken:

1. Erhohung der der Migrationsfahigkeit der Endothel zellen,
2. Erhdhung des zelluléren Stoffwechsels und Stimulation der Zellteilung und
3. Verstarkung der Adhésion an geeigneten Oberfléchen.

Wie neue Untersuchungen der Arbeitsgruppe um Deutsch in Wien ergaben, fuhrt die angioge-
netische Beschichtung von synthetischen Gefél3prothesen aus PTFE in vitro zu einer schnellen
und effektiven Endothelialisierung der Prothese mit kultivierten Endothelzellen, die dann die
Biokompatibilitét der Prothesen in vivo deutlich verbessern. Um die Wirkung angiogenetischer
Beschichtungen von Gefél3prothesen zu testen, wird in dieser methodischen Sektion |1 der Ar-
beit ein Tiermodell bel White New Zealand Kaninchen vorgestellt, dal3 zur in vivo Testung der
Offenheitsrate schmallumiger Gefél3prothesen (A 2—4 mm) geeignet ist. Die Beschichtung die-
ser kleinkalibrigen Gefal3prothesen mit Matrixfaktoren und Angiogesefaktoren (Angiogenin,
bFGF, Heparin) erfolgte mit einer neu entwickelten Methode. Erste Ergebnisse Uber die Offen-
heitsrate derart beschichteter 2 mm PTFE-Gefad3prothesen werden im Kaninchenmodell vorge-
stellt.

Sektion 11

Im letzten methodischen Block dieser Arbeit wird die in vitro Phosphorylierung von Angio-
genin durch Proteinkinase C (PKC) standardisiert und optimiert. Die Charakterisierung und
Reinigung des phosphorylierten Proteins wird dargestellt. Die Herstellung und Untersuchung
phosphorylierten Angiogenins wurde intensiv bearbeitet, da PKC in viele zelluldre Informati-
onsprozesse (second messenger, signaling process) involviert ist (Huang, 1990). Besondere
Bedeutung scheint der PKC in der Informationstibertragung von extra- nach intrazellulér zuzu-
kommen (Kikkawa et Nishizuka, 1986; Kikkawa et a., 1989; Sung et a., 1994). Bei der Inter-
aktion zwischen bFGF und Bestandteilen der extrazelluléaren Matrix (Collagen 1) ist die PKC
in den Prozel der Herunterregulierung der Expression von Collagen Il involviert (Bradham et
al., 1994). PKC ist neben der Stimulierung vieler "sgnalling” Prozesse auch in hemmende Me-
chanismen mit Blockierung der Signal-Transduktion als ein Teil eines Rickkoppel ungsmecha-
nismus ("feedback™") eingebunden (El-Fakahany et a., 1988). Der Nachwels einer entsprechen-
den Aminosduresequenz in der Struktur des Angiogenins, die as Substrat zur
Phosphorylierung durch PKC geeignet ist, flhrte zu der Vermutung, dal3 PKC und Angiogenin
maoglicherweise in dieselben second messenger Prozesse involviert sind. Um die Rolle und
Funktion phosphorylierten Angiogenins zu untersuchen, war ein gangbarer Weg phosphory-
liertes Angiogenin in vitro in einem Phosphorylierungsansatz mit PKC herzustellen.
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3. FRAGESTELLUNG

Zur quantitativen Untersuchung der Rolle und Bedeutung angiogenetisch wirksamer Faktoren
bei der indirekten Revaskularisation (Angiogenese) ischamischer Gewebe unter besonderer
Berlicksichtigung des Angiogenins war die Aufgabe ein standardisiertes Modell zu entwickeln.
Der erste Teil dieser Arbeit ist diesem Thema gewidmet. Zur Verbesserung der Biokompatibi-
l& synthetischer, kleinkalibriger Gefél3prothesen war eine Methode zur angiogenetischen Be-
schichtung von Prothesen zu entwickeln und ein geeignetes Tiermodell zur in vivo Testung der
"patency rate" der Prothesen zu standardisieren. Diesen Aufgaben wird im zweiten Teil der
Arbeit Rechnung getragen. Zur Verbesserung des Versténdnisses der molekularen Wirkungs-
mechanismen, die der Interaktion von Angiogenin mit Endothelzellen zugrundeliegen, wird
eine Methode zur Herstellung und Reinigung phosphorylierten Angiogenins standardisiert und
beschrieben unter Verwendung von Proteinkinase C, einem Enzym, das in vivo fir viele extra-
intrazellulére Signal Ubertragungen und sog. "second messenger” Prozesse auf zellulérer Ebene
eine zentrale Stellung einnimmt. Anhand der in den drel Sektionen standardisierten Verfahren
soll folgenden Fragen nachgegangen werden:

1. Ist die Wirkung angiogenetischer Faktoren in einem standardisierten Tiermodell quantifi-
Zierbar?

2. Welche Langzeitwirkung hat Angiogenin in vivo bel der Revaskularisierung ischémischer
Gewebe im standardisierten Tiermodel|?

3. Uber welchen Zeitraum lassen sich im standardisierten Tiermodell in vivo angiogenetische
Effekte von lokal appliziertem Angiogenin nachweisen?

4. Gibt es fir die angiogenetische Wirkung von Angiogenin und bFGF in vivo eine Dosis-
Wirkungsbeziehung?

5. Sind Angiogenin und bFGF in ihrer angiogenetischen Potenz gleich? Wenn nicht, worin
unterscheiden siesich?

6. Lassen sich die angiogenetische Wirkung von bFGF und Angiogenin zur indirekten Vas-
kularisierung nutzen?

7. Sind angiogenetische Faktoren, insbesondere Angiogenin und bFGF alein oder in Kom-
bination zur Verbesserung der Biokompatibilitét schmallumiger, synthetischer, nicht biolo-
gischer Gefal3prothesen geeignet?

8. Ist mit angiogenetisch beschichteten Gefal3prothesen eine Endothelialisierung der Prothese
invivo und in situ moglich?

9. Ist die Modifizierung des Angiogeninmolekils durch Phosphorylierung mit Proteinkinase
C invitro moglich?
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10. Mit welchen Methoden &3 sich phosphoryliertes Angiogenin nachweisen?

11. Welche Methoden sind geeignet phosphoryliertes Angiogenin zu isolieren und zu reini-
gen?

12. Stellt die Phosphorylierung von Angiogenin durch PKC méglicherweise eine physiologi-
sche Resktion in der Wirkungskette von Angiogenin dar?
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4, SEKTION I:

Quantitative Untersuchung zur Stimulierung der indirekten
Revaskularisierung ischamischer Gewebe durch Wachstumsfaktoren
im standardisierten Tiermodell an der Ratte

4.1  Vorbemerkungen

I schamische Bedingungen in Iebenden Geweben erzeugen eine Kapillarproliferation und An-
giogenese (Olivetti et a., 1989; Phillips et Knighton, 1990; Marx, 1987; D'Amore et Thomp-
son, 1987). Der Mechanismus der Angiogenese unter ischamischen Bedingungen und die
beteiligten angiogenetischen Faktoren sind bisher nicht ausreichend bekannt. Mdglicherweise
sind einige Schltissel substanzen zur Induktion von Gefal3neubildungen sogar auf Abruf in der
extrazelluléren Matrix gelagert und werden im Falle der Schadigung am Ort der Verletzung
freigesetzt, wie die angiogenetische Aktivitét traumatisierter Skelettmuskel vom Kaninchen
vermuten 183t (Phillips et a., 1990). Viele angiogenetische Faktoren konnten gereinigt und
biochemisch charakterisiert werden. Sie induzieren die Angiogenese in Form des Wachstums
neuer Blutgeféle im Huhnerchorionallantoismembrantest (CAM-Assay) und im Kaninchen-
hornhauttest (Folkman et Klagsbrun, 1987; Tomasi et al., 1990). Die Angiogenese ist ein be-
deutender Faktor in der embryonalen Organentwicklung (Folkman et Klagsbrun, 1987). Aber
auch bei erwachsenen Individuen kommt die Angiogenese, alerdings in streng regulierter
Form und zeitlich eng begrenzt vor, z. B. in Kombination mit der Wundheilung und Kno-
chenbruchheilung. Eine Ausnahme stellt das weibliche Fortpflanzungsorgan dar. Wéhrend
der periodischen Follikel-Corpus luteum Entwicklung und der sich entwickelnden Plazenta
wahrend einer Schwangerschaft findet regelméllig eine Neovaskularisation und Angiogenese
statt (Burgess et Maciag, 1989). Im Gegensatz zu diesen physiologischen Prozessen steht die
Angiogenese bei pathologischen Vorgéangen, wie zum Beispiel dem Tumorwachstum, der
diabetischen Retinopathie, dem rheumatoiden Krankheitskreis und den okklusiven Geféf3er-
krankungen. Bei diesen pathologischen Prozessen ist die Gefal3neubildung ein haufiges Er-
eignisim Gegensatz zu dem sonst unter normalen physiologischen Bedingungen streng regu-
lierten Prozef3. R&umlich ausgerichtete Gefal3neubildung konnte in situ in der PeritonealhGhle
von Ratten studiert werden. Nach der Implantation von Gelatine und saurem Fibroblasten-
Wachstumsfaktor (aFGF) beschichteten Schwammen wurde eine anhaltende Gefal3neubil-
dung in dreidimensionaler Ausrichtung bis zu 4 Wochen beobachtet (Burgess et Maciag,
1989). Um den Langzeiteffekt von Gefél3neubildungen (Angiogenese) zu untersuchen, wur-
den vor Ort nicht absorbierbare solide Polymere mit guter Gewebevertréglichkeit wie z. B.
expandiertes Polytetrafluordthylen (ePTFE) eingesetzt (Thompson et al., 1988). Die ePTFE-
Fasern wurden mit Komponenten der extrazelluldren Matrix und zusétzlich mit aFGF be-
schichtet. Mit dieser Kombination konnte eine stabile, réumlich ausgerichtete Neovaskulari-
sation in der Peritonealhthle von Ratten erzeugt werden (Thompson et al., 1988). Mit dem
Wissen, dal3 extra-zelluldre Matrixsubstanzen wie z. B. Collagen | notwendig sind, um die
Migration und Anheftung von Endothelzellen zu unterstiitzen (Furcht, 1986; Delvos et a.,
1982; Montesano et al., 1983), wurden in unserem Tiermodell Collagen | beschichtete
ePTFE-Fasern als solide Leitschiene benutzt. Angiogenin ist ein einstréngiges Protein, das
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zuerst aus in Zellkultur gezlichteten menschlichen Adenokarzinom-Zellinien (HT-29) isoliert
wurde (Fett et al., 1985). Angiogenin wurde auch im menschlichen Blutplasma gesunder
Probanden nachgewiesen (Shapiro et al., 1987). Angiogenin hat ein Molekulargewicht von
14400 Dalton und besteht aus 123 Aminosauren. Die Aminosdurensequenz ist zu 35 %
identisch mit den Pankreasribonukleasen (Vallee et Riordan, 1988). Angiogenin zeigte sich
im CAM-Assay und Kaninchenkorneatest als potenter Stimulator der Gefal3neubildung in vi-
Vo (Shapiro et al., 1987; Fett et al., 1987). In Endothel zellkulturen konnte eine starke spezi-
fische Bindung von Angiogenin an Endothelzellen verschiedener Herkunft nachgewiesen
werden (Badet et al., 1989). Ein weiterer Hinweis, dal3 Angiogenin direkt mit den Endothel-
zellen interagiert, stellte der Nachweis eines 42-kDa endothelialen Zellmembranproteins dar,
daid spezifisch Angiogenin bindet (Hu et a., 1991). Wie weitere Untersuchungen ergaben,
handelt es sich dabei um Aktin (Hu et a., 1993). An der Zelloberflache von Endothelzellen in
Ze lkultur wurde Aktin als Membranprotein nachgewiesen (Moroianu et al., 1993).

Der basische Fibroblasten-Wachstumsfaktor (bFGF) ist ein Mitogen, der in viele proliferative
Prozesse involviert ist und nicht nur angiogenetisch wirkt (Gospodarowicz et al., 1986; Dono
et Zdller, 1994). Die angiogenetische Potenz von bFGF as Mitogen fur endotheliale Zellen in
vitro und in vivo ist gesichert (Gospodarowicz et al., 1986; Thomas et Gimenez-Gallego,
1986; Thompson et al., 1989). Auch konnte das Mitwirken von bFGF im Prozef3 der Wund-
heilung, vor alem seine Fahigkeit die Wundheilung zu beschleunigen, eindeutig nachgewiesen
werden (Davidson et al., 1988). Die Bildung von Granulationsgewebe ist eine Kombination
von Fibroblastenproliferation und Neovaskularisation. Die Neovaskularisation wird als der
limitierende Schritt in der Wundheilung angesehen. Re-Endothelialiserung von denudierten
Rattenarterien konnte durch bFGF stimuliert werden und resultierte in einer erhdhten Replika-
tionsrate endothelialer Zellen (Lindner et al., 1989; Lindner et a., 1990). Die Bindung von
bFGF an Substanzen der extrazelluldren Matrix und deren Freisetzung von dort zur Stimulie-
rung der Angiogenese werden bel Baskin et al., (1989) beschrieben. Unter ischéamischen Be-
dingungen scheint bFGF eine bedeutende Rolle in der Interaktion mit den Angiogenesefakto-
ren zu spielen, wie Untersuchungen im neuronalen Zellbereich nachweisen konnten (Endoh et
al., 1994). Fir die Angiogenese im Rahmen des Wachstums von Tumoren wird fur bFGF
ebenfalls eine bedeutende Rolle diskutiert (Li et a., 1994). Die indirekte Revaskularisierung
von Randzonen gestielter Lappen konnte bel Ratten durch die Gabe von bFGF stimuliert wer-
den (Ishiguro et al., 1994).

4.2 Tiermodell

Als Tierspezies fur die Untersuchungen wurden Ratten ausgewahlt, weil sie die Durchfiihrung
grofRer Versuchsserien unter standardisierbaren Bedingungen erlauben. Durch die Verfugbar-
keit von Inzuchtstdmmen aus kontrollierter Zucht lassen sich die interindividuellen Unter-
schiede im Versuchskollektiv reduzieren. Im vorliegenden Tiermodell wurden mannliche Le-
wis Inzuchtratten des gleichen Stammes und gleichen Alters verwendet. Zur Erzeugung einer
Ischdmie wurde die A. femorais einschliefdich der Femoralishifurkation freiprapariert
(ABB. 1) und auf 1 cm Lénge an beiden Rattenhinterléufen reseziert. Die Gefal3stimpfe wur-
den zur Vermeidung von Blutungen sorgfdtig ligiert. Als Leitschiene und Orientierungsmerk-
mal zur Beurteilung der Angiogenese diente ein 1 cm langer expandierter Poly-Tetra-
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Fluor-Athylen-Faden (ePTFE) der Starke 6x0 (d = 0,23 mm), der mit Matrixfaktoren
und/oder angiogenetischen Proteinen beschichtet und an Stelle des resezierten Gefalies inter-
poniert wurde (ABB. 2). Nach verschiedenen Zeitintervallen wurde das Gewebe mit Formalin
fixiert. Es wurden Gewebsschnitte orthograd zum implantierten PTFE-Faden hergestellt. Die
Anzahl der GefalRe wurde im Radius von 0,575 mm um den Faden, einer Flache von ca. 1 mm??
entsprechend, unter Projektion eines geeichten, metrischen Rasters auf das Préparat bei 100-
facher Vergrof3erung unter dem Mikroskop ausgezahit.

4.3  Untersuchung der Langzeiteffekte von Angiogenin
4.3.1 Material und Methoden
4.3.1.1 Beschichtung der PTFE-Faden mit Collagen | und Angiogenin

Sterile 6-0 ePTFE-F&den, Durchmesser 0,23 mm (Goretex von der Fa. Gore Incorperation)
wurden in 1 cm lange Stiicke geschnitten und in 0,01 %-iger steriler Collagen 1-Losung in 0,1
M Essigsdure fur 24 Stunden bel Zimmertemperatur eingelegt (Collagen | aus Kalbshaut von
Sigma Chemical Corporation). Anschlief3end wurden die einzelnen Faden luftgetrocknet und
3x mit sterilem pyrogenfreien Wasser (Fa. Travenol) gewaschen, um verbliebene Essigsdure
zu entfernen. Eine sterile wél¥rige Losung von 131,5 ng/ml menschlichem Angiogenin aus re-
kombinanten E. coli Bakterien (hergestellt von Hoechst AG) wurde angesetzt. Die 1 cm lan-
gen PTFE-Faden, die mit Collagen | vorbeschichtet waren, wurden 24 Stunden in die Angio-
geninlésung bel 4° C eingelegt. Die nassen PTFE-Fasern wurden dann in sterilen 1,5 ml
Eppendorf-Gefdien Uber Nacht lyophilisiert. Anschlief3end wurden die Eppendorf-Mikro-
geféle mit den beschichteten PTFE-Fasern bei 4° C im Dunklen bis zum Gebrauch gelagert.

4.3.1.2 Bestimmung der Angiogeninbindung an PTFE mit **JAngiogenin

Die Menge gebundenen Angiogenins an PTFE wurde mittels Bestimmung radioaktiv mar-
kierten Angiogenins (**JAngiogenin) durchgefiihrt. Zur radioaktiven Markierung des Angio-
genins wurde auf zwel verschiedene Methoden zurlickgegriffen:

a) Chloramin-T-Methode

Reagenzien:

0,1 M Natriumphosphatpuffer (NaP), pH 7,4

(Herstellung: Mische 1 Teil 0,1 M monobasisches Natriumphosphat NaH,PO, mit 4 Teilen 0,1

M dibasischem Natriumphosphat Na,HPO,. Reaktionsgefdle missen absolut Chlorid-frel
sein.)
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Chloramin T 4 mg/ml in NaP

Huhnereialbumin 1 mg/ml in NaP

Huhnereialbumin 10 mg/ml in NaP

Kaliumjodid 10 mg/ml in NaP

Natriummetabisulfit 2,5 mg/ml in NaP

125Jod, trégerfrei 1 mCi

10 pg Angiogenin in wassriger Lsung (so konzentriert al's moglich)
Sephadex G-25 Chromatographiesaule

Jodierung:

1. Waschen der G-25 Saule mit 25 ml NaP, 5 ml Huhnereialbumin (1 mg/ml) und nochmals
25 ml NaP.

2. Fuge 40 pl NaP zu dem **Jod ins Reagenzglas.

3. Pipettiere das Angiogenin in das Reagenzglas.

4. Fuge 25 W Chloramin T zu dem Reaktionsgemisch hinzu.

5. Stoppe die Reaktion nach 2,5 min. mit 100 pl Natriummetabisulfit. Pipettiere 100 m Ka-
liumjodid und 200 pl Huhnereiabumin (1 mg/ml) hinzu.

6. Trage die Probe auf die G-25 Séule und sammele das Eluat. 12 Tropfen/Fraktion, insge-
samt 11 Fraktionen.

7. DasJAngiogenin erscheint in den Fraktionen 2-3. Die Fraktionen, die mehr als 10 %
der Gesamtradioaktivitét enthalten, werden gepoolt. Ein aquivalentes Volumen Hihne-
reialbumin (10 mg/ml) wird zur stabilen Lagerbarkeit hinzugeftgt.

8. Das *JAngiogenin wird in 400 pl Portionen in bleigeschiitzten GeféRen bei —20°C im

Gefrierschrank gelagert.

b) Enzymobead®-Reaktion

Das Enzymobead®-Reagenz besteht aus immobilisierten Préparationen von Laktoperoxidase
und Glukoseoxidase unter Vorhaltung optimaler enzymatischer Aktivitét des Systems. Die
feste Phase, die die Laktoperoxidase und Glukoseoxidase tragt, besteht aus hydrophilen sph&
rischen Partikeln von einigen Mikrometern im Durchmesser. Flgt man einer Mischung von
Enzymobead®-Reagenz, Na'*J und Protein (hier Angiogenin) sowie Glukose hinzu, so er-
zeugt die immobilisierte Glukoseoxidase kontinuierlich eine kleine konstante Menge Wasser-
stoffperoxid (H,0,). Die Laktoperoxidase katalysiert im Austausch Uber die Reduktion des
Wasserstoffperoxids die Oxidation von radioaktiv-markiertem Jodid zu molekularem Jod, das
mit dem Protein (Angiogenin) reagiert unter Bildung eines Radiojod-Proteinkomplexes.

Reagenzien:

Enzymobead®-Reagenz von BIORAD Chemical Division
[3-D-Glukose 1 %
0,2 M Phosphat Puffer pH 7,2
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10 pl <=> 80 ng humanes Angiogenin (hergestellt aus rekombinanten Baby-Hamster-Nieren-
Zéllen) in wéassriger Losung 8 pg/ml
1,0 mCi Na'J

Jodierung:

1. Rehydriere das Enzymobead®-Reagenz durch Zugabe von 50 pl aqua dest. mindestens 1
Stunde vor dem Gebrauch. Lagerung bei 4° C.

2. Stelleene 3-D-Glucoseldsung 1 % her.

3. Pipettiere zum gel dsten Enzymobead®-Reagenz:

0,2 M Phosphat Puffer pH 7,2 50
Waéssrige Angiogeninl ésung 8ug/mi 0
1,0 mCi Na'®J 0
3-D-Glukose 1 % 25

4. Mische die Reagenzien. Die Jodierung verléuft bei Zimmertemperatur in ca. 25 min. Zur
Entfernung des Enzymobead®-Reagenz zentrifugiere fiir 10 min. bei 1000 x g und dekan-
tiere den Uberstand sofort. Trage den Uberstand zur weiteren Separation auf eine Bio-
GeR P-6DG Gdifiltrationssaule auf.

5. Die Fraktionen, die mehr als 10 % der Gesamtradioaktivitdt enthalten, werden gepoolt.
Ein aquivaentes Volumen Huhnereiabumin (10 mg/ml) wird zur stabilen Lagerbarkeit
hinzugefugt.

6. Das JAngiogenin wird in 400 W Portionen in bleigeschiitzten Gefélien bei —20 °C im
Gefrierschrank gelagert.

¢) Versuchsanordnung zur Bindung von **J-Angiogenin an 6x0 ePTFE-Faden
1. Bindung von **J-Angiogenin hergestellt nach der Chloramin-T-Methode:

1253 Angiogenin 1,68 pg/ml (Standard nach Chloramin-T-Methode)

Aus dem Standard wird eine Verdinnungsreihe hergestellt mit ‘**JAngiogenin-Konzen-
trationen von 8,4 ng/ml, 16,8 ng/ml, 42 ng/ml, 84 ng/ml und 168 ng/ml.

1cm lange Collagen I-beschichtete 6x0 ePTFE-Faden werden 24 Std. in 0,2 ml der jewelli-
gen'®JAngiogeninlosung aus der Verdinnungsreihe bei Raumtemperatur eingelegt, so dal?
der Faden im 0,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefél3 vollstdndig in die Angiogeninldsung eintaucht.
Nach 24 Std. wird die **JAngiogeninlésung entfernt und der PTFE-Faden 4x mit 0,2 ml
HBSS gesplilt.

Die PTFE-Faden werden in 10 ml Chem-Tubes plaziert, 1 ml HBSS hinzupipettiert und 5 min.
bei 5000 x g zentrifugiert.

Alle Proben werden in einem g-Zéhler (Micromedic 4/600 plus Automatic Gamma Counter)
gemessen. Die gemessene g-Aktivitdt wird as IPM angegeben. Als Referenzproben dienen
0,2 ml der jeweiligen **JAngiogeninlosung aus der Verdinnungsreihe plus 1 ml HBSS in
10 ml Chem-Tubes, 5 min. bel 5000 x g zentrifugiert. Deren gemessene Aktivitdt wird als
100 %-Referenzwert zugrundegel egt.



