Aus der Klinik und Poliklinik fur Anasthesiologie und Intensivtherapie
Direktorin: Prof. Dr. med. Gabriele Noldge-Schomburg

der Medizinschen Fakultat der Universitat Rostock

Der Toll-like Rezeptor 2 moduliert Endothelzellfunktionen und
GefaBneubildungsprozesse:
Bedeutung der Interaktion des TLR2 mit dem SDF-1/CXCR4 System

Inauguraldissertation
zur
Erlangung des akademischen Grades
Doktor der Medizin
der Medizinischen Fakultat
der Universitat Rostock
vorgelegt von
Bierhansl, Laura
aus Wolfen

Rostock 2014

Dekan
Prof. Dr. med. E. Reisinger

urn:nbn:de:gbv:28-diss2014-01/5-9


zef007
Schreibmaschinentext
urn:nbn:de:gbv:28-diss2014-0175-9


Dekan: Prof. Dr. med. Emil C. Reisinger

1. Gutachter: PD Dr. med. habil. Jan P. Roesner, Klinik fur Anasthesiologie und
Intensivmedizin, Klinikum Sudstadt Rostock

2. Gutachter: Prof. Dr. med. Brigitte Vollmar, Institut fir Experimentelle Chirurgie,
Universitat Rostock

3. Gutachter: Prof. Dr. med. Patrick Meybohm, Klinik fir Anasthesiologie,

Intensivmedizin und Schmerztherapie, Universitat Frankfurt

Datum der Einreichung: 28. Marz 2014
Datum der Verteidigung: 24. September 2014



Inhaltsverzeichnis

1. EINIEIIUNG e e ettt e e e e e e e e 1
1.1. Das angeborene Immunsystem und die Rolle der Toll-like Rezeptoren........... 1

1.2. Die Rolle und Funktion des Toll-like Rezeptors 2 fur die vaskulare

HOMOOSEASE ... 3
1.3. Der angiogene PrOZESS........ccoi ittt 6

1.4. Hamatopoetische Stammzellen und ihre Bedeutung fur

NeovaskularisSatioNSPrOZESSE ........ccvvvuii i e 7

1.5. Das SDF-1/CXCR4 System in Angiogenese und Stammzellrekrutierung........ 8
1.6. Der Toll-like Rezeptor 2 interagiert mit dem SDF-1 Rezeptor CXCR4 ........... 10
1.7. Ziele der Arbeit....... .o 12
2. Methoden und Materialien ............coooiiiii e 13
2 B4 - | Y o PP 13
2.1.1. Zellkultur humaner Endothelzellen ..............ccoooiiriiiiiiiiieeee e, 13
2.1.2. Isolation CD117 positiver Stammzellen aus der Maus...............ccccceeeeee 14
2.1.2.1. KnochenmarkKiSOIQtioN...............ccoeuueeeeeeeeeee e 14
2.1.2.2. Magnetisch unterstiitzte Stammzellisolation .....................ccccccoovun. 15
2.2, VErSUCNSEIEIE ... .ottt eees 16
2.2, WilAEyp MAUSE.... .o eeeaeaees 17
2.2.2. TLR2-KNOCK OUt MBUSE.....coeiiiieeieeiiiie e 17
2.3.IN VItFO VEISUCNE ... e e eeees 18
2.3.1. Matrigel-Angiogenese-Modell ... 18
2.3.2. Migrations-Modell ............coooemriii e 19
2.3.3. Spharoid-Angiogenese-Modell ... 20
2.4, DUrchflusSzytOmMEetrie........ccooiiiiiiiiiieie e 22
2.5, WesStern BIOt ... ..o 23
2.5.1. Herstellung des Zelllysats..........cooovereiiiiiiiice e 23
2.5.2. Bestimmung der Proteinmenge .........coooooiiiiiiiiiiiiii e 24

2.5. 3. IMMUNODIOL ... e 24



2.6. IMMUNPrAzZIPitatioN ........i i 26

2.7. Transfektion mit SIRNA. ... e 27
2.8. IN VIVO VEISUCKE. ...t e e e eeeeaenaes 28
2.8.1. Hinterlaufischamie-Modell ..............o e 28
2.8.1.1. Ligatur der Arteria femoralis................oooeuuoeeeeeeeiieeeeieeeeeeeeee e 28
2.8.1.2. Systemische Antikbrperapplikation .................cccooeeeeiieeeriieeeeeeerrnnnn. 29
2.8.1.3. Warmebildaufnahmen .................ccoeeeiiieeiiiieeeeeeee e 29
2.8.1.4. Entnahme des M. gastroCnemius................cooueuuuuuueiieeieaeaeeeeeeeeeeniins 30
2.8.1.5. ImMmMUNRISIOCREMIE ... 31
2.8.2. Matrigel-Plug-Angiogenese-Modell..............oooiiiiiiiiiiii 31
2.8.2.1. Injektion des Matrigels und Entnahme des Matrigel Plugs ................ 31
2.8.2.2. Férbung und Auswertung der Matrigel PIUQS ...............ccccoevvveeeennnin. 32
2.9. StatistisSche AUSWEITUNG ........cooiiiiiiiiii e 32
3. ErgEDNISSE ... 34

3.1. Eine TLR2 Defizienz hat proangiogene Effekte im Hinterlaufischamiemodell 34
3.1.1. Eine TLR2 Defizienz fuhrt zu einer verbesserten Perfusion im Hinterlauf
[ F= T S = o = 34
3.1.2. TLR2-defiziente Mause haben mehr funktionelle Kapillaren nach

Ischamie als WildttypmausSe ..........cooeiiiiiiiiiii e 36

3.2. Hamatopoetische Stammzellen aus TLR2-defizienten Tieren haben
proangiogene Effekte im in vivo Modell ... 38
3.2.1 Die Injektion TLR2-defizienter Knochenmarkstammzellen in Wildtyp
Tiere resultiert in verstarkter ischamie-induzierter Angiogenese.............. 39
3.2.2. TLR2-defiziente Stammzellen bilden mehr Netzwerke im Matrigel-Plug-
Angiogenese-Modell ... 42

3.3. Die hamatopoetischen Stammzellen haben proangiogene Effekte auf
ausdifferenzierte Endothelzellen................ooiiiiiiiiii e 44
3.3.1. TLR2-defiziente Stammzellen unterstitzen Endothelzellen bei der
Netzwerkbildung im Matrigel-Angiogenese-Modell.............ccccoviiiiiinnnn. 44
3.3.2. Die dreidimensionale Sprossung von Endothelzellen wird durch TLR2-

defiziente Stammzellen gefordert ............ccooeiiiiiiiiiii 46



3.3.3. Die Migration von Endothelzellen ist durch Ko-Inkubation mit TLR2-
defizienten Stammzellen verbessert ... 47

3.3.4. TLR2-defiziziente Stammzellen zeigen eine vermehrte Aktivierung der
MAP-KINASE AKT ... e e e e e 48

3.4. Die ischamie-induzierte Angiogenese wird durch die Injektion von TLR2-

blockierenden-Antikdrpern verstarkt ... 50

3.5. TLR2-blockierende-Antikdrper haben einen proangiogenen Effekt auf
Endothelzellen....... ..o 53
3.5.1. TLR2-blockierende-Antikdrper haben einen positiven Effekt auf die
Netzwerklange im Matrigel-Angiogenese-Modell...............ccoooviiiiieennnnnnn. 53
3.5.2. Die Behandlung mit TLR2-blockierenden-Antikdrpern hat einen
stimulierenden Effekt auf die Sprosslange von Endothelzellen................ 55
3.5.3. TLR2-blockierende-Antikorper stimulieren die Migration von
Endothelzellen ... 57
3.5.4. Die TLR2 Stimulation hat keine Effekte im Matrigel-Angiogenese-Modell58

3.6. TLR2-blockierende-Antikorper fuhren zu einer Aktivierung des SDF-1

vermittelten Signalwegs..........cooo i 59
3.6.1. Die TLR2-blockierenden-Antikorper aktivieren den MAP-Kinasen
SIGNAIWEG ... 59

3.6.2. Eine TLR2 Stimulation aktiviert den Signalweg der MAP-Kinasen nicht ..62
3.6.3. Die Inhibition von ERK1/2 und AKT fuhrt zu einer Unterdrickung des
proangiogenen Effekts der TLR2-blockierenden-Antikérper .................... 64

3.7 Die Interaktion zwischen dem TLR2 und dem SDF-1 Rezeptor CXCR4......... 65
3.7.1. Die Blockade von CXCR4 hat keine Auswirkung auf die proangiogene

Wirkung der TLR2-blockierenden-Antikorper in Vitro ..............ccccovvvveeeee. 65
3.7.2. CXCR4 wird in der Vermittlung der proangiogenen TLR2-

blockierenden-Antikorper-induzierten Effekte bendtigt ............................ 66
3.7.3. Die Unterdrickung des CXCRA4 fuhrt zu einer Inhibition der TLR2-

blockierenden-Antikorper-vermittelten ERK1/2 Aktivierung ..................... 68