SEKTION | 19

2. Bindung von ***J-Angiogenin hergestellt nach der Enzymobead®-Reaktion:

1253 Angiogenin 8 pg/ml (Standard nach Enzymobead®-Reaktion)

Aus dem Standard wird eine Verdinnungsreihe hergestellt mit ‘*JAngiogenin-Konzen-
trationen von 100 ng/ml, 200 ng/ml, 500 ng/ml und 1000 ng/ml.

Die weiteren Versuchsschritte entsprechen dem unter Jodierung mit der Chloramin-T-Me-
thode im vorhergehenden Absatz beschriebenen Verfahren.

4.3.1.3Tierversuch
Versuchstiere;

65 mannliche Lewis Inzuchtratten (Gewicht: 300-350 g, Alter: ca. 10 Wochen) wurden von
der Charles River Company in MassachusettUSA bezogen. Alle Tiere wurden unter einem
regelméldig 12-stiindlich wechselnden Tages-Nachtrhythmus gehalten. Die Ratten konnten
Futter und Wasser nach Belieben zu sich nehmen. Vor Versuchsbeginn wurde den Tieren eine
Aklimatisationzeit an die neue Umgebung von 7 Tagen gewahrt.

Vorbereitung der Versuchstiere:

Zur Narkotisierung der Tiere wurde Ketamin-HCl 40 pg/kg Korpergewicht intramuskulér
(Ketaset von Aveco Co.) und Acerpromazin-Maleat 1 pg/lkg Korpergewicht intramuskulér
(von TechAmerica) gegeben. Alle Tierexperimente wurden unter strikter Beachtung der
Richtlinien fur Tierexperimente der Harvard-Universitét in Boston/MA und des National In-
stitutes of Health durchgefiihrt. Die Zuordnung der Tiere zu den einzelnen Versuchsgruppen
erfolgte zufdlig.

In Narkose wurde das Abdomen einschliefdlich beider Leistenregionen der Tiere mit einem
Elektrorasierer vom Fell befreit. In Rickenlage wurden die Tiere auf eine Korkplatte an Vor-
der- und Hinterldufen mit gepolsterten Gummibandagen fixiert. Die geschorene Haut im Be-
reich der Op.-Felder wurde desinfiziert durch 3-maliges Abwaschen mit einer JodlGsung.

Antibiotikaprophylaxe:
Direkt vor Beginn des chirurgischen Eingriffes erhielt jedes Tier eine Einzeldosis von 10 pg/g
Korpergewicht Ampicillin (Polyflex der Fa. Bristol Lab.) intraperitoneal.

Chirurgisches Vorgehen:

Alle chirurgischen Préparationen wurden unter sterilen Bedingungen durchgefihrt. Zur In-
duktion der Ischamie in den Rattenhinterbeinen wurde eine longitudinale Hautinzision in
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beiden Leistenregionen durchgefiihrt. Die Femoralarterie wurde dargestellt und freiprapariert,
ohne die benachbarten Strukturen (Venen, Nerven) zu tangieren (ABB. 1).

Auf einer Lange von 1 cm wurde die Femoralarterie, einschliefdlich der Aufgabelung in die
Arteria profunda femoris, reseziert. Unter Ligatur der Gefél3stimpfe mit 4x0 Seidenfaden (Fa.
Ethicon) und Einknoten eines 1 cm langen praparierten ePTFE-Fadens wurde der Defekt
Uberbriickt unter sorfaltiger Vermeidung von Blutungen (ABB. 2). Beendet wurde die Opera-
tion mit dem Wundverschluf3, der mit einer fortlaufenden atraumatischen 4x0 Prolene-Naht
(Fa. Ethicon) durchgefiihrt wurde.

4.3.1.4 Auswertung
Gewebepréparation:

7, 14, 28, 42 und 70 Tage nach dem chirurgischen Eingriff wurden die Ratten der jeweiligen
Gruppe (4 Ratten = 8 Beine in der jeweiligen Kontrollgruppe, 4 Ratten = 8 Beine in der Col-
lagen | Gruppe und 5 Ratten = 10 Beine in der Angiogeningruppe) erneut narkotisiert und eine
Langslaparotomie mit Freipraparation der abdominalen Aorta durchgefiihrt. Die abdominae
Aortawurde dann mit einer 23G Buitterfly-Kantle punktiert und die in der abdominellen Aorta
einliegende Nadel Uber eine Ligatur fixiert. Nach Gabe einer letalen Dosis Ketamin direkt in-
trakardial wurden 50 ml einer 10 %-igen Phosphat-gepufferten Formalinlésung (Fisher Scien-
tific) Uber die in der abdominellen Aorta einliegende Butterfly-Kanile unter einem kontinuier-
lichen Druck von 100 mm Hg Uber einen Zeitraum von 30 Minuten mittels Perfusor infundiert.
Der Ruckstrom in die thorakale Aorta und die oberen Abdominalorgane wurde durch Ligatur
der abdominellen Aorta direkt kranial der einliegenden Butterfly-Kantle verhindert. Das fi-
xierte Gewebe aus beiden Rattenoberschenkeln wurde en bloc in Form eines Gewebszylinders
von 1,5 x 0,5cm um den implantierten 1 cm langen 6 x 0 PTFE-Faden enthnommen. Jeder
Gewebszylinder wurde orthograd in 3 verschiedenen Ebenen (proximal, media und distal)
mikroskopisch geschnitten und in Paraffinwachsbl 6cke eingebettet.

Die Standardfarbung der Praparate erfolgte mit Hamatoxylin-Eosin zur lichtmikroskopischen
Untersuchung. Resorchin- van Gieson- Farbungen wurden von zusétzlich geschnittenen Pr&
paraten angefertigt.

Mikroskopie und Dokumentation:

Die Auswertung der Praparate erfolgte as quantitative Bestimmung der Geféal2e mit Hilfe ei-
nes Leitz- Lichtmikroskopes (Orthoplan) bei 100- facher Vergroferung. Die ABB. 4A zeigt
ein mikroskopisches Préparat aus der Kontrollgruppe 07 Tage nach der erzeugten Ischémie
und der Implantation eines 1 cm langen 6x0 ePTFE-Fadens. Die Auszéhlung erfolgte durch
Projektion eines metrischen Gitternetzes auf das jeweilige zu untersuchende Préparat. Der
mikroskopische Bildausschnitt wurde bel dem jeweiligen Praparat auf den orthograd ange-
schnittenen 6x0 PTFE-Faden zentriert (sehe W in ABB. 4A). Alle angeschnittenen GefaRe mit
einem Durchmesser zwischen 5 um und 300 pum, die die in der TABELLE 1 aufgelisteten
Kriterien fur eine Gefal3struktur erfillten, wurden innerhalb eines Radius r = 0.575 mm
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(entspricht dem 2,5-fachen Durchmesser des 6x0 ePTFE-Fadens d = 0,23 mm) um den zen-
trierten Faden ausgezahlt.

Die ausgezahlte Kreisflache betragt: p x r2=1,04 mn?  (Formel 1).

Die FHéche gewebefreier Planquadrate des Gitternetzes wurde als Leerfléche von der ausge-
zahlten Gesamtflache abgezogen.

1. Durchmesser > 5 pm (obligat)
2. Endothel zelldhnliche innere GefalRauskleidung (obligat)
3. Intraluminal verbliebene rote Blutkorperchen (optional)

TABELLE 1:
| dentifikationskriterien fir eine Geféldstruktur am mikroskopischen Préparat.

Jedes mikroskopische Préparat wurde 2x ausgezahlt bei einer tolerierten Abweichung £ 10 %.
Die gezéhlten Gefél}e wurden entsprechend ihrem Durchmesser 4 Klassen zugeordnet. Die
Klasseneinteilung erfolgte wie in TABELLE 2 dargestellt:

Kategorie 1: Kapillaren 5-10 pm
2: Prékapillaren > 10-50 pm
3: Arteriolen > 50-150 pm
4: Kleine Arterien > 150-300 pm

TABELLE 2:
Klassifizierung und Einteilung der Geféf3e in Anlehnung an Hudlicka et Tyler, (1984); Lash et Bohlen, (1987)
und Wiedeman, (1968).

Statistik:

Zur datistischen Auswertung der Ergebnisse wurde mit einem IBM-kompatiblen PC der
Scheffe-Test (Anova SAS) verwendet, weil er auch bei Stichproben mit ungleichem Stichpro-
benumfang anwendbar ist. Als Testvoraussetzungen gelten die Unabhéngigkeit der Stichpro-
ben und die Normalverteilung der Zufallsvariablen in den einzelnen Gruppen. Bel der Untersu-
chung handelt es sich um eine dreifaktorielle Varianzanalyse mit insgesamt 15 verschiedenen
Faktorstufen:

Stufe 01-05: Angiogeningruppe 07, 14, 28, 42 und 70 Tage nach OP.
Stufe 06-10: Collagengruppe 07, 14, 28, 42 und 70 Tage nach OP.
Stufe 11-15: Kontrollgruppe 07, 14, 28, 42 und 70 Tage nach OP.
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Merkmal (Variable) war die GefaRdichte (Anzahl/mm?) der Kapillaren, Prékapillaren, Arte-
riolen und kleinen Arterien.

Das Signifikanzniveau a fur den Fehler 1. Art wurde mit 5 % (Irrtumswahrscheinlichkeit p £
0,05) festgelegt.

Es wurden jeweils Paarvergleiche zwischen den 15 Faktorstufen durchgefihrt. Ziel der Analy-
se war, den Einfluf3 der 15 Faktorstufen auf das Merkmal Gefalidichte zu prifen.

4.3.2 Ergebnisse

Bel der Beschichtung der ePTFE-Faden mit Collagen | als Matrixfaktor und Angiogenin as
angiogenetischem Faktor nach der oben genannten Methode (Abschnitt 4.3.1.1) blieb die bio-
logische, angiogenetische Potenz und Aktivitét der Faktoren erhalten, wie die erhaltene Féhig-
keit zur Induktion und Stimulierung der Angiogenese im CAM-Assay und Kaninchen-
korneatest eindeutig zeigte.

1253 Angiogeninbindung an ePTFE:

Die Bindung von Angiogenin an Collagen I-beschichtete ePTFE-Faden wurde mit 2J-
Angiogenin bestimmt. Die Bindungskurven von **JAngiogenin sind in der ABB. 3A (Chlo-
ramin T-Methode) und in der ABB. 3B (Enzymobead®-Reaktion) dargestellt. Dabei erwies
sich die Jodierung von Angiogenin mit der Enzymobead®-Reaktion als schonender aber dafur
weniger effektiv im Vergleich zur Jodierung nach der Chloramin T-Methode. Bei einer Angio-
geninkonzentration von 131,5 ng/ml in der Coating-L 6sung wurden nach der Bestimmung mit
der Chloramin T-Methode 1,9 ng Angiogenin pro cm 6x0 ePTFE-Faden adsorbiert. Nach der
Enzymobead®-Reaktion betrug die Bindung von Angiogenin nur 0,9 ng pro cm 6x0 ePTFE-
Faden. Die Vorbehandlung der ePTFE-Faden mit Athanol zur Erhéhung der Hydrophilie von
PTFE vor der Beschichtung mit Collagen | und Angiogenin zeigte bei Angiogeninkonzentra-
tionen der Coating-Losung >200 ng/ml sogar eine geringere Bindung von Angiogenin an
PTFE (ABB. 3B) , asdie nicht mit Athanol vorbehandelten PTFE-Faden.

Klinischer Verlauf:

Alle 65 operierten Ratten erholten sich schnell von der Narkose und der Operation. Trotz der
initial erheblichen Ischdmie im Bereich der Rattenhinterlaufe traten bei keinem der Tiere
Wundheilungsstérungen oder Nekrosen auf. Alle OP-Wunden verheilten primér. Bel keinem
der Tiere wurde im Bereich der Rattenhinterbeine eine Parese oder eine Plegie beobachtet. 4—
6 Stunden nach der Operation hatten sich alle Tiere soweit erholt, daf? sie sich normal beweg-
ten und ein unauffalliges Verhalten zeigten. Alle Tiere erlebten den vorbestimmten Zeitpunkt
des Versuchsendes (reichend von 07 bis 70 Tage nach Induktion der Ischamie) bei guter all-
gemeiner Gesundheit und normalem Verhalten.
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Mikroskopie:

In den ABB. 4-9 sind exemplarisch mikroskopische Préparate der angefertigten histologischen
Schnitte bel 100-facher Vergrofierung fotografiert. Die pordse Struktur des PTFE-Fadens ist
sehr gut zu erkennen (ABB. 4, 5). Ein Vergleich der beiden verwendeten Farbemethoden
(Hamatoxylin-Eosin, Resorchinfuchsin- van Gieson) ergab keine fur die Auswertung bedeut-
samen Unterschiede (ABB. 4, 5). Beide Farbungen ermdglichten ein eindeutiges Identifizieren
der Gefal3strukturen, wie die Abbildungsbeispiele (ABB. 4-9) zeigen. Beim Schneiden und
Fixieren der Préparate traten vereinzelt Artefakte auf. Gewebeverbande |6sten sich voneinan-
der (ABB. 4C). Tellweise faltete sich das PTFE auf der Schnittflache ein (ABB. 6A, 8). Die
Gefal3strukturen liefRen sich gut anhand der in der TABELLE 1 und 2 aufgelisteten Kriterien
identifizieren und kategorisieren. Vereinzelt fanden sich in den Gefaldumina noch Erythro-
zyten (ABB. 4C).

Quantitative Resultate:

Von den 130 Gewebsproben wurden 390 mikroskopische Praparate angefertigt. 72 % der 390
mikroskopischen Préparate (N = 281) konnten ausgezahlt und statistisch ausgewertet werden.
Bel den fehlenden 28 % war eine Auswertung nicht moglich, weil entweder der PTFE-Faden
im mikroskopischen Praparat nicht zu orten war (17 %), zu wenig Gewebe im Schnittpréparat
vorhanden war (7 %), oder technische Mangel (4 %) eine Beurteilung des Praparates nicht
zuliel3en. Die Mittelwerte der ausgezahlten Gefél3e (Gesamtzahl, Kapillaren, Prakapillaren)
sind in der TABELLE 3 zusammengestellt. Die Gesamt-GefaRdichte von 144/mm? in der An-
giogeningruppe (Beschichtung: Collagen | + 1,9 ng Angiogenin) 07 Tage nach Erzeugung der
Ischdmie war nach dem Scheffe-Test signifikant hoher (p £ 0,05) gegentber alen Kontroll-
gruppen (unbeschichteter PTFE-Faden), der Collagengruppe (Collagen-beschichteter PTFE-
Faden) 14 und 42 Tage nach Erzeugung der Ischdmie und der Angiogeningruppe 14 und 42
Tage nach Erzeugung der Ischémie (TABELLE 3; ABB. 10). Die Zahl der Kapillare/mm? in
der Angiogeningruppe 07 Tage nach Erzeugung der Ischamie (N, = 78/mm?) war nach dem
Scheffe-Test signifikant hoher (p £ 0,05) im Vergleich zu der Kapillardichte in alen anderen
Gruppen (TABELLE 3; ABB. 11). Alle anderen Vergleiche zwischen den Gruppen zeigten
nach dem Scheffe'-Test keine statistisch signifikanten Unterschiede. In der Gruppe der Préka-
pillaren war die Varianz so grof3, dal? eine statistische Aussage nicht moglich war. Die Anzahl
der Arteriolen und der kleinen Arterien wurde aufgrund ihrer geringen Anzahl in den Prépa-
raten statistisch nicht ausgewertet. In der ABB. 12 wurde das Verhdtnis von Kapilla-
ren/Prékapillaren in Prozent dargestellt. Als 100 % Bezugswert diente die Gesamtge-
falkanzahl/mm? in der jeweiligen Gruppe:

Beispid 1
Angiogeningruppe 07 Tage nach Ischamieinduktion: GesamtgefaRanzahl 144/mm? = 100 %,
Kapillaren 78/mm? = 54,17 %, Prakapillaren 65/mm? = 45,14 % (ABB. 12);
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Beispid 2
Collagengruppe 28 Tage nach Ischamieinduktion: GesamtgefaRanzahl 101/mm? = 100 %, Ka-
pillaren 27/mm? = 26,73 %, Prékapillaren 73/mm? = 72,28 % (ABB. 12).

In der ABB. 13 sind die Kapillaren pro mm? bzw. die Anzahl der Prékapillaren pro mnv gra-
phisch dargestellt.

Tage Kontrollen Collagen Gruppen Angiogenin Gruppen
Post OP Gefale pro mm? Gefale pro mm? Gefale pro mm?
Gesamt | Kapil- | Prékapil- | Gesamt | Kapil- | Prékapil- | Gesamt Kapil- Préka-
laren laren laren laren laren pil-laren
07 84 25 59 123 36 87 144* 78** 65
14 97 39 52 95 31 62 61 24 35
28 67 31 35 101 27 73 130 45 83
42 78 33 45 81 20 60 96 38 56
70 96 38 56 100 19 79 136 41 93
TABELLE 3:

Mittelwerte der Gesamtgefafizahl, der Prakapillaren und der Kapillaren pro mm? in den einzelnen Versuchs-
gruppen 07—70 Tage nach Induktion einer Ischdmie im Bereich der Rattenhinterldufe. In den Kontroll-
gruppen wurden 1cm lange unbehandelte 6x0 PTFE-Faden implantiert. In den Collagengruppen waren
die PTFE-Faden mit Collagen | beschichtet und in den Angiogeningruppen waren die 1cm langen
PTFE-Faden mit Collagen | und zusétzlich 1,9 ng Angiogenin beschichtet.

* — Die Gesamt-GefaRdichte von 144/mm? in der Angiogenin-Gruppe 07 Tage nach Erzeugung der Isché-
mie war nach dem Scheffe-Test signifikant (p £ 0,05) gegenlber allen Kontrollgruppen , der Collagen-
gruppe und der Angiogeningruppe, jeweils 14 und 42 Tage nach Erzeugung der Ischdmie.

** — Die Zahl der Kapillaren/mm? in der Angiogeningruppe 07 Tage nach Erzeugung der Ischéamie war
nach dem Scheffe'-Test signifikant héher (p £ 0,05) im Vergleich zu der Kapillardichte in allen ande-
ren Gruppen.
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4.3.3 Diskussion

Wie die Untersuchungen zur Bindungsfahigkeit von '*JAngiogenin an Collagen |-
beschichtete PTFE-Oberfléchen (ABB. 3A + B) zeigen, verléuft die Bindungskurve von An-
giogenin Uber einen weiten Konzentrationsbereich weitgehend linear. Dies trifft zu, sowohl fir
das *JAngiogenin, dem mit der Chloramin-T-Methode molekulares Jod angelagert wurde,
als auch fir die enzymatische Anlagerung molekularen Jods mit der Enzymobead®-Reaktion.
Uberraschend war die insgesamt sehr niedrige Bindung von Angiogenin an die mit dem Ma-
trixfaktor Collagen | beschichteten PTFE-F&den. Hierzu konnte bisher keine schltissige Erkl&
rung gefunden werden. Angiogenin ist sehr gut 16sbar und stabil in wassrigen Lésungen. All-
gemein hat es eine grof3e Tendenz, sich an Oberflachen anzulagern (z. B. Glas, Polyéthylen,
Polypropylen, Polystyren), wie eigene Untersuchungen zeigten. Deshalb ist die Lagerung von
Angiogenin in wal¥iger Lésung nur in hoher Konzentration (Proteinkonzentration > 1 mg/ml)
sinnvoll, weil sich sonst ein betréchtlicher Teil des Angiogenins an der Wand des Aufbewah-
rungsgefaies absetzt und haften bleibt, wie Adsorptions-Untersuchungen mit **J-Angiogenin
an verschiedenen Oberfldchen zeigten. Expandiertes PTFE ist ein porGses Material mit einer
hydrophoben Oberflache, waobei die Porositdt von der Fibrillenlange der Fasern (zwischen 20
und 90um) abhangt. Je langer die Fibrillenlange desto héher die Porositdt (Kogel et al., 1989).
Eine Vorbehandlung mit Alkohol fuhrt zu einer Erhdhung der Hydrophilie von PTFE und ver-
bessert die Biokompatibilitét (Trudell et al., 1978; Stronck et a., 1992). Bel der guten Was-
serlodichkeit von Angiogenin  sollte eine bessere Angiogeninbindung an Alkohol-
vorbehandeltes PTFE resultieren. Die Bindungskurve fiir »J-Angiogenin an Athanol vorbe-
handeltes PTFE (ABB. 3B) zeigt, dal3 bei hohen Angiogeninkonzentrationen sogar ein ge-
genteiliger Effekt auftrat. Die Bindung fur **>J-Angiogenin war geringer as bei unbehandeltem
PTFE. Die Aufbringung des Matrixfaktors Collagen I, der zumindest eine Verbesserung der
Biokompatibilitét der PTFE-Oberflache erwarten lief3, zeigte keinen positiven Effekt fir die
Adsorption von Angiogenin. Dies ist umso erstaunlicher, as Collagen | fir viele Angiogene-
sefaktoren, die in der extrazelluldaren Matrix gelagert und wahrscheinlich auch gebunden sind,
eine gute Trégersubstanz abgibt. Wie neuere Untersuchungen inzwischen gezeigt haben, ist
extrazelluldres Angiogenin in der Matrix und an der Endothel zelloberfléche an Aktin gebunden
(Hu et d., 1993).

Trotz Minimierung der interindividuellen genetischen Unterschiede zwischen den einzelnen
Tieren im Versuchskollektiv durch ausschliefdiche Verwendung méannlicher Ratten gleichen
Gewichtes und damit auch ungeféhr gleichen Alters aus ein und demselben Inzuchtstamm
zeigte sich, dal3 die Varianz der untersuchten Merkmale in den einzelnen Gruppen teilweise
erheblich war. Trotzdem lief3en sich Unterschiede feststellen, die teilweise sogar statistisch
signifikant sind. Bereits 1,9 ng lokal applizierten Angiogenins bewirkten in den ischdmischen
Rattenhinterlaufen 07 Tage nach Ischdmieinduktion eine erhebliche Steigerung der Ge-
samtgefaRanzahl und der Kapillaren pro mn? (ABB. 11, 12, TABELLE 3). Die Entwicklung
der GesamtgefalRzahl/mm? 07—70 Tage nach Ischamiebeginn in den ABB. 10, 11 und 12 143t
erkennen, dal3 in den Angiogeningruppen bis auf die Gruppe 14 Tage nach Ischamiebeginn die
Gesamtzahl der GefalRe/mm? im Vergleich zur jeweiligen Kontroll- und Collagengruppe sicht-
lich grofer ist. Statistisch signifikant (Scheffe-Test, p £ 0,05) war die Gesamtzahl der Gefél3e
pro mm? nur in der Angiogeningruppe 07 Tage nach Erzeugung der Ischamie gegen-
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Uber dlen Kontrollgruppen (unbeschichteter PTFE-Faden), den Collagengruppen (Collagen
beschichteter PTFE-Faden) und den Angiogeningruppen 14 und 42 Tage nach Erzeugung der
Ischdmie (TABELLE 3; ABB. 10).

Die angiogenetische Antwort auf den Ischamiereiz war in der Collagengruppe deutlich schwé-
cher alsin der Angiogeningruppe. In der Kontrollgruppe war die angiogenetische Antwort auf
den Ischdmiereiz am schwachsten und auch deutlich zeitverzogert. Somit scheint Angiogenin
initial (07 Tage nach Ischdmiebeginn) eine kréftige Angiogenese zu induzieren, obwohl die
applizierte Dosis, von loka 1,9 ng Angiogenin auf einer Collagenmatrix, als gering zu be-
zeichnen ist. Warum aber nach 14 Tagen in der Angiogeningruppe ein so drastischer Abfall
der Gesamtgefal3zahl zu beobachten war, dartber 183t sich nur spekulieren. Denkbar ist, dal3
die Wirkung der 1,9 ng Angiogenin 14 Tage nach Ischamieinduktion durch enzymatischen
Abbau oder biologische Inaktivierung verschwunden ist. Bisher liegen jedoch noch keine Un-
tersuchungen Uber die biologische und molekulare Halbwertszeit von Angiogenin in vivo vor.
Im Vergleich zu den Kontrollen fand auch in den Collagengruppen, besonders 07 und 28 Tage
nach |schamiebeginn eine vermehrte Angiogenese stait (ABB. 10, 11, 12). Als Tendenz zeich-
net sich ab, dal? in der Angiogeningruppe der stérkste Schub zur Geféal3neubildung bereits 07
Tage nach Ischdmiebeginn eintrat. Er war deutlich ausgepragter, alsin der Collagengruppe. In
beiden Gruppen war die Angiogenese Uberschief3end, denn 14 Tage nach Ischamiebeginn kam
es in beiden Gruppen zu einem deutlichen Abfall der Anzahl an Gefd3en. Ein denkbarer Me-
chanismus konnte sein, dal3 ein endothelialer Zellmembranrezeptor zunéchst hochreguliert
wird, moglicherweise durch Expression an der &ul3eren Zelloberfldche (Externalisation) mit
anschlief3ender Uberschief3ender Gegenregulation (down regulation) dargestellt in ABB. 12.

Im Gegensatz dazu zeichnet sich in der Kontrollgruppe ein nur leichter Angiogeneseschub ab,
der erst 14 Tage nach Induktion der Ischamie begann. Die Gesamtzahl an Gefél3en in der
Kontrollgruppe war 28 Tage nach Ischamiebeginn wieder ricklaufig, um danach 42 und 70
Tage nach Ischamiebeginn langsam aber stetig wieder anzusteigen (ABB. 10, 11). Die im
Vergleich zur Kontrollgruppe schnellere und stérkere Induktion der Angiogenese in der Colla-
gengruppe konnte ein Hinwels dafir sein, dal3 durch das Beschichten des PTFE-Fadens mit
der Matrixsubstanz Collagen der Angiogenese quasi eine Leitstruktur mit hoher Speicherka-
pazitat fur Angiogenesefaktoren vorgegeben wird. Dadurch kénnte die durch die Ischamie
induzierte zielgerichtete Gefél3neubildung in der Collagengruppe gegeniiber den Kontrollen
beschleunigt sein. In der Collagen- und in der Angiogeningruppe kam es 28 Tage nach Isché
miebeginn erneut zu einem Anstieg der Gesamtgefal3zahl, der in der Angiogeningruppe deut-
lich akzentuierter as in der Collagengruppe ausfiel. In der Angiogeningruppe setzen sich die
Uberschieffenden Pendel bewegungen, wenn auch mit abnehmender Frequenz und abnehmender
Amplitude, fort. Eine phasengleiche Regulation in abgeschwéchter Form (mit geringerer Am-
plitude) 1&’ sich in der Collagengruppe ableiten. Die GesamtgefaRanzahl/mm? war in den
Collagengruppen abgesehen vom Zeitpunkt 14 Tage nach Ischdmiebeginn deutlich niedriger
asin der Angiogeningruppe (ABB. 11).

Eine Aufschliisselung der gezahlten Gefél3e in Kapillaren, Prékapillaren, Arteriolen und kleine
Arterien gemald den Kriterien in der TABELLE 2 ist in der ABB. 11 fir die Kontroll-



SEKTION | 27

gruppen, fur die Collagengruppen und fir die Angiogeningruppen jewells fir den Zeitraum
07-70 Tage post Ischamiebeginn aufgezeigt. In der Kontrollgruppe zeigte sich ein schwacher
angiogenetischer Schub mit der Bildung neuer Kapillaren erst 14 Tage nach Ischdmiebeginn.
07 Tage nach Ischamiebeginn scheint der Hauptmechanismus in der Kontrollgruppe
(ABB. 11, 12) zur Kompensation der Ischdmie in der Erweiterung praformierter Kapillaren zu
Prékapillaren zu bestehen. Bei der niedrigsten Gesamtgefaanzahl 07 Tage nach Ischamiebe-
ginn war in der Kontrollgruppe im Vergleich zur Angiogeningruppe (ABB. 11, 12) eine un-
verhdtnisméldig hohe Zahl an Prékapillaren bel geringer Anzahl an Kapillaren anzutreffen.
Eine Woche spéter war eine Neubildung von Kapillaren auch in der Kontrollgruppe nachweis-
bar (ABB. 11, 12). In der Collagengruppe war der Anteil an Prékapillaren ebenfalls hoch, bel
geringerer Gesamtgefél3anzahl im Vergleich zur Angiogeningruppe (ABB. 11, 12). Verfolgt
man die Anzahl der Kapillaren in der Collagengruppe Uber den gesamten Zeitabschnitt 07—70
Tage nach Ischéamiebeginn (ABB. 12), so nahm ihre Anzahl leicht aber kontinuierlich ab. We-
sentliche Veradnderungen lief3en sich lediglich fur die Prékapillaren nachweisen. Hier zeigte
sich die bereits fur die Gesamtgefél3anzahl beobachtete geddmpfte Pendelbewegung mit leicht
ansteigender Tendenz der Zahl an Prékapillaren biszum 70. Tag (ABB. 12).

In der ABB. 12 &% sich die Zahl der Kapillaren in den einzelnen Gruppen gut verfolgen. Fir
die Angiogeningruppe ist die gedampfte Pendelbewegung der Gesamtgefal3zahl phasengleich,
aber abgeschwécht bei der Kapillaranzahl wiederzuerkennen. Zieht man die Prékapillaren in
die Betrachtungen mit ein, so zeigt sich diese Pendelbewegung verstarkt. Angiogenin stimu-
lierte somit primér, bis 07 Tage nach Ischamiebeginn die Kapillarbildung, wahrend im weiteren
zeitlichen Verlauf eine in Pendelbewegungen verlaufende Stimulation der Prékapillaren in den
Vordergrund trat. Ob dies durch eine Erweiterung vorhandener und/oder neugebildeter Ka-
pillaren erfolgte, ist anhand dieser Versuche nicht zu klaren. Unter Mitberticksichtigung, dal3
die Angiogenese ein komplexer, viele Faktoren involvierender Vorgang ist, setzen sich viele
Effekte aus der Interaktion mehrerer Prozesse und Faktoren miteinander zusammen. Auffal-
lend war, dal3 in der Collagengruppe im Zeitverlauf die Anzahl an Kapillaren sogar leicht ab-
nahm und unter die Werte in den Kontrollen absank (ABB. 12). Die Kapillarbildung scheint
gehemmt zu sein, oder ist zugunsten der Prékapillaren verschoben. Da Angiogenesefaktoren
unterschiedlich an Collagen in der extrazellularen Matrix angelagert werden, ist es denkbar,
daid sich das Gleichgewicht der interagierenden Faktoren zugunsten einer rascheren Bildung
von Prékapillaren aus Kapillaren verdnderte. Im Zeitraum 07—70 Tage nach Ischéamie fand sich
die langsamste und schwéchste angiogenetische Reaktion auf den ischamischen Reiz bel den
Kontrollgruppen. Erst nach 70 Tagen erreichte die Anzahl an Kapillaren in der Kontrollgruppe
fast die Werte der Angiogeningruppe (ABB. 12). In der Kontrollgruppe lag die Anzahl der
Prékapillaren auch nach 70 Tagen deutlich unter derjenigen der Angiogenin- aber auch der
Collagengruppe (ABB. 12).

Betrachtet man die relativen Proportionen von Kapillaren/Prékapillaren im Zeitverlauf in den
einzelnen Gruppen (ABB. 13), so 183 sich erkennen, dal? in der Angiogeningruppe initial nach
07 Tagen die Proportionen massiv zugunsten der Kapillaren verschoben waren. Die Kapillar-
neubildung war — wahrscheinlich Angiogenin bedingt — tGiberschief3end, wie die weitere Ent-
wicklung der Relation in der Angiogeningruppe zeigte. In der Collagengruppe war die Relati-
on Kapillaren/Prékapillaren Gber die ganze Zeitperiode im wesentlichen konstant
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(ABB. 13). In der Kontrollgruppe lief3 sich bis zum 28 Tag post OP eine Verschiebung der
Relation zugunsten der Kapillaren feststellen (ABB. 13), die sich danach wieder zugunsten der
Prékapillaren verschob. Insgesamt waren in der prozentualen Relation deutlich mehr Prakapil-
laren as Kapillaren vorhanden, ausgenommen die Angiogeningruppe 07 Tage nach Ischami-
einduktion. Bei der guten, natirrlich vorgegebenen Kollateraisation bei Ratten im Bereich der
Hinterl&ufe und in Berticksichtigung des blanden und unaufféligen klinischen Verlaufs der
Tiere in alen Gruppen ist eine fortbestehende milde Ischémie as Ursache einer permanenten
Erweiterung der Kapillaren zu Prékapillaren nicht zu begriinden. Durch die Resektion der A.
femoralis und deren Ersatz durch einen PTFE-Faden wurde eine Ischdmie im wesentlichen
distal der Resektionsstelle gesetzt. Nach Abklingen der angiogenetischen Wirkung des lokal
eingebrachten Angiogenins, das die um den PTFE-Faden stattfindende Angiogenese massiv
zugunsten der Kapillaren verschoben hatte, ist denkbar, dal3 die angiogenetische Reaktion im
weiteren Verlauf zugunsten besserer Flulbedingungen zu grofderen, kdiberstéarkeren Préka
pillaren modifiziert wurde, um einen besseren Bluttransport zu den distal gelegenen ischami-
schen Geweben zu gewéahrleisten.

Tragt man die Anzahl der GefaRe pro mm? in den einzelnen Gruppen gegen die Zeit 0770
Tage nach Ischamieinduktion in ein Koordinatensystem ein, so scheint die Regulation der An-
giogenese einer gedampften Sinusschwingung um den Regelwert (Sollwert) zu entsprechen
(ABB. 12). Je starker die Stimulation der Angiogenese, desto grofler die Amplitude der
Schwingung und desto grof3er auch die Frequenz der Schwingung, wie ein Vergleich der Kur-
ven der Angiogeningruppen mit den Collagengruppen und den Kontrollgruppen zeigte
(ABB. 12). Der Effekt des Angiogenins as Wachstumsfaktor besteht in einer friihen und star-
ken Stimulation der Kapillarproliferation.

4.4  Untersuchung der Dosis-Wirkungsbeziehung von Angiogenin und basischem
Fibroblasten-Wachstumsfaktor (bFGF)

44.1 Materia und Methoden
4.4.1.1 Applikation von Angiogenin/bFGF an PTFE

Eine sterile, wal¥rige L6sung 1 %-iger Methylzellulose Ziffer 4000 (Fisher Scientific) wurde
hergestellt. Menschliches Angiogenin hergestellt aus rekombinanten E. coli Bakterien
(Hoechst AG) in wél¥iger Losung 3,8 mg/ml wurde mit der 1 %-igen Methylzellulose bei 4°C
gemischt unter Herstellung von Lésungen mit einer Endkonzentration von Angiogenin von 1
mg/ml, 10 mg/ml, 100 mg/ml und 1000 mg/ml.

Menschlicher basischer Fibroblasten-Wachstumsfaktor (bFGF) hergestellt aus rekombinanten
E. coli Bakterien (bezogen von R& D) 50 pg/ml in Phosphat-gepufferter Salzldsung PBS (von
Whittaker), die 0,2 % Rinder-Serum-Albumin (RSA) enthielt (Sigma), wurde mit der 1 %-
igen Methylzelluloseldsung bei 4°C gemischt unter Herstellung von Endkonzentrationen von
bFGF von 6,25 pg/ml, 12,5 pg/ml und 25 pg/ml.
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1 cm lange 6 x O PTFE-Faden, die mit Collagen I, wie bereits im Abschnitt 4.3.1.1 beschrie-
ben, vorbeschichtet waren, wurden auf ein steriles Mylar Sheet (von LKB) plaziert. 10 pl einer
der hergestellten L6sungen mit Angiogenin oder bFGF wurde in Tropfenform auf jeden Faden
pipettiert. FUr die Kontrollféden wurde lediglich 1 %-ige Methylzellulose (10 pl) auf Collagen
I-vorbeschichtete PTFE-Faden in der gleichen Form aufgetragen. Nach 2-stiindigem Trocknen
bei Raumtemperatur unter sterilen Bedingungen in einer Laminar-Air-Flow Box unter ultra-
violettem Licht war die Flussigkeit verdunstet und die Methylzellulose a's transparenter, flexi-
bler Film an die 1 cm langen PTFE-Faden gebunden. Der 1 cm lange PTFE-Faden wurde vor-
schtig zusammen mit dem ihn umgebenden Methylzellulosefilm, der die angiogenetischen
Faktoren enthielt, von der Plastikunterlage des Mylar Sheets gel6st und umgehend in die Rat-
tenhinterl&ufe implantiert.

4.4.1.2 Tierversuch

Versuchstiere:

30 ménnliche Lewis Inzuchtratten (Korpergewicht: »200 g, Alter: ca. 6 Wochen) wurden von
Charles River Company bezogen. Haltung und Akklimatisation der Tiere entsprachen dem im
Abschnitt 4.3.1.3 beschriebenen Prozedere.

Die Vorbereitung der Versuchstiere, die durchgefuhrte Antibiotikaprophylaxe und das chirur-
gische Vorgehen entsprachen dem unter Abschnitt 4.3.1.3 beschriebenen Verfahren.

4.4.1.3 Auswertung

Gewebeprgparation:

07 Tage nach dem chirurgischen Eingriff wurden die Ratten der jeweiligen Gruppe (2 Ratten =
4 Beine in der Kontrollgruppe, 4 Ratten = 8 Beine in der jewelligen Angiogenin- bzw. bFGF-
Gruppe) der Gewebepraparation nach der bereits im Abschnitt 4.3.1.4 beschrieben Methode
zugefuhrt. Die Férbung der Préparate erfolgte mit Hamatoxylin-Eosin nach Masson zur licht-
mikroskopischen Untersuchung.

Mikroskopie und Dokumentation:

(Gleiches Procedere wie im vorherigen Versuch unter Abschnitt 4.3.1.4 beschrieben).

Statistik:

In jeder Gruppe wurde der Mittelwert X, der ausgezahlten Gefél3e berechnet und as Ge-
falkdichte um den PTFE-Faden (GefalRe/mm?) dargestellt. Die Standardabweichung SD wurde
fur jede Gruppe berechnet  (Formel 2).
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Die erhatenen Werte wurden auf statistische Relevanz unter Benutzung eines IBM-
kompatiblen PC mit dem einsaitigen Wilcoxon Rangfolge Summentest (Wilcoxon Rank Sum
Test with one-tailed probability) untersucht. Diese statistische Methode wurde ausgewahit,
well eine Normalverteilung der Werte nicht angenommen werden konnte. Das Vertrauensin-
tervall wurde mit P < 0,05 gewéhilt.

4.4.2 Ergebnisse:

Bel der Beschichtung der ePTFE-Faden mit Collagen | as Matrixfaktor und — eingelagert in
Methylzellulose — Angiogenin bzw. bFGF as angiogenetischem Faktor nach der oben ge-
nannten Methode (Absatz 4.4.1.1) blieb die biologische, angiogenetische Potenz und Aktivitét
der Faktoren erhalten, wie die erhaltene Fahigkeit zur Induktion und Stimulierung der Angio-
genese im CAM-Assay und Kaninchenkorneatest eindeutig zeigte. Somit war eine Inaktivie-
rung der Mitogene bel der Aufbereitung zur lokalen Applikation nicht eingetreten.

Klinischer Verlauf:

Alle 30 operierten Ratten erholten sich schnell von der Narkose und der Operation. Trotz der
initial erheblichen Ischdmie im Bereich der Rattenhinterlaufe traten bei keinem der Tiere
Wundheilungsstorungen oder Nekrosen im auf. Alle OP-Wunden verheilten primér und bei
keinem der Tiere wurde eine Parese oder eine Plegie beobachtet. 46 Stunden nach der Ope-
ration hatten sich alle Tiere soweit erholt, dal3 sie sich normal bewegten und ein unauffaliges
Verhalten zeigten. Alle Tiere erlebten den vorbestimmten Zeitpunkt des Versuchsendes (07
Tage nach Induktion der Ischémie) bel guter allgemeiner Gesundheit und normalem Verhalten.

Histologische Praparate:

In den ABB. 14-22 sind exemplarisch mikroskopische Préparate der angefertigten histologi-
schen Schnitte bei 100-facher VergrofRerung fotografiert. Die porése Struktur des PTFE-
Fadens ist sehr gut zu erkennen (ABB. 16). Beim Schneiden und Fixieren der Praparate traten
vereinzelt Artefakte auf. Gewebeverbande |6sten sich voneinander (ABB. 18, 20). Teilweise
fiel das PTFE-Fadenmaterial aus der Schnittflache heraus (ABB. 15, 17, 22). Alle Préparate
wurden mit Hamatoxylin-Eosin geféarbt. Die Gefal3strukturen lief3en sich gut anhand der in der
TABELLE 1 und 2 aufgelisteten Kriterien identifizieren und kategorisieren. Vereinzelt fanden
sch in den Geféldumina noch Erythrozyten (ABB. 19). In der ABB. 14A ist ein Pr8parat aus
der Kontrollgruppe, in der ABB. 14B zum Vergleich ein Prgparat aus der Angiogeningruppe
(10 ng Angiogenin), jeweils 07 Tage nach induzierter Ischamie fotografiert, bei denen der
PTFE-Faden nicht orthograd quer, sondern léngs geschnitten wurde. Aul3er einer vermehrten
Bindegewebsreaktion um den Angiogenin beschichteten PTFE-Faden in der ABB. 14B &Mt
sich eindeutig auch eine vermehrte Vaskularisation um den Faden im Vergleich mit dem Col-
lagen beschichteten Faden (ABB. 14A) erkennen.
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Quantitative Ergebnisse der histologischen Praparate:

Von den 60 Gewebsproben wurden 180 mikroskopische Préparate angefertigt. 158 (87,78 %)
der 180 mikroskopischen Préparate konnten ausgezahlt und statistisch ausgewertet werden.
Bel den fehlenden 12,22 % war eine Auswertung nicht moglich, weil entweder der PTFE-
Faden im mikroskopischen Praparat nicht zu orten war (5,1 %), zu wenig Gewebe im Schnitt-
préparat vorhanden war (4,12 %), oder technische Mangel (3 %) eine Beurteilung des Prapa-
rates nicht zulief3en. Die Mittelwerte der jeweiligen Auszahlungen sind in der TABELLE 4
dargestellt.

Gruppe N Mittelwert X, SD Signifikanz
(Geféﬁe/mmz)

Kontrollen 4 349 9,69

bFGF (62,5 ng) 8 292 62,27 NS
bFGF (125 ng) 8 365 21,31 NS
bFGF (250 ng) 8 489 18,28 ** P<0,002
ANG (10! ng) 8 367 15,30 *, P<0,046
ANG (107 ng) 8 447 90,24 **  P<0,002
ANG (10° ng) 8 382 56,97 NS
ANG (10* ng) 8 391 36,66 NS
TABELLE 4:

Mittelwerte und die dazugehorigen Standardabweichungen der gezéhlten GefaRe pro mm? in den ischami-
schen Rattenhinterldufen 07 Tage nach OP. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Wilcoxon Rangfolge
Test mit einseitiger Wahrscheinlichkeit (Wilcoxon rank sum test with one tailed probability). N = Anzahl
Rattenhinterlaufe pro Gruppe. SD = Standardabweichung. NS = nicht signifikant. * = signifikant (P < 0,05).
** = hoch signifikant (P < 0,01).

Es wurden alle Gefél3e mit einem Durchmesser zwischen 5 und 300 um ausgezahlt. Der Mit-
telwert wurde in GefalRquerschnitten/mm? angegeben. Die hochste Anzahl von GefaRen
pro mn¥ zeigte sich in der Gruppe von Ratten, die mit 250 ng bFGF behandelt wurden (489
GefalRe/mm?). Die zweithochste Anzahl an GefaRen wurde in der Gruppe von Ratten gefun-
den, die mit 100 ng Angiogenin behandelt wurden (447 GefalRe/mm?). Die Standardabwei-
chung lag zwischen 9,69 (Kontrollgruppe) und 90,24 (100 ng Angiogeningruppe) und ist in
TABELLE 4 und ABB. 23 dargestellt. Die statistische Auswertung durch den Wilcoxon Rank
Sum Test bestédtigte eine positive Resktion mit vermehrter Gefél3neubildung bereits in der
Gruppe von Ratten, die lediglich mit 10 ng Angiogenin im Vergleich zu den Kontrolltieren
(P < 0,046) behandelt wurden. Trotz der geringen Anzahl von Tieren n = 4 (Gewebsproben ng
= 8) in jeder Gruppe und der bestehenden groféen Differenzen in der individuellen Antwort auf
die Ischamie zeigte sich eindeutig ein hochsignifikanter Anstieg der Geféa3neubildung (Neo-
vaskularisation, Angiogenese) in den Tiergruppen, die mit 100 ng Angiogenin bzw. 250 ng
bFGF im Vergleich zu den Kontrollgruppen (P < 0,002) behandelt worden waren. Bei den
Tieren, die mit 62,5, bzw. 125 ng bFGF behandelt wurden, war kein signifikanter Anstieg der
Geféalzneubildung im Vergleich zu den Kontrollgruppen festzustellen (P > 0,5; P < 0,092).
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Auch grof3e Mengen lokal applizierten Angiogenins (1.000 ng; 10.000 ng) zeigten keine stati-
stisch signifikante Antwort im Sinne einer vermehrten Gefél3neubildung verglichen mit den
Kontrolltieren (P < 0,107; P < 0,055), wie aus TABELLE 4 und ABB. 23 zu ersehen ist. Die
prozentuale Vertellung der gezdhlten Gefél3e entsprechend ihrem Geféldurchmesser in der
jeweiligen Gruppe sind in der TABELLE 5 und in der ABB. 24 dargestellt. Als 100 % Be-
zugswert diente die GesamtgefalRanzahl/mm? in der jeweiligen Gruppe:

Beispid 1
10 ng Angiogeningruppe 07 Tage nach Ischamieinduktion: GesamtgefaRanzahl 367/mm? =
100 %, Kapillaren 276/mm? = 75,3 %, Prékapillaren 90/mm? = 24,4% (TABELLE 5,
ABB. 24);

Beispid 2
250 ng bFGF-Gruppe 07 Tage nach Ischamieinduktion: GesamtgefalRanzahl 489/mm? =
100 %, Kapillaren 395/mm? = 80,8 %, Prékapillaren 91/mm? = 18,6 % (TABELLE 5,
ABB. 24).

In der Gruppe der Tiere, die mit 250 ng bFGF behandelt wurde, zeigte sich die hdchste Quote
an Kapillaren mit tber 80 %. Die zweithtchste Rate an Kapillaren wurde mit 78,6 % in der
Gruppe von Tieren entdeckt, die mit 125 ng bFGF behandelt wurden. In den Angiogeningrup-
pen fand sich die hochste Kapillarquote in der 10 und 100 ng Angiogeningruppe mit 75,3 bzw.
72,4 %. In der Kontrollgruppe betrug die Quote an Kapillaren 75 %.