3.7.4 Die Inhibition des Gi-Proteins fuhrt zu einer Unterdrickung des

proangiogenen Effekts der TLR2-blockierenden-Antikorper .................... 69



3.7.5. TLR2-blockierende-Antikorper verandern die Expression des CXCR4

im Western Blot NiCht ... 70
3.7.6. Die Behandlung mit TLR2-blockierenden-Antikorpern fuhrt zu einer
Interaktion des CXCR4 und dem TLR2 .......coooiiiiiiiiiiii e, 71
3.7.7. Die Stimulation mit TLR2 Liganden fuhrt nach einer Immunprazipitation
nicht zu einer Interaktion mMit CXCRA4..........oovviiiiiiiiiiiie 72
T I 1] U 3= Lo o PP 74

4.1. Eine TLR2-Defizienz geht mit proangiogenen Effekten nach Ischamie

=71 0] 1T P 74
4.2. Hamatopoetische cKit positive Stammzellen wirken proangiogen in vivo ...... 75

4.3. Hamatopoetische cKit positive Stammzellen unterstitzen die

Endothelzellen in dem Prozess der ANgiogenese..........cooeeeeeiiiiiieiiiiiiiiiinenn. 77

4.4. Die Behandlung mit TLR2-blockierenden-Antikorpern hat einen protektiven

Effekt nach Ischamie im Hinterlaufischamiemodell ............ccooeveiieiiiiein. 80

4.5. TLR2-blockierende-Antikorper stimulieren Endothelzellen hinsichtlich ihres

angiogenen PotentialS ...........cooo i 81

4.6. Der proangiogene Effekt der TLR2-blockierenden-Antikorper ist durch eine

Interaktion zwischen dem TLR2 und dem CXCR4 vermittelt.......................... 82

5. ZUSAamMMENTASSUNQG ... ..coiiiiiii e 85
6. LiteraturverZzeiChnis .........ooooiiiiiii e 87
T ANNANG ..t a e e e 96
7.1. AbbIlduNgSVErZEIChNIS. ......cccuiiiie e 96
7.2. TabelleNVErzZEICNNIS ........uuiiiiee e 97
7.3. ADKUrZUNGSVEIZEICNIS ...cooviiii e 98
7.4, DAnKSAQUNG .....cceiiiiiiiiieit e e e et ettt 100
7.5. Thesen zur DiSSertation ... 101



1. Einleitung

1.1. Das angeborene Immunsystem und die Rolle der Toll-like

Rezeptoren

Das System zum Schutz und zur Abwehr vor aulieren Einflissen, das unserem
Korper zur Verfugung steht, ist sehr komplex und hat sich im Laufe der Evolution
immer besser angepasst. Die Entstehung von Krankheiten beruht zu groRen Teilen
auf einem Ungleichgewicht des Korpers zwischen Immunitat und Toleranz. Dabei
versteht man die Immunitat als die Fahigkeit unseres Organismus, eine kontrollierte
Immunantwort bezlglich Kérperfremdem zu generieren. Die Toleranz beschreibt die
Eigenschaft des Korpers, die Immunantwort gegeniber korpereigenen Stoffen zu
hemmen. Um dieses Gleichgewicht zu gewahrleisten, haben sich zwei Systeme in
unserem Immunsystem entwickelt. Zum einen das angeborene Immunsystem und
zum anderen das evolutionar jungere, adaptive, erworbene Immunsystem. Jedoch
agieren die beiden Systeme bei der Erkennung und Beseitigung von pathogenen

Faktoren oft gemeinsam und sind daher nie klar voneinander zu trennen.

Das angeborene Immunsystem liefert die erste, unmittelbare Immunantwort. Bereits
nach wenigen Sekunden werden Erreger erkannt, angegriffen und eliminiert. Im
Gegensatz zum adaptiven kann das angeborene Immunsystem jedoch kein
,Gedachtnis“ entwickeln und reagiert auf denselben pathogenen Reiz immer mit
derselben Antwort. Die einzelnen Bestandteile des angeborenen Immunsystems sind
in unseren Genen angelegt und von Geburt an in unserem Korper aktiv. Janeway
beschrieb in seinem Modell, dass infektidose ,non-self* Substanzen die Initiatoren fur
die Immunantwort sind [Janeway C und Murphy KP 2009]. Die als korperfremd
erkannten mikrobentypischen Markermolekule werden als sogenannte pathogen-
associated molecular patterns (PAMPs) bezeichnet und sind Strukturen, die unser
Korper als fremd erkennt. Dazu gehdren zum Beispiel bakterielle Bestandteile wie
Lipopolysaccharide und Peptidoglykane aus der Zellwand extrazellularer Erreger
oder DNA-Sequenzen von intrazellularen Erregern. Die PAMPs werden durch
Membranrezeptoren, die pattern-recorginition receptors (PRRs), erkannt [Janeway C
1989].



Zu diesen PRRs gehoren die Toll-like Rezeptoren (TLR). Bis heute wurden dreizehn
verschiedene Toll-like Rezeptoren in der Maus und elf im Menschen detektiert und es
ist bekannt, dass ihnen eine entscheidende Rolle in der Immunantwort zukommt
[Dunne A 2005]. 1996 konnte einem Toll-like Rezeptor erstmalig ein spezifisches
Allel auf einem Chromosom zugeordnet werden. Dadurch wurde erwiesen, dass die
Toll-like Rezeptoren zu den altesten Bestandteilen unseres Immunsystems gehoren
[Taguchi T 1996]. Die Toll-like Rezeptoren sind transmembranare Rezeptoren,
welche auf dendritischen Zellen, Zellen des Immunsystems, des Blutsystems und auf
vielen weiteren Zelloberflichen zu finden sind. Weiterhin wurden sie auch auf
Endothelzellen detektiert [Fritzner 2008]. Die Liganden (PAMPs) der Toll-like
Rezeptoren sind vielseitig, darunter sind bakterielle Zellwandbestandteile, bakterielle
DNA Fragmente, fungale, parasitare oder virale Produkte und synthetische Analoga

von naturlichen Produkten (Abbildung 1).

Toll-like Rezeptoren kommt neben ihrer immunologischen Bedeutung im Detektieren
von aulieren pathogen-assoziierten Molekulen auch eine Rolle bei der Erkennung
von korpereigenen Stoffen zu. Diese Liganden werden als danger-associated
molecular pattern (DAMPs) bezeichnet, welche von sterbenden und zerfallenden
Zellen freigesetzt werden. Diese endogenen Liganden der Toll-like Rezeptoren
werden zum Beispiel bei zellularem Stress oder im Rahmen von ischamischen
Perfusionsstdrungen ausgeschittet. Es konnte gezeigt werden, dass es bei einem
Gewebeschaden zur Freisetzung von Hitzeschockproteinen (Hsp70/Hsp60) kommt.
Diese Moleklle agieren als Warnsignale im Koérper und flihren Gber eine Bindung an
den Toll-like Rezeptor 2 zu einer Aktivierung des Immunsystems [Vabulas RM 2002].
Als ein weiterer endogener Ligand des Toll-like Rezeptors 2 wurde das High Mobilty
Group Protein B1 (HMGB1) beschrieben. Das HMGB1 wird bei traumatischen
Schaden oder zellularen Stress freigesetzt und fuhrt zu einer Aktivierung des Toll-like
Rezeptors 4 und des Toll-like Rezeptors 2, wodurch es zu einer Rekrutierung von
Leukozyten kommt [Venereau E 2012; Curtin FJ 2009]. Es wurde weiterhin
beschrieben, dass die Gewebebestandteile Hyaluron oder Heparansulfat im Rahmen
von Gewebeschaden, Infektionen oder auch Gewebeumbau freigesetzt werden.
Diese kdnnen ebenfalls als endogene Liganden des Toll-like Rezeptors 4 agieren
und somit das Immunsystem dahingehend stimulieren, dass sterbende oder

geschadigte Zellen eliminiert werden [Johnson GB 2002; Termeer C 2002]. Es wurde



gezeigt, dass auch schon kleinere Teile der Hyaluronsaure zu einer Aktivierung des
Toll-like Rezeptors 2 fuhren und es damit zu einer verstarkten Antwort von T-Zellen
kommt [Scheibner KA 2006].

Bakterielle Lipoproteine Flagellin Bakterielle DNA RNA-Viren
Mycoplasmatisches LPS
Lipoprotein Imidazo- HMGB1, Hyaluron
Hsp70/60, HMGB1 quinoline Heparansulfat

b

TLR1 TLR2 TLR6 TLR2 XTLRS XTLR? TLR9 TLR4 TLR3

Abbildung 1: Die verschiedenen Toll-like Rezeptoren und deren Liganden

<

Darstellung modifiziert nach Takeda K 2004.

Damit wird deutlich, dass die Toll-like Rezeptoren vermutlich eine weitaus groRere
Rolle in unserem Korper einnehmen als bisher vermutet. Die Erkennung von
endogenen Molekulen durch Toll-like Rezeptoren und der daraus folgende
inflammatorische Prozess sowie die immunologische Antwort kdnnten ein wichtiger
Bestandteil von physiologischen, immunologischen und pathologischen Vorgangen
sein. Es wurde zum Beispiel beschrieben, dass arteriosklerotische Veranderungen
mit vermehrter Expression von Hitzeschockproteinen (Hsp70/Hsp60) einhergehen.
Die Induktion der Hitzeschockproteine fuhrt zur Immunantwort Uber den Toll-like
Rezeptor 4 und damit zur entztundlichen Veranderung an der GefalRlasion und fordert

somit die Entstehung von arteriosklerotischen Plaques [Xu Q 2002].