Kategorie Kapillaren (%) Prékapillaren (%) Arteriolen (%) Kleine Arterien (%)
Kontrollgruppe 75,0 24,1 0,7 0,2
bFGF (62,5 ng) 67,2 32,0 0,8 0,0
bFGF (125 ng) 78,6 20,3 0,8 0,3
bFGF (250 ng) 80,8 18,6 0,5 0,1
ANG (10! ng) 75,3 244 0,3 0,0
ANG (102 ng) 724 27,2 0,3 0,1
ANG (10° ng) 69,9 29,8 0,2 0,1
ANG (10* ng) 70,5 28,9 0,4 0,2
TABELLE5:

Prozentuale Verteilung der Gefél3e in den einzelnen Gruppen nach Grof3e (Geféalquerschnitt), klassifiziert
anhand der Richtlinien aus TABELLE 2.
bFGF — basischer Fibroblasten-Wachstumsfaktor, ANG — Angiogenin
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4.4.3 Diskussion

Zur Untersuchung der angiogenetischen Eigenschaften von Angiogenin in vivo wurde en
Tiermodell an Ratten entwickelt, das die quantitative Analyse der angiogenetischen Potenz
von Wachstumsfaktoren unter standardisierten Bedingungen in ischamischem Gewebe ermdg-
licht. Ischamische Bedingungen wurden gewdahlt, um eine dauerhafte Gefal3neubildung zu in-
duzieren. Angiogenese in vivo induziert durch Applikation von Wachstumsfaktoren fuhrt zur
Neubildung von "Luxusgefél3en”, einer nur voribergehenden Geféal3neubildung (Thompson et
al., 1989), die durch Reabsorption nach 34 Wochen wieder verschwunden ist. Zur dauerhaf-
ten, persistierenden Gefd3neubildung ist ein Bedarf, ein Versorgungsgebiet notwendig. Dies
unterstreichen die Untersuchungen von Reinecke und Hort, (1992). Der Bedarf flr neue persi-
sierende Gefdlle wurde durch gezidte Induktion ischamischer Verhdltnisse
— die Resektion der Arteria femoralis auf 1 cm Lange in den Rattenhinterbeinen — geschaffen.
Um die Wirkung der lokal applizierten Wachstumsfaktoren auf die Angiogenese zu untersu-
chen, wurde das Mitogen auf eine inerte, leicht identifizierbare Leitstruktur aufgetragen. Dazu
eignet sich PTFE besonders, da es sehr gut gewebevertraglich ist. Die Erzeugung einer Gewe-
beischamie fuhrt ihrerseits zur Induktion von Angiogenese (Banchero, 1987; Gewirtz, 1991,
Schaper et a., 1988). Um die allgemeine, ischamiebedingte Gefallinduktion von den Angioge-
neseeffekten der lokal applizierten Wachstumsfaktoren diskriminieren zu kénnen, wurde nur
die Angiogenese direkt um den implantierten PTFE-Faden, der mit dem Mitogen beschichtet
war, quantitativ ausgewertet und mit den Kontrolltieren verglichen, die nach der Erzeugung
der Ischamie einen unbeschichtetern 1cm langen PTFE-Faden implantiert erhielten.

Das entwickelte Tiermodell an der Ratte erwies sich as gut standardisierbar und gut zu hand-
haben. Die erzeugte Ischamie zur Induktion einer bedarfsgerechten Stimulation der Angioge-
nese erwies sich als hinreichend und war in keinem Fall so schwerwiegend, dal3 es zu Nekro-
sen und damit irreversiblen Schéden an den Rattenhinterldufen kam, wie dies in Vorversuchen
der Fall war. Dort war zur Induktion einer Ischdmie der Hinterldufe 1 cm der Arteria iliaca
reseziert worden. Die vorhandene Kollateralisation bei der Ratte war nach Resektion der Arte-
ria femoralis auf 1 cm Lange ausreichend, um initial nach Induktion der Ischéamie einen Ge-
websuntergang zu verhindern. Das Ausmal? préformierter Kollateralen und damit die initiadle
Kompensationsmoglichkeit akuter Ischdmien ist von Tierspezies zu Tierspezies und auch von
Organ (Korperregion) zu Organ (Korperregion) verschieden. Das derartige Gefél3e und sich
Uberlappende Versorgungsgebiete selbst in Endstromgebieten in unterschiedlich starker Aus-
prégung existieren, konnte mit einer neuen Untersuchungstechnik in vivo am Kaninchenmyo-
kard nachgewiesen werden (Cicutti et al., 1992). Eine direkte Ubertragung der in unserem
Tiermodell gefundenen Dosis-Wirkungsbeziehungen angiogenetischer Faktoren zur Stimulati-
on der Angiogenese unter Ischamiebedingungen auf andere Kérperregionen oder andere Tier-
spezies und insbesondere auf den Menschen ist ohne weitere Versuchsreihen aufgrund der
spezies- und locoregionalen Unterschiede der Kompensation nicht zuléssig. Als prinzipielles
Modell zur Untersuchung der Potenz angiogenetischer Faktoren zur Induktion der Angioge-
nese im Sinne einer indirekten Revaskularisation von ischémischen Geweben ist das vorge-
stellte Tiermodell jedoch gut geeignet.
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Angiogenin und bFGF sind im Kaninchenhornhauttest und im CAM-Assay potente Stimulato-
ren der Angiogenese. In diesen biologischen Testsystemen zeigte die Stimulation der Angio-
genese durch gefaidstimulierende Faktoren eine deutliche Dosisabhangigkeit. Wie die Ergeb-
nisse im vorliegenden standardisierten Rattenmodell zeigten, besteht eine eindeutige Dosis-
Wirkungsbeziehung der Stimulation der Angiogenese auch in vivo. Sowohl fur die lokale Ap-
plikation von Angiogenin as auch von bFGF nach Erzeugung der Ischdmie in den Rattenhin-
terlaufen lief3 sich dieser Effekt nachweisen. Beziiglich der angiogenetischen Potenz zeigte
Angiogenin bereits bel lokaler Applikation von 10 ng nach 07 Tagen eine signifikante Ge-
fal3stimulation (P < 0,046), die bei Applikation von 100 ng hoch signifikant (P < 0,002) ausfiel
und ein Optimum erreichte. Die lokale Applikation noch hoherer Dosen Angiogenin (1000 ng,
bzw. 10000 ng) fuhrte zu keiner weiteren Stimulation der Angiogenese. Im Gegenteil die Ge-
fal3neubildung war bel diesen hohen lokalen Dosen von Angiogenin nicht signifikant, sodal3
anzunehmen ist, dald es zur Stimulierung der Angiogenese in ischamischen Geweben durch
Angiogenin eine optimale |okale Konzentration gibt. Wird diese Gberschritten, ist die angioge-
netische Wirkung nicht mehr vorhanden. Mdglicherweise wurde sogar eine gewisse Inhibition
der Gefdl3neubildung induziert, die spekulativ interpretiert auf einer drastischen, gegenregula-
torischen Herunter-Regelung der Rezeptoren aufgrund des massiven Uberangebots an Angio-
genin beruhen konnte. Eine derartige Gegenregulation wére sinnvoll, denn sie wirde die Uber
den Bedarf hinausgehende und die Synthesemdglichkeiten des Systems Ubersteigende Ge-
fal3neubildung verhindern. Fur die Interaktion von bFGF und seinem Zellrezeptor scheint ein
derartiger Regelkreis zu existieren (Neufeld et Gospodarowicz, 1985; Veomett et al., 1989).
Es darf aber nicht vergessen werden, dal3 diese Betrachtungen bisher rein hypothetisch sind,
da fur Angiogenin bisher ein Rezeptor an Endothelzellen noch nicht nachgewiesen werden
konnte. Ob das Angiogenin-bindende Protein an der Zelloberfldche von Endothelzellen, bel
dem es sich nachweidlich um Aktin handelt, der gesuchte Angiogeninrezeptor ist, kann zur
Zeit noch nicht beantwortet werden (Hu et al., 1991; Hu GF et al., 1993).

Betrachtet man die Dosis-Wirkungsbeziehung von bFGF zur Induktion der Angiogenese in
diesem Tiermodell, so fuhrte erst die lokale Applikation von 250 ng bFGF zu einer statistisch
hoch signifikanten Gefal3neubildung (P < 0,002). Die gefél3neubildende Wirkung von Angio-
genin erwies sich in diesem standardisierten Tiermodell as 2,5-fach stérker als die von bFGF.
Ob ein derartiger Vergleich sinnvoll ist, mufd angefochten werden, da nach bisherigen Er-
kenntnissen die molekul arbiol ogische Reaktionskette fur Angiogenin und bFGF wahrscheinlich
hochst verschieden ist und lediglich das Endprodukt, die Stimulierung der Gefél3neubildung,
identisch ist. Betrachtet man den prozentualen Anteil an Kapillaren in den jeweiligen Gruppen
07 Tage nach Ischamieerzeugung und Mitogenapplikation, so lag der hochste Antell an Ka-
pillaren mit bis zu 80 % in der Gruppe, die 250 ng bFGF erhielt. In den Angiogeningruppen
betrug der hochste Kapillaranteil 75 % und wurde nach Applikation von 10 ng Angiogenin
beobachtet. Bei hoheren Dosen Angiogenin ging der Kapillaranteil auf 70 % zuriick, wie die
Auswertung fur die Gruppen ergab, die mit 1000 ng bzw. 10000 ng Angiogenin behandelt
worden waren. Interessant ist der Vergleich mit der Kontrollgruppe. Hier betrug der Anteil an
Kapillaren an der jeweiligen Gesamtgefalizahl 75 %. Auf den ersten Blick erscheint es, als sei
die angiogenetische Wirkung von bFGF Uberwiegend auf die Stimulation der Kapillarneubil-
dung gerichtet. Angiogenin hingegen scheint sowohl die Kapillarneubildung, als auch die Bil-
dung von Prakapillaren aus Kapillaren zu stimulieren. Das Verhdtnis von Kapil-
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laren zur Gesamtgefélizahl lag unter Stimulation der Angiogenese mit Angiogenin bei 72—

75% und ist dem in den Kontrollgruppen identisch, sodal? man vermuten kann, dai3

Angiogenin eine Stimulation der Angiogenese bewirkt, die dem physiologischen endogenen

Stimulationsmuster der Angiogenese, z. B. durch Erzeugung einer Ischamie nahekommt,

wahrend bFGF bevorzugt die Neubildung von Kapillaren stimuliert. Da Prakapillaren durch

Proliferation aus Kapillaren entstehen, kann es jedoch auch sein, dal3 der Neubildungsprozef3

von Gefél3en unter Stimulation mit Angiogenin schneller ablauft als unter bFGF und dadurch

07 Tage nach Induktion der Angiogenese durch Angiogenin bereits ein grof3erer Anteil der

neugebildeten Kapillaren schon zu Praképillaren weiterproliferiert ist, als in den bFGF-

stimulierten Gruppen. Geht man jedoch davon aus, dal3 die Induktion der Angiogenese ein
komplexer Vorgang ist, bei dem viele zum Teil noch unbekannte Faktoren mit hineinwirken
und interagieren, so ist diese einfache Interpretation anhand der vorliegenden Daten nicht
belegbar. Auf jeden Fall ist zu bedenken, dal3 in diesem Tiermodell bei der Induktion der

Angiogenese zwei madglicherweise miteinander interagierende Mechanismen eine zentrae

Rolle spielen:

1. Die Erzeugung einer Ischdmie in den Rattenhinterbeinen fuhrt zu einer endogenen kom-
pensatorischen Stimulation aller Mechanismen, die die erzeugte Ischamie Uberwinden
hilft, wie Er6ffnung und Weitstellung von préformierten Kollateralen. Mit hoher Wahr-
scheinlichkeit tritt auch eine Stimulation der Angiogenese durch Freisetzung von angio-
genetischen Faktoren aus der extrazelluldren Matrix auf.

2. Dielokal auf PTFE-Faden eingebrachten Wachstumsfaktoren Angiogenin und bFGF be-
wirken ebenfals eine Neubildung von Gefél3en, wobel der stimulatorische Effekt dieser
Faktoren sicher lokal, also direkt um den implantierten PTFE-Faden am grof3ten ist.

Dain diesem Tiermodell nach Erzeugung der Ischdmie in den Rattenhinterl&ufen die Angioge-
nese nur um den mit angiogenetischen Faktoren beschichteten PTFE-Faden untersucht wurde,
ist davon auszugehen, dal’ die beobachteten angiogenetischen Wirkungen fast ausschliefdich
eine Folge der lokal eingebrachten Wachstumsfaktoren sind. Bel dem Auftreten von Gewebsi-
schdmien scheint die endogene Freisetzung von bFGF bei der Induktion der Angiogenese eine
Rolle zu spielen, wie Untersuchungen an Skelettmuskeln bei Kaninchen nach exzessiver elek-
trischer Stimulation und intensivem Muskelraining ergaben (Morrow et al., 1990). Traumati-
sche Schaden mit nachfolgender Ischamie fuhren zumindest im Nervengewebe ebenfalls zur
Freisetzung von bFGF (Follesa et a., 1994). Erste erfolgreiche therapeutische Einsétze von
bFGF beim Menschen zur Stimulation der indirekten Revaskularisierung von gestielten Lap-
pen werden aus der plastischen, rekonstruktiven Chirurgie berichtet. Eine Stimulation der
Randzonengefél3neubildung gestielter Lappen konnte durch subkutane Injektion von bFGF
therapeutisch beim Menschen genutzt werden (Uhl et al., 1994).

Betrachtet man diese Ergebnisse mit den Effekten, die die lokale Applikation von Angiogenin
in steigender Dosierung bewirken, so 183 sich auch eine eindeutige Dosis-Wirkung-Bezie-
hung feststellen (ABB. 23). Fir Angiogenin scheint die optimale lokale Dosisin die-
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sem Tiermodell zwischen 10 ng (Wilcoxon Rank Sum Test, P < 0,046) und 100 ng
(Wilcoxon Rank Sum Test, P < 0,002) lokal applizierten Angiogenins zu liegen. Fur bFGF
wurde in diesem Modell eine maximale Stimulation der Gefél3neubildung bei 250 ng lokal
applizierten bFGF (Wilcoxon Rank Sum Test, P < 0,002) beobachtet. Der initiale angiogene-
tische Effekt 07 Tage nach Ischémieinduktion und lokaler Applikation der Mitogene beruht
auf der Neubildung hauptséchlich von Kapillaren (ABB. 24).

Bel dem Vergleich der Ergebnisse der Experimente aus dem Abschnitt 4.3.2 (Langzeitwirkung
lokal applizierten Angiogenins) mit den Ergebnissen aus dem Abschnitt 4.4.2 (dosisabhéngige
Wirkung von Angiogenin und bFGF) féllt auf, dal? die Gefél3dichte im Versuch 4.4 mit 350
GefalRen/mm? in der Kontrollgruppe deutlich hoher ist, as in der Kontrollgruppe im Versuch
4.3 mit nur ca. 80 GefaRen/mm? 07 Tage nach Ischamie, obwohl es sich in beiden Versuchs-
kollektiven um ménnliche Ratten aus dem gleichen Inzuchtstamm handelte. Eine mdgliche
Erkl&rung ist, dal?

1. zwischen den beiden Versuchsreihen ein Zeitintervall von ca. einem halben Jahr lag, sodal3
es sich zwar um méannliche Lewis Inzuchtratten des gleichen Stammes, aber nicht der gleichen
Generation und der gleichen Population handelte und

2., da3 die Tiere im Versuch 4.3 bereits 10 Wochen alt waren, im Vergleich zu den Tieren in
Versuch 4.4, die erst 6 Wochen alt waren. Im Versuch 4.3 handelte es sich um ausgewachsene
Ratten, wahrend in Versuch 4.4 die Ratten noch in der jugendlichen Wachstumsphase waren.
Moglicherweise ist unter physiologischen Bedingungen der GefalZaum bereits im frihen Er-
wachsenenalter komplett angelegt und im weiteren Wachstum kommt es durch Hypertrophie
der Strukturen im wesentlichen nur zur Verschiebung zu grofReren Gefél3querschnitten mit
Verringerung der Anzahl der Gefalze/mm?, wie dies fr die Koronaréste nachgewiesen werden
konnte (Reinecke und Hort, 1992). Die Fahigkeit zur Kapillarneubildung scheint jedenfalls
zumindest im menschlichen Herzen mit zunehmendem Alter deutlich abzunehmen (Rakusan et
al., 1992).

Unstrittig bleibt, dai3 dieses Tiermodell eine quantitative Untersuchung der indirekten Revas-
kularisation (Neo-Angiogenese) in vivo unter Ischamiebedingungen und dem Einfluld von
Wachstumsfaktoren erlaubt.

Ahnliche Ergebnisse werden in einem vergleichbaren Ischamiemodell bei Kaninchen von Baf-
four et al., (1992) nach mehrfacher intramuskulérer Injektion von 1-3 pg bFGF und von Ta-
keshita et al., (1994) nach einmaliger intraarterieller Applikation von 500-1000 pg vaskularem
Endothelwachstumsfaktor (VEGF) berichtet. 40 Tage nach Erzeugung der Ischémie durch
Resektion der Arteria femordis und einmaliger intraarterieller Bolusgabe von VEGF 10 Tage
nach Ischamieinduktion konnte eine statistisch signifikant héhere Kapillardichte von 230/mm?
im Vergleich zu den Kontrolltieren mit 83 Kapillaren pro mm? festgestellt werden. Sowohl die
tagliche intramuskulére Injektion von 1 pg als auch von 3ug bFGF Uber 14 Tage nach Isché
mieinduktion flhrte zu einer signifikanten Erhéhung der Anzahl an Kapillaren pro mn? in der
ischamischen Muskulatur der Kaninchen. Mit 311 Kapillaren pro mny¥ nach Gabe von téglich
3 Hg bFGF und 214 Kapillaren pro mm? nach Gabe von taglich 1 pg bFGF (Kontrolltiere 149
Kapillaren pro mm?) zeigte sich in diesem Tiermodell ebenfalls eindeutig eine Dosis-
Wirkungsrelation fir die angiogenetische Wirkung des applizierten Wachstumsfaktors bFGF
(Baffour et al., 1992).
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45  Zusammenfassung

In einem standardisierten Tiermodell an der Ratte konnte der Effekt lokal applizierter angio-
genetischer Faktoren quantitativ as indirekte Revaskulariserung im ischamischen Gewebe
untersucht werden. 07 Tage nach chirurgisch erzeugter Ischamie in den Rattenhinterlaufen
stimulierte basischer Fibroblasten-Wachstumsfaktor, lokal in einer Dosis von 250 ng appli-
ziert, die Angiogenese hoch signifikant (P < 0,002) im Vergleich zu den Kontrolltieren. An-
giogenin war bereitsin lokalen Dosen von 10 ng statistisch signifikant angiogenetisch wirksam
(P < 0,046). 100 ng Angiogenin induzierten die Gefél3neubildung in diesem Modell sogar auf
einem hoch signifikanten Niveau (P < 0,002) im Vergleich zu den Kontrolltieren. Selbst die
geringe lokale Dosis von nur 1,9 ng appliziertem Angiogenin war in der Lage, 07 Tage post
OP die Kapillarneubildung im Vergleich zu den Kontrollen und zu den Collagen | Gruppen
signifikant zu stimulieren (p £ 0,05). Im zeitlichen Ablauf 07—70 Tage nach Induktion der
Ischamie 183 sich die Regulation der Angiogenese als eine gedampfte Sinusschwingung um
den Regelwert (Sollwert) darstellen. Eine Steigerung der Angiogenese durch Wachstumsfak-
toren resultiert sowohl in einer grof3eren initialen, dann langsam abnehmenden Amplitude, als
auch einer htheren Anfangsfrequenz der Schwingung, die dann langsam wieder abnimmit.
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5. SEKTION IlI:

Tiermodell zur Testung der Offenheitsrate von kleinlumigen (A£2mm)
Gefal3-Prothesen mit angiogenetischer Beschichtung

51  Vorbemerkungen

Angiogenetische Proteine sind potente Mitogene, die in vivo und in vitro Gefél3neubildungen
induzieren (Folkman et Klagsbrun, 1987; Thomas et Gimenez-Gallego, 1986). In Zellkulturen
werden Adhéasion, Zellmigration und -replikation von Endothelzellen durch angiogenetische
Faktoren um ein Vielfaches stimuliert (Bashkin et al., 1989; Burgess et Maciag, 1989), beson-
ders wenn die Oberflache der Zellkulturschalen mit einem Matrixfaktor, wie z. B. Collagen,
Gelatine oder Fibronektin beschichtet wurde (Delvos et a., 1982; Fasol et a., 1985; Montesa-
no et al., 1983). Insbesondere die Zusammensetzung der extrazelluléaren Matrix ist fur die ph&
notypischen Eigenschaften der Endothelzellen verantwortlich (Ignotz et Massagué, 1986). Ba-
sischer Fibroblasten-Wachstumsfaktor (bFGF) ist ein potentes angiogenetisches Protein aus
der Klasse der heparin-bindenden Endothelzellen-Wachstumsfaktoren (Burgess et Maciag,
1989; Folkman et Klagsbrun, 1987; Gospodarowicz et a., 1986; Thomas et Gimenez-Gallego
1986). In Zdlkulturen stabilisiert bFGF den fir Endothelzellen typischen Phéanotyp (Pflaster-
steinmuster) auch nach vielfacher Passage und Subkultivierung (Gospodarowicz et al., 1986;
Méresse et a., 1989). Menschliches bFGF ist eine dreifache Wiederholung eines vierstrangigen
antiparalelen [-Meanders. Das Polypeptid besteht aus 154 Aminosduren bei einem Moleku-
largewicht von ca. 18000 Da und N-terminaler Blockierung. Die réumliche Konfiguration von
bFGF ist dabei dem Interleukin 13 gleich bei nur 10 % Sequenzhomologie (Zhang et al., 1991).
Angiogenin ist ein weiterer potenter Stimulator der Angiogenese, unterscheidet sich aber von
der Gruppe der heparin-bindenden Endothelzell-Wachstumsfaktoren. Es ist ein einstrangiges
Polypeptid mit einem Molekulargewicht von 14400 Da bestehend aus 123 Aminosauren und
einer zu 35% mit den Pankreasribonukleasen identischen Aminosdurensequenz (Vallee et
Riordan, 1988). Ein Modell der dreidimensionalen Struktur von Angiogenin findet sich bei
Palmer et a., (1986). Angiogenin as Mitogen zur in vivo Endothelialisierung von Gefal3pro-
thesen zu testen, war aus mehreren Griinden interessant:

1. Angiogenin ist ein hochpotenter Stimulator der Gefél3neubildung, der lokal appliziert be-
reits im Nanogramm-Bereich wirksam ist (Abschnitt 4.3.3 und 4.4.3).

2. Angiogenin erhoht die Adhasion von Endothelzellen auch an Plastikoberfléchen sogar
unabhangig von Matrixfaktoren (Soncin, 1992).

3. Angiogenin ist leicht zu handhaben, well esin wassriger Losung bei 4 °C wochenlang sta-
bil lagerbar ist und auch gegen proteolytische, enzymatische Degradation weitgehend resi-
stent ist (Harper et Vallee, 1988).