1.2. Die Rolle und Funktion des Toll-like Rezeptors 2 fur die vaskulare

Homoostase

Die Rolle der Toll-like Rezeptoren wird auch mal3geblich Uber ihre Lokalisation in

unserem Korper bestimmt. Die Expression des Toll-like Rezeptors 2 (TLR2) auf



Endothelzellen lasst vermuten, dass dem Rezeptor aul3erhalb seiner Funktion im
Immunsystem auch im Zusammenhang mit der vaskularen Homoostase und der
Endothelzellfunktion eine wichtige Rolle zu Teil kommen koénnte [Fan J 2003]. Die
vaskulare Homoostase ist ein Gleichgewicht in unserem Gefallsystem, welches
durch die Funktion der Endothelzellen gewahrleistet wird. Einerseits fungieren sie als
Sensoren fur hamodynamische Blutstromungen und im Blut zirkulierende Signale
und andererseits reagieren sie als Effektoren mit der Freisetzung vasoaktiver
Substanzen. Die Endothelzellen werden durch verschiedenste Faktoren beeinflusst,
darunter Neurotransmitter aus dem autonomen Nervensystem, im Blut zirkulierende
vasoaktive Substanzen und vom Gewebe gebildete Metabolite. Das Gleichgewicht
der Endothelfunktion kann aber auch durch pathogene Molekille beeintrachtigt
werden. Solche Molekile, ob nun kdrpereigen oder korperfremd, kdnnen durch den
TLR2 erfasst werden, was zur Ausbildung einer Immunantwort fuhrt. Dadurch wird
deutlich, dass der TLR2 ebenfalls mitverantwortlich fir die vaskulare Homoostase
und die Funktion der Endothelzellen sein konnte. Der TLR2 erkennt ein weites
Spektrum an korperfremden pathologischen Molekulen (PAMPs). Dazu zahlen
Peptidoglykane, die Lipoteichonsaure (LTA), Lipoarabinomannan von Mykobakterien,
Lipoproteine aus Gram negativen Bakterien und Zymosane aus Hefen [Faure E
2001]. Die Breite des Erkennungsspektrums des TLR2 wird durch die Kooperation
mit dem TLR1 und TLR6 noch erweitert [Ozinsky A 2000]. Auch Stoffe, die durch
Gewebeschaden oder Stress im Korper freigesetzt werden, kdonnen den TLR2
aktivieren. Hierzu zahlen zum Beispiel das HGMB1, die HSP60/70 und die
Hyaluronsaure [Venereau E 2012, Vabulas RM 2002, Scheibner KA 2006].

Diese entscheidende Rolle als Schnittstelle zwischen Immunsystem und vaskularer
Homoostase lasst vermuten, dass eine Beeintrachtigung oder Stimulation des TLR2
auch Auswirkung auf die endotheliale Funktion haben konnte. Die Aktivierung des
TLR2 fUhrt zu einer Immunreaktion, welche zu einer endothelialen Dysfunktion flhren
kann und sich somit stérend auf die vaskulare Homdostase auswirkt [Frantz S 2007].
Ein protektiver Einfluss einer TLR2 Defizienz konnte daher mit einer abgemilderten
Immunantwort assoziiert sein, wobei es zum Beispiel zu einer verringerten
Leukozytenaktivitdt kommt [Lin E 2009]. Eine chronische Inflammation durch die
Aktivierung des TLR2 hat somit auch Einfluss auf Krankheiten, welche mit vaskularen

Stoérungen in Verbindung mit Entzindung und Autoimmunitat assoziiert sind, wie z.B.



der Atherosklerose [Mullick AE 2008], der Ischamie und Reperfusionsstérungen
[Arumugam TV 2009] und den Vaskulitiden [Soylu A 2010].

Daher wurde die Auswirkung einer TLR2 Defizienz hinsichtlich dieser Erkrankungen
mehrfach untersucht. Favre et al. konnten in einer Studie zu Ischamie und
Reperfusionsstorungen zeigen, dass TLR2-defiziente (TLR27) Mause im Rahmen
eines murinen koronaren Ischamie-Reperfusion-Modells, eine kleinere myokardiale
InfarktgroRe und einen besseren Erhalt der koronare endothelialen Funktion
aufweisen [2007]. Weiterhin kommt dem TLR2 eine entscheidende Rolle im Rahmen
der Atherosklerose zu, denn es wurde gezeigt, dass eine TLR2 Defizienz in
Atherosklerose-empfindlichen low density lipoprotein receptor (LdIr)'/' Mausen mit der
Protektion vor dem Fortschreiten der Erkrankung assoziiert ist [Mullick AE 2008].
Auch bei einer zerebralen Ischamie scheint die Abwesenheit des TLR2 von
Bedeutung zu sein. Es konnte gezeigt werden, dass TLR2" Mause nach einer
einstindigen, transienten fokalen Ischamie ein verringertes Infarktvolumen im Gehirn
aufwiesen als Wildtyptiere [Ziegler G 2011]. All diese Ergebnisse weisen darauf hin,
dass eine TLR2 Defizienz die Ausdehnung der endothelialen Dysfunktion begrenzen
konnte, indem sie die inflammatorische Reaktion unterdrickt und dadurch den

Schaden im Gewebe einschrankt [Kanzler H 2007].

In diesem Zusammenhang wird auch der Einsatz von TLR2-blockierenden-
Antikdrpern im Rahmen der Therapie vaskularer Erkrankungen bereits diskutiert
[Frantz S 2007]. Arslan F et al. konnten zeigen, dass schon eine einzige Injektion von
TLR2-blockierenden-Antikorpern die myokardiale Infarktgrof3e reduzieren kann
[2010]. AuRerdem zeigte eine Forschungsgruppe aus Japan auf, dass das
Apolipoprotein CIII, ein Warnsignal bei Ausbreitung eines Gewebeschadens nach
einem Herzinfarkt, mit der Aktivierung von Monozyten assoziiert ist. Diese
Aktivierung fand bei TLR2-defizienten Mausen im Gegensatz zu Wildtypmausen nicht
mehr statt und es konnte gezeigt werden, dass die Anwendung von TLR2-
blockierenden-Antikdrpern ebenfalls zur Unterdrickung von inflammatorischen
Signalen fuhrt [Kawakami A 2008]. Auch Meng et al. gelang es, den TLR2-Signalweg
mit Hilfe eines monoklonalen Antikorpers (T2.5) zu blockieren. Sie waren in der Lage,
einen septischen Schock bei Wildtypmausen zu unterdricken, der durch eine

Hyperaktivierung von Immunzellen hervorgerufen wurde [2005]. Weiterhin konnte



eine Forschungsgruppe zeigen, dass eine Injektion von TLR2-blockierenden-
Antikorpern nach einer kardiopulmonalen Reanimation bei Mausen zu einer
verbesserten Uberlebensrate und verbesserten neurologischen Ergebnissen fiihrt
[Bergt S 2013]. TLR2-blockierende-Antikorper konnten somit eine neue
therapeutische Moglichkeit in Rahmen von vielen vaskularen und immunologisch
assoziierten Erkrankungen sein [Lin E 2009]. Die Effekte von TLR2-blockierenden-
Antikdrpern auf die endotheliale Funktionen sind jedoch bislang noch nicht

untersucht.

1.3. Der angiogene Prozess

Eine wesentliche Funktion von Endothelzellen ist die Neubildung kleinster Gefalle.
Dieser sogenannte ,angiogene Prozess® ist definiert als das Wachstum von
BlutgefaRen durch Aussprossung und Teilung der Endothelzellen aus bereits
vorhandenen Gefalken. So kommt es zur Entstehung neuer Kapillaren
(Angiogenese). Eine bedeutende Rolle kommt der Angiogenese im Rahmen von
Wundheilung und Reparaturprozessen zu, wie zum Beispiel das Ausbilden von
Kollateralkreislaufen in ischamischen Geweben. Der Begriff der Angiogenese wurde
erstmalig 1935 im Zusammenhang mit der Bildung von Gefalken im Rahmen der
Plazentaausbildung beschrieben. Spater erkannte man im Rahmen der Erforschung
der Tumorentstehung, dass die Angiogenese ein mehrstufiger Prozess der

Gefallneubildung ist.

Im Rahmen der Angiogenese sind die Kapillaren des Gefallsystems die
Hauptakteure. Kapillaren bestehen aus Endothelzellen, umliegenden Perizyten und
Matrixbestandteilen. Eine Grundvoraussetzung fur den Prozess der Angiogenese ist
die Fahigkeit von Endothelzellen zur Proliferation, Migration und Invasion. Diese
Teilprozesse werden durch angiogene Faktoren, zum Beispiel VEGF (Vascular
Endothelial Growth Factor), welcher in ischamischen Geweben vermehrt gebildet
wird, stimuliert. Durch Proteinasen, Kollagenasen und Metalloproteinasen werden
zunachst bindegewebige Strukturen in der Umgebung der Kapillaren lysiert. Dadurch
haben Endothelzellen die Moglichkeit, in das umliegende Gewebe zu migrieren und
auszusprossen. Die Endothelzelle agiert somit als Schnittstelle zwischen vaskularer

Homoostase, Angiogenese und dem Erhalt der Organperfusion [Hack CE 2001].



1.4. Hamatopoetische Stammzellen und ihre Bedeutung fir

Neovaskularisationsprozesse

Auch wenn im Rahmen der Angiogenese neue Gefalle im adulten Organismus
primar durch die Sprossung und Migration von bereits vorhandenen Endothelzellen
gebildet werden, so haben neuere Studien gezeigt, dass auch hamatopoetische
Stammzellen diesen angiogenen Prozess mal3geblich mit unterstitzen [Kalka C
2000]. Im Rahmen der Gefallneubildung und Wundheilung ist die Mobilisation dieser
korpereigenen Stammzellen aus dem Knochenmark von enormer Bedeutung
[Asahara T 2004].

Um diese vaskular aktiven Stammzellen zu charakterisieren, wird die Detektion von
den fur diese Stammzellen spezifischen Oberflachenmolekilen genutzt. Ein wichtiger
Marker fur Stamm- und Progenitorzellen ist das CD 117 Antigen, welches auch als
,Stem cell factor receptor® (SCFR) oder cKit-Protein bezeichnet wird.
Knochenmarkstammige CD117-positive Zellen zeigen eine vermehrte Proliferation
und Differenzierung zu Endothelzellen und eine vermehrte Bildung von angiogenen
Faktoren (z.B. VEGF) im Vergleich zu CD117-negativen Zellen. In einem
Hinterlaufischamiemodell in der Maus fuhrt die Injektion von CD117-positiven Zellen
zu vermehrter Kapillarbildung und erhéhter Perfusion in den Hinterlaufen als durch
die Injektion von CD117-negativer Zellen [Li TS 2003]. Dies zeigt, dass der
Oberflachenmarker CD117 besonders auf angiogen potenten Stammzellen
ausgebildet ist. In einer weiteren Studie zum Hinterlaufischamiemodell konnte
gezeigt werden, dass frisch implantierte CD117-positive Zellen zu einer verstarkten
Durchblutung des betroffenen Beines und einer vermehrten Bildung von
MikrogefalRen fuhren als die Injektion von CD117-positiven ex vivo expandierten
Zellen [Li TS 2003]. Die Kapazitat dieser Stammzellen wurde in einem Matrigel-Plug-
Modell von Fang et al demonstriert, indem sie zeigen konnten, dass eine einzelne
CD117-positive isolierte Stammzelle in einem Matrigelbett in der Maus in der Lage
war, ein vollstandig funktionsfahiges Gefall zu generieren. Im Weiteren konnten sie
zeigen, dass eine genetische Defizienz von CD117 in der Maus in einer reduzierten
Angiogenese und einem reduzierten Tumorwachstum resultiert [Fang S 2012]. Eine
weitere Gruppe konnte zeigen, dass mesenchymale Stammzellen mit angiogenem

Potential in der Lage sind, rohrenartige Strukturen in einem Matrigel-Versuch zu



bilden und in klrzester Zeit zu Endothelzellen zu differenzieren. In vivo wurde
dargestellt, dass es in einem Modell zur peripheren Verschlusskrankheit (pAVK)
durch die Integration von Stammzellen zu einer vermehrten Bildung von Kollateralen
kommt und somit der Blutfluss in den geschadigten Hinterlaufen gesteigert werden
kann [Huss R 2004]. Das therapeutische Potential von Stammzellen hinsichtlich der
Verringerung von Schaden nach einem Myokardinfarkt wird zurzeit untersucht: Orlic
et al. zeigten in einem murinen in vivo Modell, dass es durch eine Mobilisation von
CD117-positiven Knochenmarkzellen zu einer reduzierten Mortalitdt nach einem
Myokardinfarkt  kommt.  Weiterhin  konnten sie darstellen, dass die
Knochenmarkzellen eine vermehrte Reparatur der entstandenen Schaden induzieren
und somit die Funktionalitdt nach Myokardinfarkt erhdht ist [2001]. Dies lasst den
Schluss zu, dass das therapeutische Potential von Zelltransplantationen mit
Stammzellen vielversprechend fur Patienten mit vaskularen Erkrankungen sein
konnte [Rafii S 2003]. Inwiefern die gunstigen Effekte einer TLR2 Defizienz fir die
vaskulare Homoostase jedoch Uber hamatopoetische Stammzellen vermittelt sein

konnte, ist bislang nicht untersucht worden.

1.5. Das SDF-1/CXCR4 System in Angiogenese und

Stammzellrekrutierung

In der Mobilisierung hamatopoetischer Stammzellen spielt der Stromal cell-derived
Factor-1 (SDF-1, CXCL12), ein Chemokin der CXC- Familie, eine besondere Rolle.
Wenn ein Gewebe unter Sauerstoffmangel leidet und ischamisch wird, kommt es
uber die Induktion des Hypoxie-induzierten Faktors-1 (HIF-1) zu einer vermehrten
Expression des SDF-1. Dies fuhrt Gber die Bindung des SDF-1 an seinen Rezeptor,
den CXCR4, auf den zirkulierenden Stammzellen zu einer Steigerung der Adhasion
und der Migration dieser Zellen in das ischamische Gewebe. Weiterhin fuhrt die
Aktivierung des CXCR4 zur Mobilisierung von weiteren Stammzellen aus dem
Knochenmark, die sogenannten Rekrutierung [Ceradini PJ 2004]. SDF-1 fuhrt jedoch
nicht nur zu einer Mobilisierung der Stammzellen, sondern ist auch ein Stimulator fur
die Ausdifferenzierung von mesenchymalen Stammzellen (MSC) zu Endothelzellen
[Tang J 2009]. Des Weiteren kommt SDF-1 im Rahmen der Angiogenese eine
entscheidende Rolle zu. Durch die Stimulation von Endothelzellen durch SDF-1

kommt es in vitro zu einer vermehrten Zellproliferation, Migration und zur vermehrten



Bildung von kapillarahnlichen Strukturen [Kuhlmann CRW 2005]. Auch scheint SDF-1
einen protektiven Einfluss hinsichtlich der Apoptose von Endothelzellen zu haben.
Diese Wirkung auf Endothelzellen kann auch im lebenden Organismus
nachvollzogen werden. Die subdermale Injektion eines Matrigel-SDF-1 Gemisches
fuhrt zu der Ausbildung von kapillarahnlichen Strukturen in einer Extrazellularmatrix.
Dies zeigt auf, dass SDF-1 die Angiogenese und Reparaturmechanismen im
ischamischen Gewebe, sowohl durch die Rekrutierung von Stammzellen, aber auch
durch einen direkten Einfluss auf die Endothelzellen, positiv beeinflusst [Ho TK 2012;
Kryczek | 2005].

Die Bindung des SDF-1 an seinen Rezeptor CXCR4 ist ein zweischrittiger Prozess.
Zunachst wird der CXCR4 durch die Internalisierung des SDF-1 aktiviert. Durch diese
Internalisierung kommt es zur Aktivierung des Gi-Proteins. Der weitere Signalweg
fuhrt Uber verschiedenste G-Proteine und mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAP-
Kinase). MAP-Kinasen sind Teil der intrazellularen Signaltransduktionswege und sind
an vielen Funktionen der Zelle wie Differenzierung, Apoptose und Proliferation
beteiligt. Die grundlegende Funktionsweise von MAP-Kinasen besteht aus der
Aktivierung von drei hintereinandergeschalteten Kinasen. Die typische
Signaltransduktion (Abbildung 2) des SDF-1a fuhrt Uber die Aktivierung der
Proteinkinase B (AKT), der extrazellular-signal-regulierten Kinase (ERK1/2) und der
Inhibition der p38-mitogen-aktivierten Proteinkinase (p38) [Ho TK 2012]. AKT ist an
einer Vielzahl zelluladrer Prozesse wie der Proliferation, dem Stoffwechsel oder dem
Zellzyklus beteiligt. Die Aktivierung von ERK1/2 wird als klassische mitogene
Kaskade bezeichnet, da sie durch Wachstumsfaktoren stimuliert wird und zur Mitose
fuhrt [Vlahakis SR 2002; Ganju RK 1998]. Die p38 ist ebenfalls eine mitogen-

aktivierte Kinase welche anti-proliferativ wirkt.
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Abbildung 2: Ubersicht der Signaltransduktionswege des SDF-1

SDF-1-induzierte Signaltransduktion Gber CXCR4. Bild modifiziert nach Shim H 2009.

1.6. Der Toll-like Rezeptor 2 interagiert mit dem SDF-1 Rezeptor CXCR4

Im Rahmen ihrer immunologischen Funktion gehen Toll-like Rezeptoren (TLR) viele
Interaktionen mit anderen Rezeptoren ein. Der TLR4 zum Beispiel agiert mit dem
Protein aktivierten Rezeptor 2 (PAR2) im Rahmen der aortalen Vasodilatation um
eine vaskulare Homoostase in einer Entzindungssituation aufrecht zu erhalten
[Bucci M 2012].