4. Humanes Angiogenin steht rein zur Verfligung. Es kann gentechnisch aus rekombinanten
Baby Hamster Nierenzellen isoliert werden (Kurachi et a., 1988; Fox et Riordan, 1990),
oder in rekombinanten Escherichia coli Zellen exprimiert werden (Shapiro et a., 1988;

Fox et Riordan, 1990).
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Beide Proteine wurden in fast alen normalen Geweben gefunden. Angiogenin konnte aus nor-
malem menschlichem Plasma (Shapiro et a., 1987) und aus Milch (Rind) isoliert werden (Maes
et a., 1988), aber auch aus verschiedenen Tumorzellinien (Fett et al., 1985; Shapiro et al.,
1987). Wachstumsfaktoren wirken gefél3neubildend in einem Dosisbereich von Nanogramm in
vivo und in vitro. Ihre Bedeutung scheint generell und nicht speziesspezifisch zu sein, wie die
weite Verbreitung und die grof3e Molekil ibereinstimmung aller bisher analysierter Angiogeni-
ne verschiedenster Spezies belegt (Bond et Strydom 1989; Bond et Vallee, 1990; Bond et al.,
1993; Strydom et a., 1985). Das augenblickliche Interesse in der Gefél3chirurgie ist auf die
Entwicklung erfolgreicher Geféldypass-Materialien mit einem Innendurchmesser von 2-6mm
gerichtet. Die Offenheitsrate kleinkalibriger Gefél3prothesen (Innendurchmesser < 6mm) ist
immer noch nicht zufriedenstellend, trotz der grof3en Anstrengungen die unternommen wurden,
die Bypassmaterialien und das begleitende Antikoagulationsschema zu verbessern. Erfolgver-
sprechende Ergebnisse zur Verbesserung der Offenheitsrate kleinkalibriger Gefal3prothesen
zeigten Versuche mit Endothelzellen zur Beschichtung der Bypassoberflache (Graham et al,
1982; Kent et al., 1988; Kent et al., 1989; Shindo et a., 1987). Ein Haupthindernis einer wei-
ten klinischen Anwendung dieser Methode stellt der grofe Personal- und Zeitaufwand im OP
dar. Ein weiteres noch nicht ausreichend geldstes Problem dieser Methode ist die begrenzte
Widerstandsfahigkeit der Endothelzellschicht gegentiber Scherkrdften (Miyata et al., 1991).
Unser Interesse galt der Untersuchung von bFGF und Angiogenin a's Beschichtungssubstanzen
kleinkalibriger Gefal3prothesen, insbesondere deren Einfluld auf die Offenheitsrate. Ein beson-
deres Augenmerk galt einer moéglichen Rolle dieser Substanzen im Falle einer in vivo Endothe-
lialiserung der Prothese. Zur Behandlung dieser Fragestellung mufden ein geeignetes Tiermo-
dell entwickelt und die Prothesenimplantationstechnik sowie die Nachuntersuchungskriterien
standardisiert werden. Den ersten Schritt stellte jedoch die Entwicklung einer Methode zur
Beschichtung der Prothesen dar, bei der die biologische Aktivitdt der Angiogenesefaktoren
unbeeintréchtigt erhalten bleibt.

5.2 Tiermodell

White New Zealand Kaninchen reagieren auf Ischamien im infrarenalen Bereich aufgrund
grofRer Geféldverbindungen zum Spinalkanal sehr sensibel mit neurologischen Ausféllen bis zu
Lahmungen der Hinterlaufe. Je nach Alter und Grofe der Tiere hat die abdominelle Aortaein
Kaliber von 2—4 mm. Aus beiden vorgenannten Grinden wurden White New Zealand Kanin-
chen zur in vivo Testung der Offenheitsrate von Gefal3prothesen mit einem Durchmesser von
2 mm als geeignetes Tiermodell angesehen. Um ein aussagefdhiges Modell zur Testung der
"patency rate" kleinkalibriger Gefél3prothesen in vivo zu installieren, sollte die Lange der im-
plantierten kleinkalibrigen Gefal3prothese mindestens 10-mal grof3er sein als ihr Durchmesser,
d.h. fUr Prothesen mit einem Durchmesser von 2 mm sollte die Lange der implantierten Pro-
these mindestens 20 mm = 2 cm betragen. Der Ersatz der abdominellen Aorta bel White New
Zedland Kaninchen ist zur Implantation 2-5 cm langer Gefél3prothesen gut geeignet. Auf-
grund der hohen Ischamieempfindlichkeit des Ruckenmarks der Tiere wurden 5cm lange
PTFE-Prothesen mit einem Durchmesser von 2 mm in fortlaufender Anastomosennahttechnik
mit 7x0 Prolene end-zu-seit implantiert, jeweils unter kurzzeitiger und kurzstreckiger tangen-
tialer Ausklemmung der abdominellen Aorta. Zur Erhéhung der |schdmieto-
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leranz des Rickenmarks wurde vor dem Ausklemmen ein Barbiturat iv gegeben. Nach der
Freigabe der Blutzirkulation durch die Prothese wurde die Aorta proximal der distalen Ana-
stomose ligiert (ABB. 26).

53  Methodik
5.3.1 Prothesenbeschichtung mit angiogenetischen Faktoren
Préparation der Prothesen:

Sterile expanded Polytetrafluoréthylen (ePTFE) Prothesen, Innendurchmesser 2 mm (Ge-
schenk der Impra Corp.) wurden in 5cm lange Prothesenstiicke geschnitten (ABB. 25). Jewells
ein Prothesenende wurde mit einem Ligaclip® (Ethicon) verschlossen. Jedes Prothesenstiick
wurde 3x mit 100 % Athylalkohol (Aaper Alcohol & Chem. Co.) durchgespiilt, um die Prothe-
se hydrophiler zu machen (Trudell et al., 1978). Nach 3x-iger Spulung mit 0,9 %-iger Koch-
salzlbsung (Baxter Corp.) wurde jede Prothese 3x mit autoklavierter steriler, wassriger 0,1 %-
iger Gelatineldsung, gewonnen aus Rinderhaut (Sigma Chem.), durchgespilt. Anschlief3end
wurde das Lumen jeder Prothese mit der Gelatinelésung aufgefillt. Das offene Ende jedes
Prothesenstiickes wurde mit einem zweiten Ligaclip® verschlossen und eine Lyophilisierung
Uber 24 h angeschlossen.

Beschichtung mit Angiogenesefaktoren:

Nach Wiederertffnung eines Endes der mit Gelatine beschichteten Prothesenstiicke wurde das
Lumen der 5 cm langen Prothesen mit 150 il eiskalter Losung (+4 °C) von

a) 285pg Angiogenin in H,O [humanes Angiogenin rekombinant aus E. coli in H,O
(3,8 mg/ml) von Hoechst, aufbewahrt bei +4 °CJ.

b) 1ug basischer Fibroblasten-Wachstumsfaktor (bFGF) in Phosphatgepufferter Salzlésung
(PBS) + 40 ng Rinderserumalbumin (RSA) as Trégersubstanz [lyophilisierter humaner
bFGF rekombinant aus E. coli von R&D, aufbewahrt bei —70 °C in PBS und 0,2 % RSA
von Sigma)

c) a+bh)

d) 100E Heparin (1000E/ml) Elkins-Sinn Corp.
gefllllt. Das offene Prothesenende wurde mit einem Ligaclip® verschlossen und sofort
schockgefroren bei —70 °C. Anschlief3end wurden die Prothesen Uber Nacht lyophilisiert.
Alle Verfahren wurden unter sterilen Bedingungen durchgeftihrt.
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5.3.2 Tierversuch
Versuchstiere;

10 ménnliche White New Zealand Kaninchen (3-5 kg Korpergewicht) wurden von PINE be-
zogen. Alle Tiere wurden bel einem taglichen Zyklus von wechselnd 12 h langen Perioden von
Helligkeit und Dunkelheit gehalten. Die Kaninchen erhielten Nahrung und Wasser ad libitum.
Sie wurden mindestens eine Woche an ihre neue Umgebung akklimatisiert, bevor mit den Ex-
perimenten begonnen wurde. Alle Experimente wurden durchgefiihrt unter Einhaltung der
Richtlinien fur Tierexperimente des National Institutes of Health. Die Gruppenzuteilung der
Tiere erfolgte zuféllig. Alle Operationen wurden unter sterilen Bedingungen durchgefihrt.

Anasthesie:

Zur Narkose wurden intramuskulér 50 mg/kg Korpergewicht (KG) Ketamin-HCl (Ketaset®
von Aveco Co., Inc.) und 1,0 mg/kg KG Promazinmaleat (TechAmerica) und 0,05 mg/kg KG
Atropinsulfat (Webster Inc.) gegeben. Falls erforderlich wurde die Narkose mit weiteren
10 mg/kg KG Ketamin und 0,5 mg/kg KG Promazin intravents verlangert. Zusétzlich erhielten
ale Tiere 5 min. vor dem Ausklemmen der abdominellen Aorta 1,0 mg/lkg KG Pentobarbital-
Na (Nembutal® von Abbott Lab.) intravends zur Protektion des Rickenmarks vor einem
ischamischen Schaden wéhrend der Aortenabklemmzeit. Zur Fissigkeitshilanzierung wurden
wahrend der Operation 1-2 ml Ringerlaktat (Baxter Healthcare Corp.) pro Minute intravenos
Uber eine |aterale Ohrvene gegeben.

Operationsvorbereitung:

In Narkose wurden beide Leistenregionen und das Abdomen der Tiere mit einem elektrischen
Schermesser enthaart. Anschlief3end wurden die Tiere in Rickenlage auf dem OP-Tisch gela
gert und ale 4 Laufe mit gepolsterten Bandagen fixiert. Die Hautdesinfektion erfolgte durch
dreimaliges Abwaschen mit einem jodhaltigen Desinfektionsmittel.

Antibiotikaprophylaxe:

Vor OP-Beginn erhielt jedes Tier intraperitoneal 8 mg/kg KG Ampicillin (Polyflex®, Bristol
Lab.). Weitere 4 mg/lkg KG Ampicillin wurden vor dem Verschlul3 der Bauchdecken intrape-
ritoneal gegeben.

Antikoagul ation:

400 E/kg KG Heparin (Elkins-Sinn Inc.) wurden einmalig intravends 5 min. vor dem Abklem-
men der Aorta gegeben. Eine zweite Dosis von 200 E Heparin intraperitonea wurde vor
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dem Verschluld des Abdomens appliziert. Weitere Mal3nahmen zur Antikoagulation wurden
nicht getroffen.

Operation:

Das Abdomen wurde Uber eine mediane L angd aparotomie ertéffnet und ohne Auslagerung der
Darmschlingen erfolgte die Préparation der abdominellen Aorta. Vor der Implantation der Ge-
fal3prothese wurde diese kréftig mit Luft aus einer 5 ml Spritze durchgeblasen, um intraluminal
verbliebene Reste der Beschichtungsprozedur zu entfernen. Zuerst wurde die proximale Ana-
stomose end-zu-seit mit einer fortlaufenden 7-0 Prolene® Naht hergestellt unter passagerem
segmentalen Ausklemmen der Aorta. Auf die gleiche Art wurde die distale Anastomose ange-
legt. Kurz vor Fertigstellung der distalen Anastomose wurde die Prothese einmal kréftig mit
Blut durchgespult und der Flul? durch die Prothese Uberpriift. Nach der Freigabe der Blutzir-
kulation durch die Prothese wurde die Aorta proxima der distalen Anastomose ligiert
(ABB. 26). Nach dem Verschluf3 der Bauchdecken mit einer fortlaufenden, atraumatischen 4-0
Prolene® Naht (Ethicon) erwachte das Tier aus der Narkose.

5.3.3 Auswertung
Nachschau:

Nach Beenden der Operation wurden ale Tiere in 30-minitigen Absténden untersucht. Die
Durchgangigkeit der Prothese wurde klinisch (Pulsstatus, spontane und provozierte Motorik
der Hinterlaufe) und doppler-sonographisch tberprift.

Dokumentation:

Bel Auftreten neurologischer Ausfélle und sonographischem Verdacht des Prothesenverschlus-
ses oder beim Auftreten einer Paraplegie wurden die Kaninchen sofort narkotisiert und das
Abdomen wiederertffnet. Bestétigte sich der Verdacht eines Prothesenverschlusses in situ
wurde nach fotografischer Dokumentation das Tier mit einer Uberdosis an Narkotika getétet.
En bloc wurden die abdominelle Aorta und die implantierte PTFE-Prothese explantiert. Jedes
entfernte Prgparat wurde auf technische Perfektion der Anastomosennadhte und auf die Art,
Grole und Lokalisation des aufgetretenen Thrombus untersucht und fotografisch dokumen-
tiert. Die innere Prothesenoberfl&che wurde auf Endothelzellen untersucht:

a) mit Anti-Faktor VIII immunfluoreszierenden Antikorpern unter einem epifluoreszierenden
Mikroskop nach Fixierung mit 3,5 %-igem Formadehyd in PBS gemal3 der Anleitung
[monoklonale Faktor VIII Antikorper von der Maus und negatives Kontrolserum der
Maus von BioGenex Lab. Fluoreszein-konjugiertes, affinitatsgereinigtes F(ab')? Fragment
Anti-Maus 1gG von der Ziege (spezifische schwere & leichte Ketten) von Cappel Organon
Teknika Corp.].
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b) durch Lichtmikroskopie der Formalin fixierten Préparate nach Farbung mit Hamatoxy-
li/Eosin bei einer 100-fachen Vergrof3erung.

54  Ergebnisse

Erstmals wird Uber ein standardisiertes Tiermodell zur Testung der Offenheitsrate von 2 mm
im Durchmesser messenden Gefal3prothesen berichtet. Das Auftreten einer Paraplegie bei den
Tieren war ein sicheres und untriigliches Zeichen fir das Vorliegen eines Prothesenverschlus-
ses und bestétigte die doppler-sonografischen Untersuchungsbefunde. Die Ergebnisse der gete-
steten Prothesen sind in der TABELLE 6 aufgelistet. Insgesamt war die Offenheitsrate von
weniger as 24 h aler Gefél3prothesen fur die klinische Anwendung nicht akzeptabel. Offen-
sichtlich ist, dal3 die Beschichtung der Prothesen mit bFGF und Angiogenin beziglich der
Prothesenoffenheitsrate besser a's alle anderen Beschichtungen ist, wie die TABELLE 6 zeigt.
Die Prothesen, die mit bFGF und Angiogenin beschichtet waren, zeigten nach 24 h lediglich
einen kleinen Thrombus im Bereich der distalen Anastomose (ABB. 27), wohingegen ale an-
deren Prothesen bereits 1-8 h nach der Implantation eine komplette Thrombosierung der ge-
samten Prothese aufwiesen (ABB. 28, 29). Mikroskopische Untersuchungen aller Thromben
zeigten ein einheitliches Bild enes frischen thrombozytenreichen Gerinnsels. Anti-Factor V1|
immunchemische Untersuchungen der Prothesenoberfldchen ergaben bel keiner Prothese einen
Anhalt fur die Migration oder die Anheftung von Endothelzellen an die innere Prothesen-
oberflache.

Implantierte Prothese Anzahl | Mittlere Abklemmzeit | Funktionsfahigkeit | Prothese thrombosiert
(min) (hrs)

Kontrolle (Gelatin beschich{ 02 9,5 (+/- 0,5) 1(+/-0,2) komplett

tet)

LAngiogenin beschichtet 02 9,0 (+/- 1,0 8 (+/- 0,5) komplett

bFGF beschichtet 02 8,5 (+/- 1,5) 6 (+/- 0,5) komplett

IANG + bFGF beschichtet 02 9,0 (+/- 0,5) 23 (+/- 1,0) nur distale Anastomose

Heparin beschichtet 02 8,5 (+/- 1,0 2 (+/-0,5) komplett

TABELLE 6:

Offenheitsrate der implantierten PTFE-Prothesen (£ 2mm, Lange 5cm) in Aortenposition in White New Zea-
land Kaninchen und das Ergebnis der pathologischen Evaluation. Zusétzlich ist die mittlere Aortenabklemm-
zeit bei der Implantation der Prothesen aufgelistet.

55 Diskussion

Die nicht zufriedenstellende Offenheitsrate aller Prothesen unabhéngig von ihrer Beschichtung
ist tellweise auf die Beschichtung mit Gelatine als Matrixfaktor zurtickzuftihren. Matrixfakto-
ren, wie z. B. Gelatine, Collagen sind sehr thrombogen, wenn sie mit Blutpl&ttchen und Gerin-
nungsfaktoren interferieren (Johnson, 1990). Andererseits erhéht die Applikation eines Ma-
trixfaktors erheblich die Bindungsféhigkeit fur die applizierten Angiogenesefaktoren und
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steigert aul3erdem die gerichtete Migration von Endothelzellen und deren Oberflachenhaftung
(Bashkin et al., 1989; Delvos et al., 1982; Fasol et al., 1985; Shindo et al., 1987).

Weitere Untersuchungen miissen beweisen, ob die zusétzliche Gabe von Antikoagulantien
und/oder Thrombozytenaggregationshemmern einen frihzeitigen Prothesenverschlufd verhin-
dern konnen. Erfolgversprechend scheint kovalent an die Prothesenoberfléchen gebundenes
Heparin zu sein (Le et al., 1985). Kovalent gebundenes Heparin wird durch den Blutstrom
nicht ausgewaschen. Angiogenin und wesentlich stéarker bFGF zeigen eine starke Affinitét an
Heparin zu binden. Ein anderer Ansatz zur Verbesserung der Offenheitsrate kleinkalibriger
Gefd3prothesen konnte die Beschichtung der Prothesen mit Antikorpern, gerichtet gegen Gly-
koproteine der Thrombozytenmembran, sein (Johnson et a., 1991). Grundlagenforschung zur
Verbesserung der Blutkompatibilitét von Biomaterialien zeigte eindeutig, dald die Adhéhernz
von Endothelzellen an méaldig benetzbaren, hydrophilen Oberflachen am groften war. Die
Oberflachenladung der Biomaterialien hingegen zeigte keine direkte Korrelation zur Endothel-
zellenadhérenz. Die Vorbeschichtung mit Fibrinogen oder Fibronektin verstérkte die Wider-
standsfahigkeit von adhédrenten Endothel zellen gegen Scherkréfte erheblich (Engbers et Feijen,
1991).

Die Offenheitsrate kleinkalibriger Gefél3prothesen wird durch viele verschiedene Faktoren be-
einflufd und nur die Kombination aler positiv wirkenden Faktoren, wie optimale Oberflache
der Biomaterialien, eine optimale Antikoagulation bzw. Plé&ttchenaggregationshemmung wer-
den eine zufriedenstellende Lésung erlauben. Angiogenesefaktoren konnen eine bedeutende
Rolle fur die Langzeitprognose kleinkalibriger Gefal3prothesen spielen aufgrund ihrer Fahigkeit
der direkten Stimulation der Migration, Replikation und Oberflachenadhérenz von Endothel-
zellen (Lindner et a., 1990; McNell, 1991). Angiogenin kann aufgrund seiner Eigenschaft, die
Adhésion und die Proliferation von Endothelzellen zu stimulieren, eine wichtige Rolle in der
Endothelialisierung von Fremdoberflachen spielen.

Collagen oder Gelatine (Gelatine = denaturiertes Collagen) als Matrixsubstanz sind sicher bei
der angiogenetischen Beschichtung von Gefal3prothesen zur in vivo und in situ Endothdlialisie-
rung aufgrund ihrer grof3en Thrombogenitét, wenn sie ungeschiitzt mit Blut in Kontakt kom-
men, nicht zukunftstréachtig. Generell ist zur lokalen Applikation von Angiogenin Collagen als
Matrixsubstanz speziell auf PTFE-Oberflachen keine gute Alternative wegen der geringen Bin-
dung von Angiogenin an Collagen-beschichtete PTFE-Oberflachen, wie die Ergebnisse der
eigenen Untersuchungen im Abschnitt 4.3.2 zur Bindung von Angiogenin an PTFE belegen.
Der Einflu® von Matrixfaktoren auf die Anheftungs- und Proliferationsféhigkeit von Endothel-
zellen wurde von Roberts und Forrester, (1990) untersucht. Collagen Typ IV findet sich Uber-
wiegend in der Basalmembran und ist wahrscheinlich die natirliche Matrixsubstanz zur An-
heftung von Endothelzellen in vivo. Als Ersatzmatrixsubstanzen sind Fibrin, Fibronektin und
Laminin geeignet. Collagen |, dasim vorliegenden Modell als Matrixsubstanz zur Beschichtung
der Prothesen eingesetzt wurde, war nicht in der Lage die Endothelzellenproliferation und -
migration in vitro zu unterstiitzen. Zur lokalen Applikation von Angiogenin scheint Aktin as
Matrix- und Trégersubstanz besser geeignet zu sein (Hu et a., 1991; Hu et al., 1993).
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In welcher Form und Dosierung die Kombination von bFGF und/oder Heparin mit Angiogenin
vorteilhaft bei der Beschichtung von Gefél3prothesen sein konnte, ist zum jetzigen Zeitpunkt
noch nicht absehbar. Zur Verbesserung und Beschleunigung des Beschichtens ("endothelial
lining") von Gefal3prothesen in vitro hat bFGF bereits Eingang in die Klinik gefunden. Mit Fi-
brinkleber und bFGF beschichtete PTFE-Prothesen (A 6 mm) wurden in vitro mit autologen
Endothel zellen beschichtet, die aus einem Stiick Patientenvene (Vena saphena oder cephalica)
enzymatisch gewonnen und subkultiviert wurden (Zilla et a., 1994). Anschlief3end wurden die
in vitro autolog endothelialisierten PTFE-Prothesen a's femoro-poplitealer Bypass zur Umge-
hung arterieller Verschllisse in der Oberschenkeletage implantiert. Im Vergleich zu den nicht
endothelialiserten Prothesen war die Offenheitsrate bis zu einem Nachbeobachtungszeitraum
von drei Jahren wesentlich besser — "seeded” versus "non-seeded”: 90 % Offenheitsrate versus
55% (Zilla et al., 1994). Uber Vorteile endothelbeschichteter kardiovaskuldrer Implantate
wird auch von Fasol et al. (1989); Kaehler et al. (1989); Zilla et al. (1989); Zilla et a. (1991)
und Fischlein et al. (1994) berichtet.

Interessant wird sicher auch der Einsatz von Gefél3permeabilitétsfaktor VPF zur Prothesenbe-
schichtung sein, der selektiv nur auf Endothelzellen eine proliferative Wirkung austibt (Ferrara,
1993). Im Gegensatz dazu bFGF, der die Proliferation auch von Fibroblasten und glatten Mus-
kelzellen stimuliert (Callow et al., 1994). Die Kombination von VPF und bFGF scheint bel der
Proliferation von Endothelzellen sogar synergistisch zu wirken (Goto et al., 1993; Pepper et
al., 1992).

Die Optimierung der Matrixsubstanzen zur Beschichtung von PTFE-Prothesen mit Endothel-
zellen &% ebenfalls noch erhebliche Fortschritte erwarten (Schneider et al., 1992). Als synthe-
tisch hergestellte Matrixsubstanz scheint die Kombination von Fibrinogen, Fibronektin und
Elastin vielversprechend fur die therapeutische Endothelialisierung von Oberfléchen zu sein
(Lefebvre et al., 1989).

Adjuvante Therapieansitze zur Reduzierung der agglutinierenden Fahigkeiten der Thrombo-
zyten durch die Applikation monoklonaler Antikdrper gegen Membran-Glykoproteine der
Thrombozyten stellen einen weiteren interressanten Therapieansatz zur Verbesserung der "pa-
tency rate" kleinkalibriger Gefél3prothesen dar (Johnson et a., 1991). Vorbedingung fir einen
erfolgreichen Einsatz kleinkalibriger Gefél3prothesen bleibt jedoch eine exzellente chirurgische
Anastomosennahttechnik (Fisher et al., 1985).