Auch fur den TLR2 konnten verschieden Interaktionen mit anderen Rezeptoren
gezeigt werden. Um z.B. Lipopolysaccharide (LPS) zu erkennen, interagiert der TLR2

mit dem Glykoprotein CD14, was zu einer Aktivierung des Transkiptionsfaktors NF«kB
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fuhrt [Kanaya S 2009]. Schmid et al. konnten zeigen, dass die Migration von
angehenden dendritischen Progenitorzellen im Lymphknoten abhangig von der durch
TLR2 aktivierten CXCRA4-Herunterregulation ist [2011]. Auch ein pathogenes
Bakterium der Parodontitis macht sich die Interaktion dieser Rezeptoren bei der
Invasion des Wirts zu Nutze, indem es durch seine Fimbrien einen TLR2-CXCR4

Cross-talk induziert und somit das Immunsystem umgeht [Hajishengallis G 2008].

Auch die Pathogenese von Tumoren wird durch eine TRL2-CXCR4 Interaktion
beeinflusst. Dabei zeigt sich, dass der von vielen Tumoren exprimierte pankreatische
Adenokarzinom hochregulierende Faktor (PAUF) Uber einen TLR2-CXCR4 Rezeptor
Cross-talk zu einer Aktivierung der MAP-Kinase ERK1/2 und einer Unterdriickung
des NFkB Signals fuhrt, was dem Tumor eine entscheidenden Vorteil hinsichtlich

seines Tumorwachstums gibt [Park HD 2011].

All dies gibt erste Hinweise darauf, dass es eine Interaktion zwischen dem TLR2 und
dem CXCR4 geben konnte, welche eine Rolle im Rahmen von Angiogenese und

Endothelzellenfunktion spielen kdnnte.
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1.7. Ziele der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es zu untersuchen, inwieweit eine TLR2 Defizienz den

angiogenen Prozess beeinflusst und somit einen glnstigen Effekt auf die vaskulare

Homoostase haben koénnte. Des Weiteren sollte Uberpruft werden, inwiefern diese

Effekte durch Applikation von TLR2-blockierende-Antikorpern nachvollzogen werden

kdnnen und welcher molekulare Mechanismus diesen ggf. therapeutisch nutzbaren

Effekten in Endothelzellen zugrunde liegt.

Folgende Fragestellungen wurden untersucht:

Wirkt sich eine TLR2 Defizienz durch Einfluss auf den angiogenen Prozess
protektiv auf einen in vivo durch ischamie-induzierten Gewebeschaden aus?
Kommt es zu einer verbesserten Kapillarisierung und damit Reperfusion und
Regeneration nach dieser Ischamie?

Konnte dieser Effekt durch hamatopoetische Stammzellen vermittelt sein?
Fuhrt eine Behandlung von Wildtyptieren mit TLR2-defizienten Stammzellen
zu einer Verbesserung der post-ischamischen Reperfusion und
Kapillarisierung?

Welche Effekte haben TLR2-defizienten Stammzellen auf die angiogenen
Eigenschaften ausdifferenzierter Endothelzellen in vitro?

Kann ein protektiver Effekt durch TLR2 Defizienz durch TLR2-blockierende-
Antikorper nachvollzogen werden? Wie wirkt sich eine Behandlung mit TLR2-
blockierenden-Antikérpern auf die Reperfusion und Regeneration des
Gewebes nach einer Ischamie aus und welchen Effekt hat dieser auf
Endothelzellen?

Kénnte dem CXCR4 als moglichem Cross-talk Partner des TLR2 eine
Bedeutung in der Vermittlung proangiogener Effekte der TLR2-blockierenden-

Antikérper zukommen?
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2. Methoden und Materialien

2.1. Zellen

2.1.1. Zellkultur humaner Endothelzellen

Die Arbeit mit vendsen Nabelschnurendothelzellen (Human umbilical vein endothelial
cells (HUVEC) C-12200, Promocell, Heidelberg, Deutschland) erfolgte unter sterilen
Bedingungen. Die Zellen wurden fur jede Versuchsreihe neu aufgetaut und die
Passagen 2 bis 5 wurden genutzt. Dazu wurde eine Ampulle aus dem
Stickstoffbehalter entnommen und diese bei 37°C im Wasserbad (Grant, USA) zlgig
aufgetaut, um anschlieRend die Zellen in 10ml Kulturmedium (Tabelle 1) zu
Uberfuhren. Danach wurden die Zellen bei 1300 Umdrehungen und Raumtemperatur
fur 5 Minuten =zentrifugiert (Zentrifuge, Allegra X-12R, Beckmann Coullter,
Deutschland) und in neuem Medium resuspendiert, um auf Zellkulturplatten (¢10cm,
TPP, Schweiz) aufgebracht zu werden. Zur Herstellung der ndtigen
Anhaftungsbedingungen wurden die neuen Platten zuvor mit 4ml Attachement Factor
(Life Technologies, Deutschland) beschichtet. Das verwendete Nahrmedium wurde
bei 2-8°C gelagert und vor jeder Benutzung zunachst in einem 37°C Wasserbad
(Grant, USA) erwarmt.

Die Kulturbedingungen der Zellen (HUVEC) wurden in 10cm Zellschalen mit 8ml
Medium bei 37°C in feuchter Atmosphare und 5% CO,-Begasung (CO»-Brutschrank
Hera cell 150, Thermo Scientific, USA) sichergestellt.

Die Konfluenz der Zellen wurde regelmaflig unter dem Mikroskop (DMIL, Leica,
Wetzlar, Deutschland) kontrolliert, dabei wurden die Platten bei Erreichen einer 70-
80%igen Konfluenz passagiert. Dafur wurden die Zellen mit Hilfe einer 2 minutigen
Inkubation mit Trypsin-Ethylendiamintetraessigsaure (0,02% EDTA + 0,05% Trypsin,
Life Technologies, Darmstadt, Deutschland) in ein 50ml Falcon-Réhrchen (Greiner
Bio-One, USA) Uberfuhrt und anschliel3end fur 5 Minuten bei 1200 Umdrehungen
und Raumtemperatur zentrifugiert. AnschlieBend wurde ein Teil mit 8ml Medium auf

neue Platten aufgetragen.

Die Zellzahl wurde mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer (Marienfeld, Deutschland)

im Lichtmikroskop bestimmt, wobei vier GrolRquadrate mit je 0,01yl Volumen
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ausgezahlt wurden. Die durchschnittiche Anzahl der Zellen je GroRRquadrat mit

10.000 multipliziert, ergab die Anzahl der Zellen in einem Milliliter.

Tabelle 1: Endotheliales Wachstumsmedium

Name Menge Hersteller
Endoprime Basis Medium 500ml PAA, Pasghlng,
Ostereich
Erganzungsreagenzien (100x) 5ml PAA
Endothelialer Wachstumsfaktor (Endothelial 1ml PAA
growth factor (EGF)) 2,5pug/ml
Vaskularer endothelialer Wachstumsfactor
(Vascular endothelial growth factor (VEGF)) Tml PAA
250ng/ml
Fotales Kalberserum 10% (Fetal calf serum
(FCS)) 50ml PAA
Penicillin (100U/ml)- Streptomycin (100ug/ml) | 5ml Gibco,
Deutschland

2.1.2. Isolation CD117 positiver Stammzellen aus der Maus

2.1.2.1. Knochenmarkisolation

Wildtypmause (siehe 2.2.1.) wurden zunachst mit Hilfe einer gewichtsadaptierten
intraperitonealen Narkose mit 8mg/kg Xylazine-Hydrochlorid (CP-pharma; Burgdorf,
Deutschland) und 12mg/kg Ketamin-Hydrochlorid (Pharmanovo GmbH; Hannover,
Deutschland) betaubt. Zunachst wurden die Hinterlaufe durch eine Trockenrasur und
anschlielend durch eine Nassrasur von Haaren befreit. Nach Vorbereitung eines
sterilen Arbeitsplatzes wurden die Mause durch Genickbruch getotet und
anschlielend auf dem Operationsfeld mit Pflasterband fixiert. Die Haut wurde distal
des Kniegelenks eroffnet, dann bis zur Leiste und der Achillessehne prapariert, um
das Femur und die Tibia von umliegendem Gewebe zu befreien. Mit Hilfe einer
Knochenschere wurde zunachst das Kniegelenk durchtrennt, um anschlielen das

Femur am Huftkopf abzutrennen und die Tibia am Sprunggelenk zu l6sen.
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Die Knochen wurden zunachst in einem Puffer verwahrt (MACS-Puffer Tabelle 2),
welcher mit EDTA und Serum versetzt wurde, um die Gerinnung der noch
beinhalteten Blutbestandteile zu verhindern und den Stammzellen ein Nahrmedium
zu bieten. Mit Hilfe von mit MACS Puffer geflllten Einmalspritzen (1ml Omnican F,
Braun, Deutschland) wurden nun die zuvor eréffneten Knochenmarkkanale
durchsplt. Die so entstandene Knochenmarklésung wurde dann unter die Sterilbank
(Hera Safe, Kendro, Deutschland) Uberflhrt.

Tabelle 2: MACS-Puffer

Name Menge Hersteller
Phosphatgepufferte-Kochsalzlésung (PBS) 250ml PAA
EDTA 2mM 0,199 Sigma-Aldrich,

Deutschland

Bovines Serumalbumin (BSA) 0,5% 1,25¢g PAA

2.1.2.2. Magnetisch unterstiitzte Stammzellisolation

Die entstandene Knochenmarklésung wurde nun mehrmals resuspendiert und durch
ein 40um Nylonsieb (BD Bioscience, USA) gesiebt, um gréRere Reste zu entfernen.
Nach einer Zellzahlung mit Hilfe einer Neubauer Zahlkammer wurden die Zellen bei
1300 Umdrehung bei Raumtemperatur fir 5 Minuten zentrifugiert. Das Zellpellet
wurde nun in 80yl MACS Puffer und 20ul magnetischen CD117 Antikorpern (CD117
MicroBeads mouse Isotyp rat I1gG2b; Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Deutschland) pro 1x10” Zellen resuspendiert und fiir 20 Minuten bei 4°C inkubiert,

damit die Antikdrper an die Zellen binden konnten.

Das MACS System (Abbildung 3A), bestehend aus einem starken Magneten mit
Halterung (OctoMACS Seperation Unit; Miltenyi Biotec), Saulen mit magnetischem
Kanal (25 MS Saulen, Miltenyi Biotec) und dem MACS Puffer, wurde auf Eis
aufgebaut. Nach der Inkubation wurden die Zellen erneut zentrifugiert, um
anschliefend in 500ul MACS Puffer resuspendiert zu werden. Die Zellsuspension

wurde nun in die Saulen pipettiert. Anschlieend wurde dreimalig 500ul Puffer hinzu
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gegeben, um die negative Fraktion, welche nicht magnetisch gebunden wurde,

auszuwaschen.

Die nun in der Saule verbleibenden Zellen wurden von dem Magneten abgenommen,
um danach mit Hilfe eines Stempels und 1ml des Puffers die positive Fraktion

herauszudricken. Die nun gewonnen Zellen konnten dann den einzelnen Versuchen

zugefuhrt werden.

Abbildung 3: Schematische Darstellung magnetische Stammmzellisolation

A Hier dargestellt das MACS System bestehend aus einem starken Magneten (schwarz),
einer magnetischen Halterung (orange), den Selektionssaulen, die sich in der Halterung
befinden mit dem innenliegenden Separator, der ein hoch gradientes magnetisches Feld
in den Saulen indiziert und darunter 15ml Rohrchen zum Auffangen der negativen
Fraktion (nicht antikorpergebundene Anteile) und spater der positiven Fraktion
(antikdrpergebundene Anteile). B Schematische Abbildung des Prinzips der MACS
Isolation. Im ersten Bild (links nach rechts) sind Zellen dargestellt wobei, nur die violette
Zelle vom CD117 Antikdrper gebunden wird. Anschlielende wird die Auswaschung der
negativen Fraktion am Magneten durch die Saule durchgefuhrt, um am Ende mit Hilfe
eines Stempels die verblieben CD117 positive Fraktion herauszudriicken. Bildnachweis:
Broschure Miltenyi Biotec, Deutschland

2.2. Versuchstiere

Samtliche Tierversuche wurden entsprechend dem Tierschutzgesetz des Landesamt
fur Landwirtschaft, Lebensmittelsicherheit und Fischerei Mecklenburg-Vorpommern
(LALLF) genehmigt (Liste 1) und nach der Nutzerordnung flir die Zentrale

Versuchstierhaltung der Medizinischen Fakultat der Universitat Rostock durchgefihrt.
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Liste 1 Aktenzeichen der Tierversuche

— Hinterlaufischamiemodell: 7221.3-1.1-002/12
— Matrigel-Plug-Angiogenese-Modell: 7221.3-1.1-108/12

2.2.1. Wildtyp Miuse

Die verwendeten Wildtyp Mause waren Tiere des Stammes C57BL/6J. Fur die
Versuche wurden 8-12 Wochen alte mannliche Tiere verwendet, die ein
Korpergewicht von ca. 20g aufwiesen. Die Mause entstammten der Zucht der
Zentralen Versuchstierhaltung des Instituts fir Experimentelle Chirurgie an der
Medizinischen Fakultdt Rostock. Die Tiere wurden in einem klimatisierten Raum
(Temperatur 22-24°C, 60% Luftfeuchtigkeit) bei einem 12-stindigen Hell-Dunkel-
Rhythmus in der Versuchstierhaltung des Instituts fur Experimentelle Chirurgie der
Universitat Rostock unter Bereitstellung von Wasser und Standardlaborfutter (Ssniff

Spezialdiaten GmbH, Soest, Deutschland) ad libitum gehalten.

2.2.2. TLR2-Knock out Mause

Die TLR-defizienten Mause sind B6.129-TIr2tm1Kir/d Mause und stammten aus dem
Jackson Laboratory (Bar Harbor, USA) und wurden im Institut fir Experimentelle
Chirurgie der Universitat Rostock weiter gezlichtet. Um diese Tiere zu generieren
wurde ein gezielter Vektor (entwickelt von Dr. Carten J. Kirsching (TU Mlnchen)), der
eine Neomycin resistente Herpes-simplex-Virus-Thymidin-Kinase beinhaltet, in
129/Svd embryonische Stammzellen transferiert. Dabei kam es zu einer
Unterbrechung der Gensequenz, welche den extrazelluldaren C-Terminus des
transmembranaren Toll-like Rezeptors 2 kodiert. Diese genveranderten Stammzellen
wurden dann in C57BL/6 Blastozysten injiziert. Die Mause wurden anschlieend fur
mehr als 8 Generationen in C57BL6/J-Hintergrund zurickgekreuzt und als separate
Homozygote weitergezichtet. Diese homozygoten Mause sind lebensfahig und fertil.
Hinsichtlich des immunologischen Phanotyps zeigen TLR2™" homozygote Mause
keine Produktion von IL-6 oder TNFa und weisen keine Krankheitszeichen bei der
Behandlung mit Spirocheten Lipoprotein (Borrelia burgdorferie), Leptospiral
(Leptospira interrogans) und Lipopolysaccharid (LPS) auf [JAX Mice Database -
022507 C.129(B6)-TIr2/J, 2013]. In unserem Labor konnte das funktionelle TLR2

17



Knock-out durch eine Detektion des defekten Gen-Produkts mittels PCR verifiziert
werden (Abbildung 4).

TLR2" WT

i S ] 334 bp

- Wy . “9bp

Abbildung 4: PCR Analyse des TLR2 Genprodukts

Zu erkennen ist, dass sich bei den TLR2" Proben defekte 499bp Banden als 334bp
Banden abzeichnen. Im Gegensatz dazu zeigen alle Wildtyp (WT) Proben intakte 499bp
Banden die dem Genprodukt des Toll-like Rezeptors 2 entsprechen.

2.3. In vitro Versuche

2.3.1. Matrigel-Angiogenese-Modell

Die Nutzung des Matrigel-Angiogenese-Modells ermoglicht die Beobachtung der
Fahigkeit von Endothelzellen neue Kapillaren zu bilden [Malinda KM 2001; Wagner
NM 2013(1)]. BD Matrigel™ (Basement Membran Matrix Phenol Red Free, BD
Biosciences, USA) st ein von den Engelbreth-Holm-Swarm (EHS)
Maussarkomzellen produziertes Gelatin-Protein-Gemisch, welches in etwa mit einer
extrazellularen Matrix vergleichbar ist. Zur Durchfuhrung des Versuchs wurde
zunachst Matrigel aufgetaut und dann jeweils 70ul davon in 2 Wells pro Variante
einer 96-Wellplatte (Greiner Bio-One, USA) pipettiert. AnschlieRend wurde die Platte
bei 37°C inkubiert, damit das Matrigel eine gelformige Konsistenz annahm. Die auf
der Zellkulturschale adharenten Zellen wurden, um alte Zellbestandteile und
Mediumreste zu entfernen, zunachst zweimalig mit PBS (PAA Laboratories,
Osterreich) gewaschen. Daraufhin wurden die Zellen mit 2ml Trypsin inkubiert, um

die Zellen von der Platte zu l6sen.
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Nach Resuspension der Zellen in Medium wurden diese mit Hilfe einer Neubauer
Zahlkammer gezahlt. AnschlieBend wurden die Zellen bei 1200 Umdrehungen und
Raumtemperatur fiir 5 Minuten zentrifugiert, der Uberstand wurde verworfen und die

Zellen in einer finalen Konzentration von 100.000 pro Milliliter resuspendiert.

Im Folgenden wurden die Lésungen fur die einzelnen Versuchsvarianten (Liste 2) in
250ul Medium in Eppendorfgefalie (Sarstedt, Deutschland) angesetzt.

Nun wurden in die mit Matrigel beschichteten Wells jeweils 100ul der Zellsuspension,
was wiederum 10.000 Zellen pro Well entsprach, und 100ul der Versuchslésung pro

Well pipettiert.

Die Platte wurde dann fur 8 Stunden bei 37°C und 5% CO; inkubiert. Anschlief3end
wurden mit Hilfe eines Lichtmikroskops in 100-facher Vergrof3erung und der Progres
Capture Pro Software (Jenoptik AG, Deutschland) jeweils 4 Fotos pro Well
aufgenommen, wobei demnach jeweils 8 Bilder pro Variante entstanden, welche
anschliellend ausgewertet wurden. Zur Quantifizierung wurde die Netzwerklange in
gm mit Hilfe des Programms Image-Pro Plus Win4 (Version 4.5.0.29, Media
Cybernetics, USA) gemessen, um diese Daten anschlieliend mit Graph Pad Prism
4.0 Pro (Graph Pad, USA) statistisch zu erfassen und auszuwerten. Alle Angaben
der Netzwerklange erfolgen im Mittelwert + SEM.