Bis industriell gefertigte kleinkalibrige Gefal3prothesen — mit guter Offenheitsrate Uber einen
langen Zeitraum — fr den klinischen Einsatz zur Verfigung stehen, sind noch viele Probleme
zu 10sen. In vitro Studien der Angiogenese mit modifizierten menschlichen Endothelzellen
(Green et al., 1994) werden sicher neue und interessante Erkenntnisse fur den therapeutischen
Einsatz endothelialsierter Oberflachen liefern, die nicht nur fir die Herstellung von Gefal3pro-
thesen, sondern auch fir die dauerhafte Endothel-Besiedelung von Oberflachen, die perma-
nenten Blutkontakt haben, wie z. B. an Klappenprothesen und in Herzassistsystemen von im-
menser Bedeutung sein werden. Die Losung der Probleme fur eine dauerhafte Endothel-
beschichtung von Biomaterialien in vitro und spéter auch in vivo und in situ wird der Verfug-
barkeit eines fur den klinischen Dauereinsatz geeigneten Kunstherzens neue Impul se geben.
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Welche Endothelzellen fur welche Funktion am besten geeignet sind, ist zum jetzigen Zeit-
punkt noch vollkommen offen. Gesichert ist lediglich, dal3 Gefal3endothelzelle nicht gleich Ge-
falendothelzelle ist, sondern organspezifische Unterschiede bestehen. Noch ist unklar, ob es
sich dabel um primér strukturell und funktionell unterschiedliche Endothelzellen handelt, oder
ob ihre Verschiedenheit sich erst sekundér unter dem Einflufd lokaler "Umweltfaktoren™ im
Sinne eines Anpassungsprozesses entwickelt hat (Lelkes, 1993).

56  Zusammenfassung

In Allgemeinnarkose wurde bei 10 White New Zealand Rabbits die infrarenale Aorta durch
eine 5 cm lange (ID = 2 mm) Polytetrafluoréthylen (PTFE) Gefal3prothese ersetzt. Die Prothe-
sen wurden zunéchst mit einer Matrixsubstanz (0,1 % Gelatine) beschichtet (Kontrollen). An-
schlief3end erfolgte das Aufbringen von @) 285 pug Angiogenin, oder b) 1 ug Basic Fibroblast
Growth Factor (bFGF), oder ¢) =a)+b), oder d) 100 IE Heparin. Von jedem Prothesentyp
wurden jeweils 2 implantiert. Bereits 1 h nach der Operation waren die lediglich mit 0,1 %
Gelatine beschichteten Prothesen in ganzer Lange thrombosiert. In c) trat ein Prothesenver-
schluf3 erst nach 24 h auf, wobei sich lediglich ein kleiner okkludierender Thrombus im Bereich
der distalen Anastomose fand. Alle anderen Prothesen waren spétestens 8 h postoperativ voll-
standig thrombosiert. Nach der Implantation von 10 Gefé3prothesen stellt sich die Beschich-
tung mit bFGF + Angiogenin alen anderen getesteten Beschichtungen as tiberlegen dar. Ziel
weiterer Forschung muf3 die Senkung der Frihverschiurate kleinkalibriger Gefal3prothesen
sein. Erst dann werden sich Langzeiteffekte auf die Endothdiaisierungsrate von Gefal3pro-
thesen durch angiogenetisch wirksame Faktoren klinisch relevant untersuchen lassen.
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6. SEKTION Il11I:

Phosphorylierung von Angiogenin, basischem Fibroblasten-
Wachstumsfaktor (bFGF) und Histon V S durch Proteinkinase C
(PKC) in vitro

6.1  Vorbemerkungen

Studien Uber die Aktivierung von Phospholipase C (PLC) und Kalzium/Kamodulin-abhangiger
Proteinkinase Il (CaM PK [1) durch Angiogenin (Bicknell et Vallee, 1988) fuhrten zu der Ver-
mutung, dal3 die extrem kationischen Eigenschaften von Angiogenin sehr bedeutsam fur die Ak-
tivierung dieser Enzyme sein konnten. Aus diesem Grund erscheint es interessant die Eigen-
schaften eines weniger kationischen Angiogenins auf diese Enzyme zu untersuchen. Eine
Maoglichkeit weniger kationisches Angiogenin zu erhalten, stellt die Phosphorylierung von An-
giogenin dar. Dieser Aspekt ist attraktiv, well die Phosphorylierung eine physiologische Reak-
tion ist, die die Aktivitét einer Rethe von Enzymen in vivo moduliert. Aul3erdem ist die Ak-
tivierung der PKC bel der Signaltibertragung extra-/intrazellulér von genereller Bedeutung, ins-
besondere bei der Kontrolle von zelluldren Reaktionen und der zelluléren Proliferation (Haller,
1991; Kikkawa et Nishizuka, 1986; Krauss et al., 1990; Weinstein, 1990). Obwohl Angiogenin
keinen direkten Effekt auf die Migration von Endothelzellen, Gefal3wandmuskelzellen und Fi-
broblasten in vitro auszulben scheint, aktivierte Angiogenin, dal3 rasch an die Zelloberfléche
vieler Zellen bindet, in Endothelzellen Phospholipase C (PLC) und Phospholipase A, (PLA,) und
in glatten Muskelzellen der Aorta der Ratte PLC. Versuche in vitro mit Plasmamembranen von
glatten Muskelzellen der Aorta der Ratte, die mit Angiogenin inkubiert wurden, zeigten eine
erhéhte Synthese von Phosphatidylinositol-Biphosphat (PtdinsP,), das einen starken mitogenen
Stimulus darstellt und auch ein starker Aktivator der Enzymaktivitdt von PKC ist. Dabel war
Angiogenin in Konzentrationen wirksam, wie sie auch fir seine angiogenetische Aktivitét erfor-
derlich ist (Heath et a., 1989). Interessant sind auch Versuche, die ribonukleotytischen und die
angiogenetischen Eigenschaften von phosphoryliertem Angiogenin zu untersuchen.

Seit der Entschltisselung der Aminosauren-Sequenz von Angiogenin (Strydom et al., 1985;
Bond et Vallee, 1990; Bond et a., 1993) ist bekannt, dal3 Angiogenin eine Region mit Uber-
einstimmender Sequenz fir eine Phosphorylierung durch Proteinkinase C besitzt. Kommerziell
erhétliche PKC (von Calbiochem) wird aus Rattengehirn nach einer Methode von Kikkawa et
al. (1982) isoliert und ist 95 % rein. Die Reaktionsbedingungen zur Phosphorylierung von PKC
aus Rattengehirn nach einer Methode von Feige und Baird (1989) weisen einige Eigenschaften
fur eine effektive Phosphorylierung von Angiogenin auf:

i) Diese PKC phosphoryliert in Anwesenheit ihrer Stimulatoren Angiogenin.
i) Die Phosphorylierung von Angiogenin erreicht ein Maximum bei Konzentrationen

von 40-80 pg/ml Angiogenin und 1 pg/ml PKC. Unter diesen Bedingungen werden
ungefahr 3 % des Angiogenins phosphoryliert.
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iit) Die eektrophoretische Wanderung von phosphoryliertem Angiogenin ist verzégert,
wenn eine niedrige Angiogeninkonzentration verwendet wird, z. B. 5 pg/ml und besch-
leunigt, wenn eine hohe Angiogeninkonzentration benutzt wird, z. B. 320 ng/ml.

iv) Angiogenin wird nur in Gegenwart von PKC phosphoryliert.

6.2 Isolierung und Reinigung der PKC

Mit der kommerziellen PKC phosphoryliertes Angiogenin zeigte eine rasche Tendenz zur Deg-
radation moglicherweise infolge von Kontamination der PKC-Charge mit Proteasen. Zur Ver-
besserung der Phosphorylierungsrate und in Anbetracht der hohen Kosten fur die kommerziell
erhdtliche PKC ($ 150/2 pg) wurde nach einer Methode von Walton et al. (1987) aus Rattenge-
hirn PKC isoliert (durchgefiihrt von Toru Takeuchi, Laborbuch #1229, Center for Biochemical,
Biophysical Sciences and Medicine, Harvard Medical School, Boston/lUSA). Nach dieser
Methode lief3en sich in zwei Tagen aus 13 Rattenhirnen 100 pg reine PKC isolieren. Die isolierte
PKC gellte sich in der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese as reines Protein mit einem
Molekulargewicht von ca. 80000 Da (phosphorylierte Form) dar (ABB. 30A). In Ubereinstim-
mung mit der Literatur (Kikkawa et al., 1982; Kikkawa et Nishizuka, 1986) zeigte die isolierte
PK C eine ausgeprégte Selbstphosphorylierungsrate (ABB. 30B) in Anwesenheit ihrer Stimulato-
ren (Ca?*, Phospholipid und Diacylglyzerin), wobei ca. 2 Mol Phosphat pro Mol PK C inkorpori-
ert wurden.

6.3 Methodik

Eine detaillierte Auflistung und Beschreibung aller Substanzen und Methoden zur Phospho-
rylierung von Angiogenin, bFGF und Histon V S durch PKC in vitro und zur Isolierung und
Charakterisierung der Phosphorylierungsprodukte sind unter 10. as ANHANG 2 wiedergege-
ben.

6.3.1 Phosphorylierungsreaktion

Die Phosphorylierungsreaktion von Angiogenin, bFGF und Histon V S durch PKC in vitro wur-
de nach Aktivierung der PKC durch ihre Stimulatoren Ca?*, Phosphatidylserin und Diolein
durchgefiihrt. Als Phosphatdonor wurde ATP verwendet, dem zur Markierung der Phosphory-
lierungsprodukte (g-*P)ATP zugesetzt wurde. Zur Stabilisierung des Reaktionsmilieus wurde
ein TrisHCl Puffersystem, pH 7,5 zugefiigt. Die Reaktionen wurden in Probenvolumina von
20 Wl bis 400 pl bei 30 °C und variierenden Reaktionszeiten von 1 min bis zu 90 min (Standard:
30 min) durchgefihrt. Zum Stoppen der Reaktion wurde EGTA 10 mM und Eisessig 99,9 %
oder alternativ LAEMMLI-Puffer hinzugefligt (Beschreibung der Phosphorylierungsreaktion
unter 10.1).
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6.3.2 C18-HPLC (High-Pressure Liquid Chromatography)

C18 (Octadecyl) ist ein HPLC Sorbent fur die Phasenumkehr-Chromatographie (reversed-phase
chromatography), das durch die Resktion von SilikaGel mit n-Octadecyltrichlorosilan
hergestellt wird. Nach Hydrolyse der Uberschiissigen Chlorgruppen werden die Hydroxylgrup-
pen mit Trimethylsilylgruppen blockiert.

Die C18-HPL C-Saule wurde mit 70 % Ldsung A (0,1 % TFA) und 30 % Losung B (Azetonni-
tril : Propanol : Wasser =3 : 2: 2+ 0,08 % TFA) aquilibriert. Die Elution der Proben erfolgte
mit einem linearen Gradienten von 70 % Lsg. A und 30 % Lsg. B biszu 50 % Lsg. A und 50 %
Lsg. B Uber 60 min. bei einer Flukrate von 0,8 mi/min. Die optische Dichte der eluierten Frak-
tionen wurde kontinuierlich bel einer Wellenlange von 280 nm gemessen. Die Radioaktivitét der
eluierten Fraktionen wurde in einem Flissigkeits-Szintillations-Mef3gerét gemessen (Beschrel-
bung der Methode unter 10.2).

6.3.3 Mono S-HPLC

Die Mono S-HPL C-Saule wurde mit 85 % Lsg. A' (10 mM Tris-HCI, pH 8,0) und 15 % Lsg. B’
(10 mM Tris-HCI, pH 8,0 + 1,0 M NaCl) aquilibriert. Die C18-HPLC Fraktionen wurden mit 2
M Tris-HCI auf einen pH von 8,0 eingestellt. Die Elution der Proben erfolgte mit einem linearen
Gradienten von 85 % Lsg. A" und 15 % Lsg. B' bis zu 45 % Lsg. A" und 55 % Lsg. B' tber 50
min. bei einer Flul¥rate von 0,8 ml/min. Die optische Dichte der eluierten Fraktionen wurde kon-
tinuierlich bel einer Wellenldnge von 254 nm gemessen. Die Radioaktivitét der eluierten Fraktio-
nen wurde in einem Flussigkeits-Szintillations-Mef3gerdt gemessen (Beschreibung der Methode
unter 10.3).

6.3.4 Saure Proteinfalung

Die saure Proteinfallung wurde auf BIORAD Filterpapier mit 10 %-iger TCA, die 10 mM Na
trium-Pyrophosphat enthielt, durchgefihrt (Beschreibung der Methode unter 10.4).

6.3.5 SEPHADEX G25 Molekularsiebsaulenzentrifugation

Nach einer modifizierten Methode von Soo-1k Chang wurde die Probe, der zur Stabilisierung
0,4 % Rinderserumalbumin as Tragerprotein zugesetzt waren, auf Minisdulen gequollenen
SEPHADEX G25 aufgetragen und in préparierten Chem-tubes bei 700-1200 x g fir 3-5 min.
bei +4 °C zentrifugiert (Beschreibung der Methode unter 10.5).

6.3.6 CENTRICON 10 Membranfilterzentrifugation

Zur Konzentrierung der Phosphorylierungsprodukte und der Separation von freiem, Uberschis-
sigem ATP und (g*P)ATP wurden die Proben in en Centricon-10 Mikro-
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Konzentrationsrohrchen pipettiert und nach Zugabe von jeweils 1,0 ml eiskalter Essigsdure-
EGTA-Lsg. 2x 20 min bei 4500 x g und +4 °C zentrifugiert. Zur Sammlung des Konzentrates
wurde jedes Centricon-10 Mikro-Konzentrationsrohrchen bel 500 x g 2 min. lang invertiert zen-
trifugiert (Beschreibung der Methode unter 10.6).

6.3.7 SDS-PAGE

Die Sodium-Dodecyl-Sulfat Poly-Acryl-Gel-Elektrophorese wurde modifiziert nach der unter
Laemmli (1970) und Garfin (1990) beschriebenen Methode durchgefiihrt (Beschreibung der
Methode unter 10.7).

6.3.8 Messung der ¥*P-Aktivitét

Beschreibung der Methode unter 10.8.

6.3.9 Berechnung der 3*P-Aktivitét

Beschreibung der Methode unter 10.9.

6.4  Ergebnisse
6.4.1 Reinigungsschritte PK C-phosphorylierter Proteine

Die Reinigungsschritte und Separationsstufen 3?P-phosphorylierter Proteine zur Abtrennung
tberschiissigen *2P-Phosphors und zur Isolierung phosphorylierten Proteins von nativem, un-
phosphoryliertem Substrat sind schematisch in der ABB. 30 dargestellt. Die Ergebnisse der
einzelnen Verfahren werden nachstehend vorgestellt. Erst die wechselnde Kombinierung ver-
schiedener Verfahren ermdglichte die fur den speziellen Zweck notwendige Aussage. So war
die SDS-Gelelektrophorese gut geeignet fir analytische Fragestellungen, z. B. um die Reinheit
und die Menge des phosphorylierten Proteins darzustellen und sein Molekulargewicht
festzustellen (ABB. 33). Zur Darstellung und Trennung phosphorylierter Substratfragmente
zeigte sich dieses Verfahren ebenfals gut geeignet (ABB. 33-36). Die Trennung des unphos-
phorylierten vom phosphorylierten Substrat gelang mit dieser Methode nicht (ABB. 33-36).
Zur effektiven Nutzung der Gelelektrophorese war die vorherige Abtrennung freien radioak-
tiven Phosphors erforderlich, wie die ABB. 41B(l) zeigt. Dies konnte effektiv mit der
CENTRICON 10 Membranfilterzentrifugation der PKC-phosphorylierten Substrate vor SDS-
Gelelektrophorese erreicht werden, wie die ABB. 41B(Il) beweist. Zur Praparation grof3erer
Mengen reinen phosphorylierten Substrates eigneten sich die C18-HPLC-Verfahren (ABB. 31,
32, 43). Die Trennung unphosphorylierten, nativen Angiogenins von phosphoryliertem Angio-
genin gelang durch die Hintereinanderschaltung mehrerer HPL C Durchgange. Phosphoryliertes
Angiogenin wird etwas friher eluiert als unphosphoryliertes (ABB. 31). Der Nachteil der
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Verdinnung der 3*P-phosphorylierten Proteine konnte Uber eine Rekonzentrierung durch
CENTRICON 10 Membranfilterzentrifugation kompensiert werden. Aber neben der Verdin-
nung kommt es durch die Hintereinanderschaltung mehrerer HPL C-Reinigungsschritte auch zu
einem gewissen Aktivitdtsverlust phosphorylierten Angiogenins (ABB. 43). Als problematisch
erwies sich die Mono S-HPLC as Reinigungsschritt fir 3P-Angiogenin. Wenn die Mono S
HPL C-Elutionsfraktionen, die das phosphorylierte 3>P-Angiogenin enthielten, nicht sofort vom
Mono S-HPLC-Verfahren bedingten akalischen Milieu mit einem pH um 8,0 durch Rekon-
zentrierung mittels CENTRICON 10 Membranfilterzentrifugation und Anhebung des pH-
Wertes auf 6,5-6,8 stabilisiert wurden, war innerhalb kurzer Zeit (3060 min.) kein 3P-
Angiogenin mehr nachweisbar. 3*P-Angiogenin scheint in akalischem Milieu nicht stabil zu
sein. Nach der Abtrennung Uberschiissigen, freien **P-Phosphors durch CENTRICON 10
Membranfilterzentrifugation stellte sich die saure Proteinféllung as einfache und zuverlassige
Methode fur analytische Zwecke dar. Es lief3en sich gut reproduzierbare Ergebnisse und eine
mit den anderen Verfahren vergleichbar genaue Quantifizierung phosphorylierter Proteine er-
zilen (ABB. 37). Fur praparative Zwecke erwies sich die CENTRICON 10 Membranfilter-
zentrifugation als einfachste und ausreichend effektive Methode, um schonend Uberschiissigen,
freien radioaktiven Phosphor und phosphorylierte Proteinfragmente, sowie Verunreinigungen
vom phosphorylierten Protein zu trennen. Gleichzeitig konnte eine Konzentrierung und Volu-
menreduktion erreicht werden (ABB. 37). Dabei erwies sich die CENTRICON 10 Membran-
filterzentrifugation der SEPHADEX G25 Molekularsiebsaulenzentrifugation in Bezug auf die
Handhabung und die Effektivitét als Uberlegen (ABB. 38). Die Trennung phosphorylierten An-
giogenins von unphosphoryliertem, nativen Angiogenin war mit diesen beiden Methoden nicht
maoglich, sondern nur mit einer Kaskade von C18- und Mono S-HPLC.

6.4.2 C18-HPLC und Mono S-HPL C phosphorylierten Angiogenins

Nach Durchfuhrung und Stoppen der Phosphorylierungsreaktion von Angiogenin durch PKC,
wie unter Absatz 10.1 beschrieben, wurde eine Fraktionierung mittels C18-HPLC zur Abtren-
nung von freiem, Uberschiissigem ATP und von Proteinfragmenten durchgeftihrt. Dabel zeigte
sich, dai’ *P-Angiogenin unter den in Kapitel 10.2.3 beschriebenen Elutionsbedingungen nach
14 min. von der Sdule gewaschen wurde (ABB. 31A: 2. radioaktiver Peak), wahrend natives,
unphosphoryliertes Angiogenin unter denselben Bedingungen nach 19 min. euiert wurde
(ABB. 31A: Preil). Phosphorylierte Proteinfragmente und freies ATP kamen bereits nach 3-8
min. von der C18-HPLC-Saule (ABB. 31A: 1. radioaktiver Peak). Wie die gleichzeitige Mes-
sung der optischen Dichte bei 254 nm (graue Kurve in ABB. 31A) des C18-HPLC Eluates er-
gab, gehen die gemessenen radioaktiven Peaks mit entsprechenden Peaks der optischen Dichte
im Eluat einher. Den eluierten radioaktiven Peaks entsprechen Proteinbanden. Die SDS
Gelelektrophorese der gepoolten Fraktionen 14-20 (siehe ABB. 31A: Gepoolte Fraktionen fir
Mono S-HPLC) bestétigte, dal? der 2. radioaktive Peak der HPL C-Fraktionierung phospho-
ryliertem Angiogenin entspricht (ABB. 43). Im Bereich der euierten Fraktionen 18-20 min.
nach Elutionsbeginn &3 sich keine Absorption messen. Dem Elutionszeitpunkt nativen, un-
phosphorylierten Angiogenins entsprechend findet sich kein Peak bei der Messung der op-
tischen Dichte, sodal? nativ verbliebenes, unphosphoryliertes Angiogenin zusammen mit dem



SEKTION 11 52

phosphorylierten Angiogenin eluiert worden sein mul3, da die erzielte Phosphorylierungsrate
nicht 100 % sondern fir Angiogenin maximal bei 3049 % lag (ABB. 42; TABELLE 8).

6.4.3 SDS-Gele ektrophorese PK C-phosphorylierter Proteine

Die SDS-Gelelektrophorese zur Darstellung PKC-phosphorylierter Proteine wurde modifiziert
nach Laemmli (1970) und Garfin (1990) durchgefuihrt. In der ABB. 30A ist die Reinheit der aus
Rattenhirnen isolierten PKC nach SDS-PAGE 15 % dargestellt. Die PKC stellt sich als als ein-
zelne scharfe Proteinbande dar. Das Molekulargewicht liegt bei ca. 80000 Da und entspricht
dem von anderen Autoren ermittelten Molekulargewicht fir die PKC (TABELLE 9). In der
ABB. 30B ist sehr gut die Autophosphorylierung der PKC in der 12,5 %-igen SDS-PAGE zu
erkennen. In Anwesenheit der Stimulatoren (Ca?*, Phospholipid und Diacylglyzerin) und
niedriger Konzentration der PKC im Reaktionsansatz wurden ca. 2 Mol Phosphat pro Mol PKC
inkorporiert (TABELLE 8). Bel hoher PKC-Konzentration im Reaktionsansatz betrug die
Autophosphorylierung nur ca. 1 Mol Phosphat pro Mol PKC (TABELLE 8). Die Phospho-
rylierung von Angiogenin, aber auch von Histon und bFGF ist nur in Anwesenheit von PKC und
ihrer Stimulatoren moglich (ABB. 30B, 33, 34, 36, 41). Wie sich in der SDS-Gelelektrophorese
eindeutig nachweisen 183, handelt es sich bei dem Phosphorylierungsprodukt eindeutig um 2P-
Angiogenin (ABB. 33). Im zdllfreien Reaktionsansatz ist die Aktivierung der PKC durch die
Stimulatoren Phosphatidylserin und Diolein unabdingbar (ABB. 33). Keine wesentlichen Unter-
schiede in der Stimulation der PKC fanden sich bel Ersetzen des Stimulators 1,2-Diolein gegen
1,3-Diolein (ABB. 34, TABELLE 7). Grof3eren Einfluld auf die PKC-Aktivitét bei der Phospho-
rylierung von Angiogenin zeigte der Austausch des Puffers. Eine deutlich hthere PK C-Aktivitét
zeigte sich bei Verwendung von 50 mM Tris-Puffer anstelle von Puffer A (siehe unter Abschnitt
10.1.2 Reagenzien). Der Einflu® des Puffersystems und seiner Konzentration auf die PKC-
Aktivitdt im Phosphorylierungsansatz ist in der ABB. 42 aufgezeigt und unter Abschnitt 6.4.7.4
beschrieben. Humanes Angiogenin, hergestellt aus rekombinanten Escherichia coli Zellen
(hANG Hoechst) oder aus rekombinanten Baby Hamster Nierenzellen (BHK hANG), wird von
der isolierten PKC phosphoryliert (ABB. 34, 35; TABELLE 7, 8). Unter optimalen Reaktions-
bedingungen wurden von der PKC maxima 19 % hANG Hoechst, aber vom BHK hANG
maximal 49 % phosphoryliert (TABELLE 8). Histon V S wird von der isolierten PKC ebenfalls
effektiv phophoryliert, wie die SDS-PAGE 15 % in ABB. 35 zeigt. Die Phosphorylierung von
bFGF mit PKC zeigt die ABB. 36.