2.3.2. Migrations-Modell

Um die Fahigkeit der Zellen zur Migration zu erfassen, wurde ein Scratch-Assay
durchgefuhrt [Wong & Gotlieb 1984; Wagner NM 2013(1)]. Zunachst wurden dazu
ca. 50.000 Zellen in jeweils ein Well einer 12-Wellplatte (Greiner-Bio One) ausgesat.
Den konfluenten Platten wurde dann das Medium enthommen und diese
anschlieend mit PBS zweifach gespllt, um tote Zellen und Mediumreste zu
entfernen. Im Anschluss an den zweiten Spulvorgang wurden mit Hilfe einer 10l
Pipettenspitze ( Eppendorf AG, Deutschland) jeweils zwei waagerechte und zwei
senkrechte Linien in den konfluenten Rasen gezogen (,gescratched”), so dass die
dadurch entstandenen freien Flachen im Endothelzellrasen die Figuren von vier
Kreuzen bildeten. AnschlieBend wurde jeweils 1ml Medium pro Well eingefullt und
die entsprechenden Reagenzien den einzelnen Versuchsvarianten hinzugefugt
(Liste 2).
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Mit Hilfe eines Durchlichtmikroskops konnten dann jeweils vier Wundkreuze pro
Variante abfotografiert werden. Nun wurden, um den Verlauf zu beobachten, zu den
Zeitpunkten 2, 4, 6 und 8 Stunden jeweils wieder Fotos von denselben Wundkreuzen
gemacht. Bei der Auswertung konnte nun die Streckenlange zwischen den
entstandenen Wundrandern mit dem Programm IPWin4 in ym ausgemessen werden,
um so den Unterschied zwischen den einzelnen Varianten mit Hilfe von Graph Pad
Prism Pro statistisch zu erfassen. Alle Wundflachenlangen sind in Mittelwert + SEM

angegeben.

2.3.3. Spharoid-Angiogenese-Modell

Eine weitere Moglichkeit, das angiogene Potenzial der Endothelzellen zu erfassen,
ist das Spharoid-Angiogenese-Modell [Korff T 1998; Wagner NM 2013(1)]. Hierfur
wurden zunachst pro Variante 15ml Rdéhrchen mit 8,8ml Medium und 2,2ml
Methylzellulose (20%; Sigma Aldrich, Deutschland) vorbereitet. Anschliefend wurden
nach dem Ldésen und Zahlen der Endothelzellen 40.000 Zellen in die vorbereitete
Lésung uberfuhrt. Nach erneutem Suspendieren wurden die Losungen in eine sterile
Plastikschale (Labcor, USA) uUberfuhrt, um anschlieRend mit Hilfe einer 100ul
Multikanalpipette (Eppendorf AG) die Losungen in 96-Wellplatten (Greiner Bio-One)
zu Uberfuhren. Die Zellen wurden dann Uber Nacht inkubiert.

Am nachsten Tag wurden zunachst zwei Losungen hergestellt. Losung A bestand
aus einem 1:1 Gemisch von Essigsaure (Sigma Aldrich) und Kollagen (Typ 1 aus
Rattenschwanzen, BD Bioscience) und zusatzlich 10% Medium199 (Sigma Aldrich).
Losung B bestand aus Methylzellulose und 16% FCS (PAA).

Die entstandenen Spharoide aus den 96-Wellplatten konnten nun mit Hilfe von zuvor
abgeschnittenen 1000yl Pipettenspitzen (Eppendorf AG) enthommen werden und in
15ml Rohrchen Uberfuhrt werden. AnschlieBend wurden diese bei 1200

Umdrehung/min bei Raumtemperatur fur 3 Minuten zentrifugiert.

Mit Hilfe des pH Indikators M199 und Natronlauge ((NaOH) 0,1%, Lachema,
Tschechische Republik) wurde die Lésung A durch Farbumschlag von Gelb zu
Magenta in den Bereich eines neutralen pH-Werts gebracht. Nach dem
Zentrifugieren wurde der Uberstand abgenommen und die Spharoide in 1ml der

Losung A und 1ml der Losung B resuspendiert und vermischt. Zu dieser Losung
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wurden nun gegebenenfalls die zu untersuchenden Reagenzien hinzugefiigt (Liste
2). Beispielsweise wurden 30upl der Ausgangslosung der TLR2-blockierenden-
Antikorper (Ausgangskonzentration: 1mg/ml) in die Mischung von Lésung A und B
hinzugegeben, um in dem Gesamtvolumen von 3ml eine Konzentration von 10ug/ml
zu erhalten. AnschlieRend wurde zunachst in einer 24-Wellplatte (Greiner Bio One)
eine Trockenheitssprerre aus PBS rundum die vorgesehenen Wells flr die Proben
angelegt, um ein Austrocknen der Proben zu verhindern. Daraufhin wurden jeweils 2
Wells mit je 1ml der Probe geflllt und die Losung nach Festwerden in einem
Inkubator mit 500ul Medium bedeckt. Die Inkubationszeit betrug nun weitere 24

Stunden.

Mit Hilfe des Fluoreszenzmikroskops (DMI 4000 B, Leica) konnten nun die einzelnen
Spharoide in Hell Feld und Dylight abgebildet werden. Pro Variante wurden 10
zufallig ausgewahlte Spharoide fotografiert. Fur die Auswertung wurde die Lange der
Aussprossungen mit dem Programm IPWin4 in ym gemessen. Die Auswertung
erfolgte mit Graph Pad Prism Pro und alle Werte wurden in Mittelwert + SEM

angegeben.
Liste 2 Verwendete Reagenzien in den in vitro-Modellen

— Kontroll-lgG (Purifiziertes anti-Rat IgG; R&D Systems; USA)

— Dimethylsulfoxid (DMSO) als Kontrolle fur in DMSO |6sliche Substrate

— Stromal Cell Derived Factor-1 alpha (Rekombinantes
Human/Katzen/Rhesusaffen SDF-1a,CXCL 12; R&D Systems, USA)

— Pam3CSK4 (TLR1/2 Ligand, Version # 11C21-MM) und Pam2CSK4 (TLR2/6
Ligand, Version # 12A27-MM; beide Invivogen, USA)

— Lipoteichonsaure (TLR 2/6 Ligand, aus Salmonella Minnesota Re 595;
Sigma-Aldrich)

— Lipid A (TLR4 Ligand, aus Staphylococcus aureus; L 2515 Sigma-Aldrich, MO
USA)

— AMD 3100 octahydrochloride CXCR4-Hemmer (Tocris Bioscience,
Grol3britannien)

— LY 294002 - spezifischer Inhibitor der Phosphoinositid-3 Kinase (Tocris

Bioscience)
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— SB 202190 - spezifischer Inhibitor der p38 Mitogen-aktivierendes-Protein
(MAP)- Kinase (Tocris Bioscience)

— FR 180204 - spezifischer Inhibitor der extrazellular-signal-geregelten Kinase
(ERK) 1/2, (Tocris Bioscience)

— Polyklonaler anti-human TLR2 Antikérper (Pab hTLR2, aus Ratten IgG,
Version # 07E15-MT; InvivoGen; CA USA)

— Monoklonaler anti-Maus/human  CD282/TLR2  Antikorper (T2.5;
eBioscience, USA)

— Monoklonaler anti-human CXCR4 Antikorper (CXCR4 AK, Maus IgG2g Klon
# 44716; R&D Systems, USA)

— Pertussis Toxin (Gi-Inhibitor, PTX; Tocris Bioscience)

2.4. Durchflusszytometrie

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie kdnnen durch spezifische Antikdrper Proteine auf
der Oberflache von Zellen bestimmt werden. Damit kann zum Beispiel angeben
werden, zu wieviel Prozent ein Rezeptor auf der Oberflache von einer Population

Zellen exprimiert wird.

Fur die Analyse in der Durchflusszytometrie wurden die Zellen auf 10cm Platten
ausgesat und dann fur einen bestimmten Zeitraum mit den zu untersuchenden
Reagenzien behandelt. Anschlieend wurden die Zellen gewaschen und trypsiniert,
um von der Platte geldst werden zu konnen. Die Zellen wurden dann in 6ml eines
vorgekuhlten Puffers zur durchflusszytometrischen Analyse (PBS, 0,5% BSA)
Uberfuhrt. Die Zellen wurden zweimalig mit Puffer gewaschen und bei 1300
Umdrehung/min far 10 Minuten zentrifugiert. Die Zellen wurden gezahlt und 10.000
Endothelzellen in einem Volumen von 100yl entnommen und diese mit einem PE-
konjugierten Antikorper (Liste 3) in einem 5ml Durchflusszytometrie-Réhrchen
(Greiner Bio-One, USA) inkubiert, um mit Hilfe eines Durchflusszytometers (Becton
Dickinson Flow Cytometer, MA USA) analysiert zu werden. Die Endothelzellen
wurden gezahlt und eine Gesamtzahl von 10.000 Ereignissen wurde abgezahlt. Alle

Ergebnisse werden in Mittelwert + SEM angegeben.
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Liste 3 Verwendete Antikorper in der Durchflusszytometrie

— PE (Phycoerythrin)-konjugierter monoklonaler CXCR4 Antikorper (R&D
Systems,USA)
— PE-konjugierte Maus IgG2a Isotyp Kontrolle (R&D Systems, USA)

2.5. Western Blot

Um die Signaltransduktion und Expression von Proteinen in den Zellen unter
bestimmten Versuchsbedingungen zu analysieren, wurde die molekularbiologische
Methode des Western Blot, den sogenannten Immunoblot, gewahlt. Das
Grundprinzip ist die Auftrennung von Proteinen nach ihrer Groflze auf einer Membran,
um dadurch die einzelnen Proteine und deren Menge im vorher behandelten Zelllysat

zu bestimmen.