SEKTION 11 53

Substrat ohne PKC Hoechst hANG | BHK
hANG

1,2-Diolein + + + + +
1,3-Diolein + +

PKC in Puffer A £ | £ + + +

PKCin50mM Tris £ | A + + +

32p-| nkorporation (pmol) 29| 14 | 21| 29 |16 | 29 | 14 | 21 |SDS
Phosphorylierungsrate (%) 60| 85 | 46| 86 | 42|61 |PAGE
32p-| nkorporation (pmol) 21| 13| 23| 43 | 20| 36 | 19 | 29 |Protein-
Phosphorylierungsrate (%) 6,6 | 124 | 60 | 104 | 56 | 8,8 |Prazipitation
TABELLE7:

Vergleichende Bestimmung der Phosphorylierungsraten durch PKC mit saurer Proteinfallung und 15 % SDS-
Gelelektrophorese (ABB. 34).

Phosphorylierungsreaktionsbedingungen: 30° C, 30 min. Die Phosphoylierungsrate wurde durch Messung der
radioaktiven Banden der 15 %-igen SDS-Gel el ektrophorese bestimmt.

Substrat Substratmenge PKC 32p-Inkorporation Substratphos-
(pmol) (pmol) (pmol) phorylierung (%)
hANG Hoechst 35 1,875 3,2 9,14
Batch | (3,8 mg/ml) 350 18,75 0,6 0,17
hANG Hoechst 35 1,875 6,8 19,43
Batch Il (2,7 mg/ml) 350 18,75 9,6 2,74
BHK-hANG 35 1,875 17,3 49,43
(1,8 mg/ml) 350 18,75 127,8 36,51
PKC-Autophos- /E 1,875 4,3 230,00
phorylierung FE 18,75 21,6 115,20
TABELLE 8:

PK C Selbstphosphorylierung und Phosphorylierung verschiedener Angiogenine durch PKC.
Phosphorylierungsreaktionsbedingungen: 30° C, 90 min. Die Phosphoylierungsrate wurde durch Messung der
radioaktiven Banden der 15 %-igen SDS-Gel el ektrophorese bestimmt.
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Literatur Waltonet d., | Woodgett et d., | Koleetd., | Feigeetd., | Wiseeta., Le Peuch et Uchidaetd., | Eigene
stelle 1987 1987 1988 1989 1982 al., 1983 1984 Ergebnisse
PKC-Isolierung | Gehirn Gehirn (Ratte) | Gehirn Gehirn Herz (Rind) | Gehirn Niere (Kanin- | Gehirn
(Rind) (Ratte) (Rind) (Ratte) chen) (Ratte)
Molekular- 77000 78000 keine Anga- | 80000 83000 84000 80000 80000
gewicht -82000 -80000 be -85000
Ertrag 4-6pg/g 1,5-2ug/g 0,7ug9/g 0,84ug/g
Spezifische 2,2U/mg 3,1U/mg 0,17 U/mg 0,85 U/mg 4,6 U/mg 2,7U/mg
Aktivitét
(Histon)
Reinigung 624x 1000x 15800x 300x 5846x 12445x
Recovery 18% 20-30% 1% 5% 10-25% 15%
PKC-Puffer 20mM Tris | 20mM Tris wieWoodgett | wie Walton | 20mM Tris | 20mM Hepes | 10mM Mes | wieWadton
PH 7,5 PH 75 ed. 1987 etal. 1987 |pH7,5 pH 7,5 pH 6,5 ed. 1987
EGTA 2mM 10mMm 2mM 2mM
EDTA 2mM 1imM 2mM 0,5mM
DTT 1mM 2mM 5mM
ME 0,1% 50mM
NaCL M 100mM 100mM 200mM 300mM KClI
Glyzerin 16% 10%
Glukose 34% 30% Img/ml RSA
TritonX100 0,02% 0,1%
PMSF 0,1mM
PKC-Konz. Img/ml 0,5 mg/ml 0,5 mg/ml 1 mg/ml 9,6 pg/ml 100 pg/ml
Reaktions- 20mM Hepes | 20mM Hepes wieWoodgett | 10mM Tris | 25mM Tris | 20mM Hepes | 25mM Tris 20mM Tris
ansatz pH 7,4 pH 7,5 ed., 1987 |[pH75 pH 7,5 pH 7,5 pH 7,5 pH75
Ansatzvol. 60 ul 20 500 ul 20 200 100 pl 20-500 pl
EGTA 333uM 0,2mM 400 uM 0,5mM
EDTA 333uM 400 pM 05mM
CaCl, 1,67 mM 05mM 0,6 mM 05mM 05mM 05mM 0,63 mM
MgCl, 10 mM 10 mM 10 mM 10 mM 10 mM 5mM 7mM
ATP 150 pM 100 pM 10 uM 100 pM 100 pM 20 UM 160 pM
Diolein 5 pg/ml 0,8 pg/ml 6 pg/ml 0,5 pg/ml 5 pg/ml
Phosp.-Serin 200 pg/ml 50 pg/ml 40 pg/ml 25 pg/ml 60 pg/ml 50 pg/ml 50 pg/ml
Histon Img/ml (3S) [ 0,5mg/ml (3S) 0,2 mg/ml 1 mg/ml (3S) | 0,2mg/ml 28pmal/ul
(39) (39 69
bFGF 25 pg/ml 1,4 pmol/pl
Angiogenin 17Apmoal/pl
PKC 67 pg/ml 250 pg/ml 4 pg/ml 250 ng/ml | 1,25 pg/ml 1 pg/ml 6,6 pg/ml
Temperatur 30°C 30°C 22°C 30°C 30°C 20°C 30°C 30°C
Reaktionszeit 2-5min 5min 10 min 15min 5-10 min 30min 1min 1-60 min
Km 6,0 (Histon) 1,5 (bFGF) | 4,4 (ATP) 3,0 (Histon) 10,0
(uMm) 0,6 (Histon) (Histon)
50,0
(ANG)
3,3 (bFGF)
Vimax 230 (Histon) 180 (bFGF) | 830 (ATP) 770 (Histon) 66,7
(pmol/min/mg) (Histon)
100
(bFGF)
120
(ANG)
TABELLE 9:

Zusammenstellung der in vitro Reaktionsansétze und der Substrate der Phosphorylierungsreaktion verschiedener
PK C-Préparationen anhand von Literaturangaben und eigenen Ergebnissen.

In der Tabelle verwendete Abkirzungen siehe GLOSSAR unter: 1.1 Abkurzungen.
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6.4.4 Saure Proteinfdllung PKC-phosphorylierter Proteine

Die Proteinféllung im sauren Milieu stellt eine einfache Methode dar, Proteine auf Filterpapier
von anderen, z. B. niedermolekularen Substanzen zu trennen. Die Starke dieser Methode liegt in
seiner Einfachheit und der fehlenden Mengenbegrenzung. Die Resultate dieser Methode sind in
den ABB. 37C, 42, 43 dargestellt. Wie die ABB. 37 erkennen &, ist die saure Proteinféllung
geeignet, freies ATP von den Phosphorylierungssubstraten Angiogenin und Histon zu trennen.
Die mit dieser Methode ermittelten Phosphorylierungsraten von
Angiogenin und Histon, sind denen mit SDS-PAGE ermittelten vergleichbar. Wie die Ergebnisse
zeigen, sind die Phosphorylierungsprodukte von Angiogenin und Histon im sauren Milieu stabil.

6.4.5 SEPHADEX G25 Molekularsiebsdulenzentrifugation PK C-phosphorylierter Proteine

Um bei der SDS-Gelelektrophorese PK C-phosphorylierter Proteine eine Uberladung des Gels
mit freiem 3P-ATP und **P-Proteinbruchstiicken (ABB. 41B (1)) zu vermeiden, ist die schnelle
und einfache Vorabtrennung dieser Bestandteile anzustreben. Aufgrund der erheblichen
Molekulargewichtsunterschiede zwischen freiem ATP (MG » 600) und den Phosphory-
lierungssubstraten Angiogenin (MG 14400), bzw. bFGF (MG 18000) und Histon (MG 21000)
snd Verfahren basierend auf dem Molekularsiebprinzip (Porengrof3e) zur Vorseparation
geeignet. Sephadex G25 (fein) mit einem Fraktionierungsbereich von einem Molekulargewicht
von 1000-5000 ist zur Separierung fir diesen Zweck geeignet. Molekile mit einem MG >
5000 passieren die Saule ungehindert, wobei die Passage durch Erhéhung der Sedimenta-
tionskraft auf 700-1200 x g noch beschleunigt wird. Die zentrifugierten SEPHADEX G25
"drop-through” Fraktionen mit den PKC-phosphorylierten Proteinen wurden, wie vorstehend
im Absatz 6.4.4 beschrieben, durch saure Proteinfallung auf Filterpapier prézipitiert. Die pro-
teingebundene *2P-Aktivitét wurde, wie unter Punkt 10.4.2 beschrieben, in einem FlUssigkeits-
Szintillationsmef3apparat gemessen. Die Ergebnisse im Vergleich zu der nachstehend unter
Punkt 6.4.6 beschricbenen CENTRICON 10 Membranfilterzentrifugation PKC-phos-
phorylierter Proteine sind in der ABB. 38 dargestellt. Fir die Phosphorylierungsprodukte von
Angiogenin und bFGF wurden fir beide Trennmethoden vergleichbare Ergebnisse erzielt, wo-
bei jedoch mit der CENTRICON 10 Membranfilterzentrifugation, sowohl fur die Phospho-
rylierung von Angiogenin, as auch von bFGF nach der Separation ein hoherer Ertrag an phos-
phoryliertem Protein nachgewiesen werden konnte (ABB. 38).

6.4.6 CENTRICON 10 Membranfilterzentrifugation PK C-phosphorylierter Proteine

Zur schnellen und einfachen Abtrennung von freiem ATP, sowie von Proteindetritus vom Sub-
strat der PKC-Phosphorylierung wurde die CENTRICON 10 Membranfilterzentrifugation
eingesetzt. Problemlos wurde mit dieser Methode eine Konzentrierung der Fraktionen erreicht
mit Reduktion des Volumens pro Zentrifugendurchgang um 40-50 %. Die effektive und scho-
nende Separation von frelem ATP und Proteinbruchstiicken vom phosphorylierten Substrat
(Angiogenin) zeigt die vor und nach CENTRICON 10 Membranfilterzentrifugation
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durchgefiinrte SDS-Gelelektrophorese 15 % in ABB. 41. Der in ABB. 41B (1) die Banden
Uberlagernde "radioaktive Schmierbelag” ist durch die, die Trennkapazitdt des SDS-Gels tber-
schreitende Uberladung mit freiem 32P-ATP und *2P-Proteinbruchstiicken verursacht. Die Vor-
schaltung einer CENTRICON 10 Membranfilterzentrifugation der PKC-phosphorylierten Pro-
teine zeigt die vollstéandige Entfernung des "Schmierbelags' bei unverénderten Proteinbanden,
wie die ABB. 41B (Il) eindeutig beweist. Die Coomassie Blue Férbung der Proteinbanden
(ABB. 41A) vor (1) und nach (II) CENTRICON 10 Membranfilterzentrifugation zeigt vergli-
chen mit den radioaktiven 3P-Proteinbanden des Autoradiogramms (ABB. 41B) vor (1) und
nach (I1) CENTRICON 10 Membranfilterzentrifugation identische Banden, wie der Vergleich
mit den Banden nativen Angiogenins (# 7, 8, 9) beweist.

6.4.7 Optimierung der Phosphorylierungsreaktion

Zur Optimierung der Phosphorylierungsreaktion wurde die Pufferspezifitét der PKC zur Phos-
phorylierung verschiedener Substrate (Angiogenin, Histon V S) ausgetestet. Die Ergebnisse sind
nachfolgend im Abschnitt 6.4.7.4 und in ABB. 42 zusammengefal¥. Zur weiteren Charakter-
isierung der Proteinhosphorylierung durch PKC wurde fir Histon als Substrat eine Reaktionski-
netik (Absatz 6.4.7.1, ABB. 39) erstellt und fur die Substrate Angiogenin, bFGF und Histon die
Michadlis-Konstante bestimmt (Absatz 6.4.7.2, ABB. 40). Der Einflu des Abstoppens der
Phosphorylierungsreaktion (Abschnitt 10.1.3) auf die Stabilitét und den erzielten Ertrag der
Phosphorylierungsprodukte ist in ABB. 37 aufgelistet. Sowohl phosphoryliertes Angiogenin, as
auch Phospho-Histon zeigten eine gréf3ere Stabilitét gegeniiber weiteren Fraktionierungen, wenn
die Phosphorylierungsreaktion mit LAEMMLI-Puffer anstelle von Eisessig/10 mM EGTA ges-
toppt wurde.

6.4.7.1  Zeitkinetik der Histon-Phosphorylierung durch PKC

In der ABB. 39 ist die Zeitkinetik der Phosphorylierung von Histon durch PKC bei wechselnden
Substratkonzentrationen dargestellt. Unter optimalen Reaktionsbedingungen fir die Phospho-
rylierungsreaktion wurden bel einer Konzentration der PKC im Resktionsansatz von 2,5 pg/ml
U 31,25nM steigende Substratkonzentrationen von 0,00625 mg/ml (= 0,297 uM) Histon pro
Reaktionsansatz Uber 0,0625 mg/ml (= 2,969 uM), 0,125 mg/ml (= 5,938 uM), 0,25 mg/ml (=
11,875 pM), bis 0,5 mg/ml (= 23,75 pM) zugesetzt. Die Inkubationszeiten wurden von O—
16 min. (0, 1, 2, 4, 8 und 16 min.) variiert. Die 3*P-Inkorporation in das Substrat wurde nach
Abtrennen  Uberschissigen, freilen  3P-Phosphors  mit  der CENTRICON 10
Membranfilterzentrifugation nach saurer Proteinprazipitation auf Filterpapier, wie unter
Abschnitt 10.4 beschrieben, bestimmt. Es wurde die 3P-Aktivitét der Prézipitate unter Zugabe
von 2 ml Econofloor® in einem Flissigkeits-Szintillationszéhler gemessen. Daraus wurde, wie
unter Absatz 10.9 angegeben, die Menge phosphorylierten Substrates berechnet.

Bel niedrigen Substratkonzentrationen von weniger als 0,125 mg/ml Histon im Reaktionsansatz
zeigt sich bereits nach einer Inkubationszeit von 4 min. ein Abfall der Menge phosphorylierten
Substrates (ABB. 39). Erst bei Histonkonzentrationen von >0,125 mg/ml im Ansatz steigt mit
langerer Reaktionszeit auch der Ertrag phosphorylierten Substrates. Da die Proteinkinase C un-
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ter speziellen Bedingungen (Abwesenheit von ADP) auch als spezifische Phosphatase reagiert
und zur Umkehrreaktion mit Dephosphorylierung des Substrates fuhrt, scheint dieser Mecha-
nismus bei niedriger Substratkonzentration von Histon eine wesentliche Rolle zu spielen. Durch
die geringe Substratkonzentration wird entsprechend wenig ATP zu ADP verbraucht. Somit
entsteht bei der Reaktion nicht gentigend ADP, um die Phosphatase-Eigenschaften der Protein-
Serinkinase PKC zu hemmen speziell bel der Phosphorylierung von Histon, wie dies bereits fur
funf Proteinkinasen beschrieben ist (Kole et a., 1988).

6.4.7.2  Bestimmung der Michaglis-Konstante

Fur die Substrate Angiogenin, basischer Fibroblasten-Wachstumsfaktor und Histon wurde die
Michaelis-Konstante nach Lineweaver-Burk graphisch ermittelt (ABB. 40). Unter optimalen
Resktionsbedingungen bei einem Reaktionsansatzvolumen von 20 pl (s. Abschnitt 10.1 Phos-
phorylierungsreaktion) wurden steigende Substratkonzentrationen bei einer Reaktionszeit von
2 min. und einer PKC-Konzentration im Reaktionsansatz von 31.25 nM zugegeben:

Substratkonzentration:

mg/ml 0,0313 0,0625 0,125 0,25 05
Histon (MG 21.000):

puM 1,49 2,97 5,94 11,88 23,75
Angiogenin (MG 14.400):

puM 2,17 4,34 8,68 17,36 34,72
bFGF (MG 18000):

puM 1,74 3,47 6,94 13,88 27,78

Die *?P-Inkorporation in das Substrat wurde nach Abtrennen Uberschiissigen, freien 3P-
Phosphors mit der CENTRICON 10 Membranfilterzentrifugation parallel @ nach saurer Pro-
teinprézipitation auf Filterpapier und b) mit SDS-Gelelektrophorese 15 % bestimmt. Es wurde
die *P-Aktivitdt der Prézipitate bzw. der entsprechenden Proteinbanden der SDS-Gel-
elektrophorese unter Zugabe von 2 ml Econofloor® in einem Flissigkeits-Szintillationszahler
gemessen. Daraus wurde, wie unter Absatz 10.9 beschrieben, die Menge phosphorylierten Sub-
strates berechnet.

Bei guter Ubereinstimmung der Werte, gemessen nach der Methode der sauren Proteinfallung
mit denen, die durch die SDS-Gelelektrophorese erhalten wurden, lief3en sich graphisch bei dop-
pelt reziproker Darstellung nach Lineweaver-Burk folgende Michaelis-Konstanten ermitteln
(ABB. 40):

Angiogenin k;,, = 50 uM, bFGF = 3,3 pM, Histon V S = 10,0 yM. Die maximale Reaktions-
geschwindigkeit lag dabel fir die Phosphorylierung von Angiogenin bei v, = 120 pmol/
min/mg, von bFGF bei v, = 100 pmol/min/mg und von Histon V S bel v, = 66,7 pmol/
min/mg,.
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6.4.7.3 Berechnung der spezifischen Aktivitét der PKC

Als Phosphorylierungssubstrat der PKC diente bei der Berechnung der spezifischen Aktivitét der
isolierten PKC aus Rattengehirn Histon V' S (MG » 21.000). Die Bestimmung phosphorylierten
Histons erfolgte Uber den Einbau von 2P nach der Formel 5 (s. 10.9 Aktivitétsberechnung) un-
ter der Voraussetzung, dald pro pmol Histon ein pmol Phosphat inkorporiert wird (Verhdtnis
1:1). Uberschiissiges freies 3P wurde mittels saurer Proteinfallung (s. 10.4) bzw. Membranfil-
terzentrifugation (s. 10.6) entfernt. Unter optimalen Reaktionsbedingungen (s. 10.1 Phospho-
rylierungsreaktion) und Substratséttigung wurden im Reaktionsansatz (Volumen: 40 pl) von
1,25 pmol PKC (MG » 80.000) 270 pmol Histon pro Minute phosphoryliert. Daraus ergibt sich
eine spezifische Aktivitét fur die PKC:

Formel zur Berechnung der spezifischen Enzymaktivitat SEA:

U

SEA==
P (Formel 6)

SU = Substratumsatz in pmol/min
EP = Enzymprotein in mg

oder in Enzymeinheiten ausgedrickt:

spezifische Aktivitét der PKC = 2,7 U/mg

6.4.7.4  Pufferspezifitét der Proteinphosphorylierung durch PKC

Die Pufferspezifitét der Phosphorylierungsreaktion von Angiogenin und Histon V' S durch PKC
ist in der ABB. 42 dargestellt. Bei Reaktionszeiten von 30 min. zeigte 10 mM Hepes-Puffer, pH
7,5 fur die Phosphorylierung von Angiogenin mit einer Phosphorylierungsrate von 30 %, vor
50 mM Tris-Puffer, pH 7,5 mit einer Phosphorylierungsrate von 20 % das beste Ergebnis. Bei
Inkubationszeiten von 60 min. war 50 mM Tris-Puffer, pH 7,5 mit ener Angiogenin-
Phosphorylierungsrate von 18 % allen anderen Puffern Uberlegen. Trotz doppelt so langer
Resktionszeit war die Phosphorylierungsrate von Angiogenin im Vergleich zum besten Resultat
bei 30-minttiger Inkubation um 12 % geringer. Die gleichen Untersuchungen fur die Phospho-
rylierung von Histon V S zeigten bel 30 min. Inkubationszeit eine eindeutige Préferenz fir
Hepes-Puffer. Die Phosphorylierungsrate von Histon lag bei 10 mM Hepes-Puffer, pH 7,5 bel
48 %und fur 20 mM Hepes-Puffer, pH 7,5 bel 44 %, wahrend als bestes Ergebnis mit Tris-
Puffer nur 30 % mit 10 mM Tris-Puffer, pH 7,5 erreicht werden konnten. Bei einer Inkubation-
szeit von 60 min. wurde eine 30 bzw. 40 % Phosphorylierung von Histon mit 10 bzw. 20 mM
Tris-Puffer, pH 7,5 erzielt. Bei der Verwendung von Hepes-Puffer wurden bei einer Inkubation-
szeit von 60 min. nur 27 % des Histons phosphoryliert, bei Verwendung von von 10 mM Hepes-
Puffer, pH 7,5 im Reaktionsansatz. Insgesamt zeigten sich bel der Phosphorylierung von Histon
durch PKC bei einer Inkubationszeit von 30 min. h6here Phosphorylierungsraten as bel einer
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Reaktionszeit von 60 min, wie dies fir die Phosphorylierung von Angiogenin auch festgestellt
werden konnte.

6.5 Diskussion

Die Herstellung molekular modifizierter biologischer und chemischer Schliissel substanzen stellt
eine bewahrte und interessante Methode zur Identifizierung essentieller funktioneller Wirkgrup-
pen aktiver Zentren eines Molekils dar. Sie ermdglicht auch ihre Lokalisation im molekularen
Gerlist der Substanz. Diese Experimente stellen einen wesentlichen Bestandteil bei der Aufkl&
rung des molekularen Wirkungsmechanismus und seiner Regulation einer Substanz in biologis-
chen Systemen dar.

Vielfédtige gezielte Modifikationen der Struktur des Angiogeninmolekdils haben wertvolle Infor-
mationen Uber die Lokalisation funktioneller Gruppen und aktiver Zentren im Angiogenin-
molekil gebracht (Bond et Vallee, 1990; Curran et al., 1993; Hallahan et al., 1991; Harper et
Vallee, 1988; Harper et Vallee, 1989; Harper et al., 1990).

Anhand der Aminosduresequenz von humanem Angiogenin (Strydom et al., 1985) ist die
Aminosaure Serin> (52. Stelle in der Aminosauresequenz) der wahrscheinlichste Ort der Phos-
phorylierung durch PKC. Phospho-Serin ist im alkalischen Milieu bel pH-Werten um 8,0 nicht
stabil (personliche Mitteilung von Guofu F. Hu).

Die Instabilitét von *?P-Angiogenin in alkalischem Milieu bei pH-Werten um 8,0 ist wahrschein-
lich durch die Instabilitdt der Phospho-Serinbindung zu erkldren. Der Verlust an phospho-
ryliertem Angiogenin nach Mono S-HPL C Passage lief3e sich damit erklaren. Zur Separation von
phosphoryliertem Angiogenin von nativem Angiogenin war jedoch eine Kaskade von C18-
HPLC und Mono S-HPLC erforderlich. Fur die Herstellung grél3erer Mengen phosphorylierten
Angiogenins ist eine Verbesserung dieses Reinigungsschrittes erforderlich. Die Abtrennung
Uberschiissigen freien Phosphors und niedermolekularer Bruchstiicke lief3 sich gut mit den
Methoden der CENTRICON 10 Membranfilterzentrifugation und der SEPHADEX G25
Mol ekul arsiebsaulenzentrifugation erreichen.

Mit der SDS Gelelektrophorese lief3 sich eindeutig nachweisen, dal3 die aus Rattenhirnen
isolierte PKC im optimierten Reaktionsansatz in Anwesenheit ihrer Stimulatoren Cat*, Phospha-
tidylserin und Diolein in vitro sowohl humanes rekombinantes Angiogenin hergestellt aus Esche-
richia coli Zellen als auch rekombinantes humanes Angiogenin aus Baby Hamster Nierenzellen
effektiv phosphorylierte. Mit BHK hANG wurden Phosphorylierungsraten bis 49 % erreicht.
hANG Hoechst wurde maximal zu 30 % phosphoryliert. Weglassen der PKC-Stimulatoren im
Resktionsansatz fuhrte zum vollstandigen Verlust der PKC-Aktivitat (ABB. 33). Auch ohne
PKC lief3 sich keine Phosphorylierung nachweisen (ABB. 33, 34, 36).

Die SDS Gelelektrophorese zeigte auch, dal? insbesondere bei der Phosphorylierung von Angio-
genin ein kleiner Anteil degradierten, fragmentierten **P-Angiogenins entsteht (ABB. 33). Ob es
sich hierbei um eine Folge der Phosphorylierungsreaktion oder um ein Degradierungsprodukt
handelt, dal3 durch die SDS-Gelelektrophorese entsteht, war nicht mit Sicherheit zu entscheiden.
Parallelversuche mit Nachweis der Phosphorylierungsprodukte Uber eine saure Proteinfalung
auf Filterpapier zeigten vergleichbare Resultate (Phosphorylierungsraten), die den Schlufd nahe-
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legen, dal? die Degradierungsprodukte bei der Phosphorylierungsreaktion und nicht durch die
SDS-Gelelektrophorese entstanden sind.

Die erforderlichen optimalen Reaktionsbedingungen zur Phosphorylierung von Angiogenin mit
der isolierten PKC lassen sich mit den Erfahrungen anderer Autoren bel der Proteinphosphory-
lierung mit PKC vergleichen und sind tabellarisch nach einer Zusammenstellung aus der Literatur
in der TABELLE 9 aufgelistet. Die spezifische Aktivitét, der nach einer modifizierten Methode
von Walton et al. (1987) aus Rattengehirn isolierten PKC, war mit 2,7 U/mg durchaus ver-
gleichbar mit der anderer Isolationen (s. TABELLE 9).

Die Fahigkeit bFGF effektiv zu phosphorylieren, war auch ein Merkmal, die Eigenschaften und
die Aktivitét der isolierten PKC mit den Angaben anderer Autoren zu vergleichen (s. TABELLE
9, Spalte5). Feige et a., (1989) fand bel der Phosphorylierung von bFGF mit PKC aus Rinder-
gehirn dhnliche Ergebnisse, wie hier beschrieben. Die Phosphorylierung von bFGF in Zellkultu-
ren wurde fur zwel Zdlinien beschrieben: Humane Hepatomazellen und Kapillarendothel zellen
der Nebenniere vom Rind (Feige et Baird, 1991). Dabei zeigte sich, dal3 phosphoryliertes bFGF
teilweise eine hohere Affinitét zu seinem Zellmembranrezeptor aufwies als unphosphoryliertes,
wie mit Bindungsstudien von ***I-bFGF an BHK-Zellen in Kultur gezeigt werden konnte. Neue-
re Beobachtungen bestétigten, dal3 atrialer natriuretischer Faktor, aFGF und bFGF als sezer-
nierte Faktoren von intakten Zellen phosphoryliert werden (Feige et Baird, 1991). Die Phospho-
rylierung von intaktem bFGF durch PKC in vitro erfolgt durch Phosphorylierung der Aminosau-
re Serb4, wahrend fragmentiertes bFGF an der Stelle Ser108 phosphoryliert wird (Feige et al.,
1991). Auch in Zellkulturen von Kapillarendothelien wird durch PKC die Aminosaure Ser64 im
bFGF-Molekil phosphoryliert. Es zeigte aber keine héhere Affinitét zum Rezeptor as natives
unphosphoryliertes bFGF. Durch cAMP-abhéngige PKA an der Aminosiure Thr™'? phosphory-
liertes bFGF weist dagegen eine hthere Bindungsaffinitdt zum Rezeptor auf. Diese unterschied-
liche Rezeptoraffinitat konnte ein entscheidender Faktor in der Regulation der Signal Transduk-
tion von bFGF sein (Feige et Baird, 1989). Fir bFGF wurden auch enge I nteraktionen mit Hepa-
rin, Fibronektin und Laminin unter dem Einfluf3 der Phosphorylierung durch PKC beschrieben
(Feige et a., 1989). Obgleich die physiologische Bedeutung der Phosphorylierung von bFGF
noch nicht eindeutig geklart ist, zeigen die bisherigen Ergebnisse, dal’ die angiogenetischen Ak-
tivitéten von bFGF und auch die komplexe Interaktion von bFGF mit Substanzen der extrazel-
luldren Matrix Uber Phosphorylierungsprozesse mit PKC als zentralem Enzym beinfluf3 werden.

Zur Untersuchung dhnlicher Regulationsprozesse der molekularen Aktivitét von Angiogenin
kann phosphoryliertes Angiogenin einen wertvollen Beitrag leisten. Angiogenin wird von Aktin
in der Endothel zellmembran an Endothelzellen gebunden (Hu et al., 1991; Hu et a., 1993; Mo-
roianu et a., 1993). Dabei ist bisher nicht klar, ob die Aktin-Bindung einer Rezeptorbindung,
wie sie fir bFGF gesichert ist, entspricht. Wie Untersuchungen an glatten Muskelzellen aus der
Aorta der Ratte zeigten, ist Angiogenin tber die Stimulierung der Adenylat-Zyklase in der Lage
PKC zu aktivieren (Xiao et a., 1989). Ahnliche biologische Aktivitdt von bFGF und Angio-
genin, der Nachweis effektiver Phosphorylierung durch PKC in vitro, verbunden mit der neueren
Erkenntnis, dal3 auch Angiogenin eine gewisse Affinitdt zu Heparin besitzt, lassen interessante
weitere Untersuchungsergebnisse tiber die molekulare Bedeu-
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tung von phosphoryliertem Angiogenin fur die Molekileigenschaften von Angiogenin erwarten.
Ob die Phosphorylierung von Angiogenin durch PKC in vivo relevant ist und zentrale Bedeu-
tung fUr die Signal-Transduktion der angiogenetischen Wirkung von Angiogenin besitzt, kann
zum jetzigen Zeitpunkt nicht eindeutig beantwortet werden.

6.6  Zusammenfassung

Proteinkinase C (PKC), isoliert aus Rattengehirnen nach einer Methode von Walton et al.
(1987), ist in Anwesenheit ihrer Stimulatoren (Ca?*, Phospholipid und Diacylglyzerin) in der
Lage humanes Angiogenin (hANG) in vitro zu phosphorylieren. Unter optimalen Reaktions-
bedingungen lief¥en sich eine Angiogenin-Phosphorylierungsrate von 30 % (hANG Hoechst)
bzw. 49 % (BHK hANG) erreichen. Damit war die Phosphorylierung von Angiogenin durch
PKC weniger effektiv, als z. B. von humanem basischem Fibroblasten-Wachstumsfaktor
(hbFGF) oder Histon V S, die durch die PKC mit einer Effektivitét von bis zu 84 % (hbFGF)
und von bis zu 50 % (Histon V S) phosphoryliert wurden. Fir die Phosphorylierung von Angio-
genin durch PKC erwiesen sich 10 mM Hepes-Puffer, pH 7,5 oder 50 mM Tris-Puffer, pH 7,5
im Reaktionsansatz als optimal. Die Phosphorylierung von Histon V S durch PKC zeigte die
besten Ergebnisse bei 10-20 mM Hepes-Puffer, pH 7,5 oder 1020 mM Tris-Puffer, pH 7,5 im
Reaktionsansatz. Die graphische Bestimmung der Michaelis-Konstante ergab folgende Werte:
Angiogenin k,, = 50 pM, bFGF k,, = 3,3 uM, Histon V Sk, = 10,0 pM. Die maximale Resk-
tionsgeschwindigkeit lag dabel fir die Phosphorylierung von Angiogenin bel v, =
120 pmol/min/mg, von bFGF bei v, = 100 pmol/min/mg und von Histon V S bal V., =
66,7 pmol/min/mg. Die spezifische Aktivitét der PKC fur die Phosphorylierung des Substrates
Histon V S erechnete sich mit 2,7 U/mg. Die Zeitkinetik der PKC-Phosphorylierungsreaktion
von Histon V S bel steigenden Substratkonzentrationen ergab, dal3 erst bel Substrattiberschul
eine stabile Phosphorylierungsrate vorlag. Bei  Substratkonzentrationen von weniger as
0,125 mg/ml (5,9 uM) Histon V S kam es bereits nach einer Reaktionszeit von mehr as 2 min.
zu einem deutlichen Abfall phosphorylierten Histon V S. Die Abtrennung Uberschiissigen **P-
Phosphors und degradierter Proteinprodukte vom phosphorylierten Protein war einfach und ef-
fektiv mit der CENTRICON 10 Membranfilterzentrifugation moglich. Im Vergleich mit der
SEPHADEX G25 Molekularsiebsaulenzentrifugation erwies sich diese Methode in der Hand-
habung und in der Ausbeute phosphorylierten bFGFs und Angiogenins as tberlegen. Die Ana-
lyse der Phosphorylierungsprodukte mit der SDS-Gelelektrophorese zeigte eindeutig, dal3 es
sich um phosphoryliertes Angiogenin, bFGF, bzw. Histon V' S handelte. Zur Separation phos-
phorylierten von nativem, unphoshoryliertem Angiogenin waren weder CENTRICON 10 Mem-
branfilterzentrifugation, SEPHADEX G25 Molekularsiebsaulenzentrifugation, noch die SDS-
Gelelektrophorese geeignet. Nur mit fraktionierter HPLC war eine Trennung moglich. Bei der
K ombination von C18-HPLC und Mono S-HPLC war ein teilweiser Zerfall von **P-Angiogenin,
dal3 bei dem akalischen pH von 8,0 der Mono S-HPLC Fraktionierung instabil ist, nicht zu ver-
hindern. Die Hintereinanderschaltung mehrerer C18-HPLC Fraktionierungen war mit einem
Verlust von bis zu 70 % des phosphorylierten Angiogenins verbunden. Aufgrund der erheblichen
Verdinnung der Fraktionen waren mehrfach Zwischenschritte zur Rekonzentrierung notwendig,
die wahrscheinlich den Verlust mit bedingten.
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7. ZUSAMMENFASSUNG:

In der vorliegenden Arbeit wurden einige Aspekte der Angiogenese unter besonderer Bertick-
sichtigung des Wachstumsfaktors Angiogenin untersucht.

In der Sektion | der Arbeit wird ein standardisiertes Tiermodell in der Ratte vorgestellt, das die
Wirkung angiogenetischer Faktoren zur Stimulierung der Angiogenese in ischdmischen Gewe-
ben quantitativ erfal%. Damit wurde ein in vivo Modell geschaffen, das die quantitative Beur-
teilung der therapeutischen Effekte von lokal applizierten Wachstumsfaktoren zur indirekten
Revaskularisation ischémischer Gewebe erlaubt. Bereits 1,9 ng des Wachstumsfaktors Angio-
genin, lokal appliziert, stimulierten 07 Tage nach Ischdmieinduktion die Angiogenese signifi-
kant. GesamtgefaRanzahl und Kapillaren pro mm? waren nach Angiogeningabe signifikant ho-
her. Langzeitbeobachtungen bis 70 Tage nach Ischdmieinduktion zeigten, dal? die Regulation
der Angiogenese einer gedampften sinusférmigen Schwingung entspricht, deren Amplitude und
Frequenz durch Angiogeninapplikation im Vergleich zu den Kontrollen deutlich gesteigert
wurde. Dieser Trend lief3 sich abgeschwacht auch bel aleiniger lokaer Applikation von Colla-
gen | ohne Gabe eines Wachstumsfaktors nachweisen. Bei dem Vergleich der Dosis
Wirkungsbeziehung von Angiogenin und basischem Fibroblasten-Wachstumsfaktor (bFGF)
erwies sich Angiogenin zur Stimulation der indirekten Revaskularisation 2,5-mal potenter.
10 ng Angiogenin stimulierten signifikant die Angiogenese 07 Tage nach Applikation. 250 ng
bFGF und 100 ng Angiogenin stimulierten jewells hoch signifikant die Gefa3neubildung. Der
initiale angiogenetische Effekt von bFGF und Angiogenin beruht auf der Neubildung haupt-
sachlich von Kapillaren.

In der Sektion Il wird eine Methode zur Beschichtung kleinkalibriger Gefél3prothesen mit
Wachstumsfaktoren beschrieben und ein Tiermodell in White New Zedland Kaninchen zur
Testung der Offenheitsrate der Geféf3prothesen in vivo vorgestellt. Die "patency rate" der im-
plantierten 5 cm langen und im Durchmesser 2 mm messenden PTFE-Prothesen war auch mit
angiogenetischer Beschichtung fur klinische Zwecke nicht ausreichend. Offenheitsraten von 24
Stunden wurden mit der kombinierten angiogenetischen Beschichtung der Prothesen mit 1 ug
bFGF und 285 g Angiogenin erreicht. Alle anderen Beschichtungen zeigten eine wesentlich
kirzere Offenheitsrate. Prothesen mit alleiniger Angiogeninbeschichtung (285 pg) blieben 8
Stunden offen. Prothesen mit aleiniger Beschichtung mit bFGF (1 pg) waren bereits nach 6
Stunden verschlossen. Die schlechteste Offenheitsrate mit nur 2 Stunden bzw. nur 1 Stunde
wiesen die nur mit Heparin (100 E) bzw. nur mit Gelatine beschichteten Prothesen auf. Die
Verwendung des Matrixfaktors Gelatine als Trager der Angiogenesefaktoren zur Beschichtung
der Prothesen war aufgrund seiner hohen Thrombogenitét hauptséchlich fir die schlechte Of-
fenheitsrate verantwortlich.

In der Sektion Il wird eine Methode zur Herstellung modifizierten Angiogenins vorgestellt.
Durch Phosphorylierung der Aminosaure Serin im Angiogeninmolekil durch Proteinkinase C,
liefd sich ein weniger kationisches Angiogenin in vitro herstellen, dal3 im alkalischen Milieu (bei
pH 8) instabil war. Mit der Phosphorylierung durch Proteinkinase C lief3en sich Phosphorylie-
rungsraten fir Angiogenin von bis zu 49 % erzielen. Hohere Phosphorylierungs-



ZUSAMMENFASSUNG 63

raten wurden mit der Proteinkinase C bei der Phosphorylierung von Histon V' S mit Uber 50 %
und von bFGF mit 84 % erzielt. Die spezifische Aktivitdt der Proteinkinase C betrug
2,7 ymol/min/mg bei Histon V S als Substrat. Die Michaelis-Konstanten wurden fir Angio-
genin mit kK, = 50 uM, fur bFGF mit k,, = 3,3 uM und fur Histon V S mit k,, = 10,0 uM be-
stimmt. Die maximale Reaktionsgeschwindigkeit lag dabei fir die Phosphorylierung von An-
giogenin bel v, = 120 pmol/min/mg, von bFGF bei v, = 100 pmol/min/mg und von Histon
V Sbe Ve = 66,7 nmol/min/mg.

Die im Abschnitt 3 formulierten Fragen 1-12 lassen sich zusammenfassend wie folgt beant-
worten:

1. Ist die Wirkung angiogenetischer Faktoren in einem standardisierten Tiermodell quanti-
fizierbar?
Ja. Das an mannlichen Lewis Inzuchtratten standardisierte Tiermodell erlaubt die quantita-
tive Untersuchung der angiogenetischen Potenz von Wachstumsfaktoren zur indirekten
Revaskularisierung ischamischer Gewebe in vivo.

2. Welche Langzeitwirkung hat Angiogenin in vivo bel der Revaskularisierung ischémischer
Gewebe im standardisierten Tiermodel|?
Die initidle Stimulation der Angiogenese 07-14 Tage nach Applikation von Angiogenin
besteht in der Neubildung von Kapillaren. Im weiteren Verlauf tritt die Zunahme der Pr&
kapillaren in den VVordergrund.

3. Uber welchen Zeitraum lassen sich im standardisierten Tiermodell in vivo angiogenetische
Effekte von lokal appliziertem Angiogenin nachweisen?
1,9 ng Angiogenin stimulierten die Angiogenese 07 Tage nach Applikation signifikant (p £
0,05). Bis 70 Tage nach der Gabe von Angiogenin war im Vergleich zu den Kontrollen
eine Stimulation der Angiogenese erkennbar.

4. Gibt es fur die angiogenetische Wirkung von Angiogenin und bFGF in vivo eine Dosis-
Wirkungsbeziehung?
Ja. Im vorliegenden Tiermodell betrug die optimale Dosis zur Stimulation der Angiogenese
fur bFGF 250 ng. Fir Angiogenin lag die optimale Dosis zwischen 10 und 100 ng.

5. Sind Angiogenin und bFGF in ihrer angiogenetischen Potenz gleich? Wenn nicht, worin
unterscheiden sie sich?
Angiogenin erwies sich als 2,5-ma starker gefél3neubildend as bFGF im vorliegenden
Tiermodell. Beide Wachstumsfaktoren stimulierten in optimaler Dosis die Angiogenese 07
Tage nach Ischamieinduktion hoch signifikant (P < 0,002). Der initide Effekt beider
Wachstumsfaktoren bestand in einer Stimulierung der Neubildung von Kapillaren.

6. Lassen sich die angiogenetische Wirkung von bFGF und Angiogenin zur indirekten Vas-
kularisierung nutzen?
Die Anwendung von rekombinantem humanem Angiogenin und bFGF wies fir beide
Wachstumsfaktoren eine ausgepragte Stimulation der indirekten Revaskularisation im
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verwendeten Tiermodell nach. Eine gleichartige, jedoch moglicherweise nicht gleich starke

10.

11.

Reaktion ist bei der Anwendung dieser humanen Wachstumsfaktoren am Menschen zu er-
warten. Ein Ausnutzen der angiogenetischen Potenz dieser Faktoren zur gezielten
therapeutischen Stimulation der indirekten Revaskularisation beim Menschen, z. B. bel
Durchblutungsstorungen des Herzens oder anderer Korperregionen erscheint sinnvoll und
vielversprechend.

Sind angiogenetische Faktoren, insbesondere Angiogenin und bFGF allein oder in Kombi-
nation zur Verbesserung der Biokompatibilitdt schmallumiger synthetischer, nicht bio-
logischer Gefél3prothesen geeignet?

Bel insgesamt fur klinische Zwecke noch unbefriedigender Offenheitsrate der angioge-
netisch beschichteten PTFE-Prothesen mit einem Durchmesser von 2 mm war eindeutig zu
erkennen, dal3 die Kombination von Angiogenin und bFGF der aleinigen Beschichtung mit
nur einem Wachstumsfaktor oder nur mit Heparin Uberlegen ist.

Ist mit angiogenetisch beschichteten Gefal3prothesen eine Endothelialisierung der Prothese
invivo und in situ moglich?

Die erzielten Resultate mit angiogenetisch beschichteten Gefal3prothesen lief¥en keine in
vivo/in situ Endotheliaiserung an den implantierten Prothesen aufgrund der schlechten
Offenheitsrate von maximal 24 Stunden nachweisen. Weitere Untersuchungen mit weniger
thrombogenen Matrixfaktoren in der Kombination auch mit anderen Wachstumsfaktoren
werden sicher neue Erkenntnisse bringen.

Ist die Modifizierung des Angiogeninmolekils durch Phosphorylierung mit Proteinkinase
C in vitro moglich?

Ja. Proteinkinase C war in einem optimierten Phosphorylierungsansatz unter Verwendung
ihrer Stimulatoren Ca?*, Phosphatidylserin und Diolein in der Lage Angiogenin mit einer
Effektivitét von bis zu 50 % in vitro zu phosphorylieren.

Mit welchen Methoden &% sich phosphoryliertes Angiogenin nachweisen?

Mit der SDS-PAGE ist bei Verwendung von (g-**P)ATP as Phosphatdonator der Phos-
phorylierungsreaktion phosphoryliertes Angiogenin als **P-Angiogenin qudlitativ und
quantitativ nachwei sbar.

Welche Methoden sind geeignet phosphoryliertes Angiogenin zu isolieren und zu reinigen?
Zur Separation von niedermolekularen Verunreinigungen und von Uberschiissigem Phos-
phor sind fur praparative Zwecke die SEPHADEX G25 Molekularsiebsaulenzentrifugation
und die CENTRICON 10 Membranfilterzentrifugation geeignet. Mit der sauren Protein-
falung lield sich am einfachsten die quantitative Bestimmung phosphorylierten Angiogenins
durchfthren.
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12. Stellt die Phosphorylierung von Angiogenin durch PKC moglicherweise eine physiologis-
che Reaktion in der Wirkungskette von Angiogenin dar?
Zur Beantwortung dieser Frage sind weitere Versuche in vivo und in vitro erforderlich.
Bisherige Hinweise auf die zentrale Funktion der Proteinkinase C in vielen intra/extra-
zelluléren Informationslibertragungsprozessen (“second messenger” Reaktionen und "sig-
nalling" Prozesse) fuhren aufgrund der guten Phosphorylierbarkeit von Angiogenin durch
PKC zu der Vermutung, dal3 die Phosphorylierung von Angiogenin durch PKC auch in
vivo eine Rolle spielt. Moglicherweise stellt die Phosphorylierung von Angiogenin im
molekularen Wirkungsmechanismus von Angiogenin auf der zelluléren Ebene z. B. bel der
extralintrazel luléren Informationsiibertragung, oder bel der Modifizierung der biologischen
Aktivitét, evtl. auch bei der Inaktivierung von Angiogenin eine zentrale Schllisselreaktion
dar.

Die présentierten Ergebnisse zeigen, dald Angiogenin ein potenter Stimulator der indirekten
Revaskularisierung in vivo ist und die Wirkung im standardisierten Tiermodell an der Ratte
quantitativ untersucht werden kann. Die Offenheitsrate kleinkalibriger (£ 2 mm) PTFE-
Gefal3prothesen 183 sich im entwickelten Tiermodell an White New Zealand Kaninchen in vivo
testen. Die angiogenetische Beschichtung der Prothesen mit dem Matrixfaktor Gelatine as
Trégersubstanz der Angiogenesefaktoren und mit Heparin, Angiogenin und bFGF as Mitoge-
nen zeigte keine fur klinische Fragestellungen akzeptable Offenheitsrate. Mit der Phosphorylie-
rung von Angiogenin durch Proteinkinase C in vitro unter Verwendung ihrer Stimulatoren
Ca?*, Phospholipid und Diolein konnten Phosphorylierungsraten von bis zu 50 % erzielt wer-
den. Mit phosphoryliertem Angiogenin steht nun ein weiterer molekular verénderter
Wachstumsfaktor fir Untersuchungen seiner biologischen Eigenschaften und der angioge-
netischen Potenz in vivo und in vitro zur Verflgung.
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