2.5.1. Herstellung des Zelllysats

Die zu untersuchenden Zellen wurden auf einer 10cm Platte fur 12 Stunden mit
Basalmedium mit reduziertem Serumgehalt (5% FCS) uberdeckt. Anschlief3end
wurden die Zellen mit den unterschiedlichen Reagenzien flr einen bestimmten
Zeitraum stimuliert. Zum Beispiel wurden Zellen fur 2, 5 und 10 Minuten mit 10ug/ml
TLR2-blockierenden-Antikorpern inkubiert, um anschlieBend diese Proben
hinsichtlich der Proteinmengen der aktivierten MAP-Kinasen AKT, ERK1/2 oder p38
zu untersuchen. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Zellen vom Medium
bereinigt und mit eiskaltem PBS gewaschen. Dann wurden jeweils 500ul Lysepuffer
(Tabelle 3) mit frischen Proteasen und Phosphatasen auf die Platten gegeben und
mit Hilfe eines Zellschabers (Sarstedt, Deutschland) die Zellen von der Platte geldst.
Die Zellen wurden dann in 15ml Réhrchen Uberfuhrt und eine halbe Stunde auf Eis
gelagert, wobei sie alle 10 Minuten mit Hilfe eines Schiuttlers (GFL, Deutschland)
gemischt wurden. Dann wurden die Zellen bei 10.000 Umdrehungen/min in
Eppendorfcups fiir 10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand mit dem nun enthaltenden
Zelllysat wurde abgenommen und in Eppendorfgefalen bei -20°C eingefroren. Das

verbleibende Pellet bestehend aus den Resten der Zellmembranen wurde verworfen.
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Tabelle 3: Homburg Lysepuffer

Name Menge Hersteller
Destilliertes Wasser 9,026ml Braun, Deutschland
Tris 1M pH 7,5 100pl Sigma Aldrich, Deutschland
Natriumchlorid (NaCl) 5M 20ul Serag Wiessner, Deutschland
EDTA 250M 4l Sigma Aldrich, Deutschland
Triton-X-100 10% 500ul Sigma Aldrich, Deutschland
Natriumazid (NaN3) 4% 50ul Sigma Aldrich, Deutschland
Phenylmethylsulfonylfluorid
(PMSF) 100M 200l Sigma Aldrich, Deutschland
Protease Inhibitor Cocktail 100ml Sigma Aldrich, Deutschland
PhosphoStop 1Tablette/10ml Roche, Schweiz

2.5.2. Bestimmung der Proteinmenge

Die Proteinmenge wurde mit Hilfe der BCA-Reaktion (Bicichiononsaure-Reaktion)
bestimmt. Dazu wurden die Proben in einem Verhaltnis von 1:50 mit destilliertem
Wasser verdinnt und anschlieBend je 25ul in eine 96er Mikrotiterplatte (Greiner-Bio
One) pipettiert. AnschlieBend wurde zu den Proben jeweils 200ul der BCA-Cu?*-
Sulfat Losung (Sigma, USA) hinzugegeben und bei 37°C auf einem Schuttler fur 30
Minuten inkubiert. AnschlieRend wurde die Absorption bei 562nm mit Hilfe des
ELISA-Readers (Tecan Group,Deutschland) gemessen. 25ug des Proteinlysats

wurden anschlieend flr den Western Blot genutzt.

2.5.3. Immunoblot

Bei dem Prinzip des Western Blots werden die durch SDS-PAGE aufgetrennten

Proteine, welche durch das SDS negativ geladen sind, auf eine immobilisierende
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positiv geladene Membran transferiert. Der Transfer erfolgt dann durch Anlegen einer

Spannung und somit durch Erzeugung eines elektrischen Feldes.

Zu Beginn wurden gleich groRe Mengen Protein in die zuvor hergestellten Taschen
eines 6-10% SDS Polyacrylamid Gels (Sigma Aldrich) mitsamt einer
Ladungskontrolle, der Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase  (GAPDH,
MAB374 clone 6C5, Millipore, USA) gegeben. Die GAPDH ist ein Protein, welches
sich in einer bestimmen Menge in allen Zellen befindet. Das Mitfuhren von GAPDH
gewahrleistet somit, dass beim Pipettieren immer die aquivalenten Proteinmengen
pro Variante genutzt werden und somit alle Varianten die gleiche Proteinladung
besitzen. Anschliefend wurden die Gele samt den Proben auf eine Nitrozellulose
Membran (Immobilon Transfer Membranes, Millipore Corporation, USA) transferiert.
Die Membranen wurden mit 2,5% Bovinem Serum Albumin (BSA, PAA, Osterreich)
fur 2 Stunden bei Raumtemperatur geblockt, um im Anschluss mit dem ersten
Antikorper (Liste 4) uber Nacht bei 4°C zu inkubieren. Um die Proteinbanden zu
visualisieren wurde ein zweiter Horseradish-Peroxidase (HRP) konjugierter
Antikorper (Liste 4) fur 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert, daraufhin wurde die
Proteinexpression mittels luminolverstarkender Chemilumineszenz (SuperSignal
West Pico Chemiluminescenz Substrat, Fisher Thermo Scientific; Schwerte,
Deutschland) visualisiert und mit Hilfe der Autoradiografie (BioRad Universal Hood 2,
Segrate, Italien) digitalisiert. Die Densitometriebestimmung wurde mit Hilfe der
Software Quantify One 4.6.6.0 vorgenommen. Alle Werte sind in Mittelwert £+ SEM

angegeben.
Liste 4 Verwendete Antikorper im Western Blot

— Monoklonaler anti-human/Maus CD282/TLR2  Antikorper T2.1
(eBioscience, USA)

— Polyklonaler anti-Human/Maus CD184 (CXCR4) (Kaninchen-IgG;
eBioscience; USA)

— Monoklonale Maus-lgG1 K Isotyp Kontrolle (eBioscience, USA)

— Antikorper gegen human ERK1/2, phospho-ERK1/2 (T202/Y204; R&D
Systems, USA)

— Antikorper gegen human AKT, phospho-AKT (S473; R&D Systems)

— Antikorper gegen human p38, phospho p38 (R&D Systems)
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2.6. Immunprazipitation

Um ein bestimmtes Protein aus einem Proteingemisch zu isolieren und konzentrieren
wird  das Prinzip  der  Antigen-Antikorper-Reaktion, die  sogenannte
Immunprazipitation, genutzt. Dabei wird mit Hilfe der Protein-G-Sepharose ein Teil
des Toll-like Rezeptors 2 gebunden. Dadurch wird es ermdglicht, die Probe vor
einem Western Blot positiv fir TLR2 zu selektieren, um dann im Western Blot die

Menge des zu vermutenden interagierenden Rezeptors CXCR4 zu detektieren.

Dafur wurde, wie fir den Western Blot, ein Zelllysat aus den vorher behandelten,
konfluenten Endothelzellen vorbereitet. Daraufhin wurden 100ug des vorbereiteten
Gesamtprotein-Extrakts mit 50yl der Protein-G-Sepharose (GE Healthcare Bio-
Sciences AB, Uppsala Schweden) und 4pl des 2zu selektionierenden
Proteinantikorpers, in diesem Fall eines monoklonalen TLR2-blockierenden-
Antikorpers oder, im umgekehrten Fall, eines CXCR4 Antikérpers, versetzt. Uber
Nacht wurde die Loésung dann bei 4°C auf einem Schittler inkubiert. Danach wurden
die Proben bei 10.000 Umdrehungen/min fur 10 Minuten zentrifugiert; anschliefend
dreimalig mit Homburg Lysepuffer gewaschen und dann erfolgte eine Zugabe des
Laemmli Puffers (62,5mM Tris pH 6,8, 2% SDS; 10% Glycerol; 5% 2-
Mercaptoethanol; 0,001% Bromphenolblau) in einem Verhaltnis von 1:1. Die Proben
wurden anschlieBend auf 95°C fur 5 Minuten erhitzt, um das Protein G und die
Sepharose wieder zu I6sen. Zur Durchfiihrung des Western Blots wurden die Proben
erneut bei 10.000 Umdrehungen/min zentrifugiert und dann mit Proteinproben

derselben Menge vor der Immunprazipitation auf das Gel geladen.
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Abbildung 5: Prinzip einer Inmunprazipitation

Schematische Darstellung einer Zellmembran mit Rezeptoren (A) die anschlie3end
lysiert wird (B). Daraufhin binden Antikdrper an die Rezeptoren (C) und werden
wiederum von dem Protein G gebunden (D). Durch mehrmaliges waschen werden
restliche Zellbestandteile entfernt (E) und anschliel3end durch Hitze das Protein G wieder
vom Immunkomplex entfernt (F). Am Ende entstehen die fertigen Proben fir die Western
Blot Analyse (G).

2.7. Transfektion mit siRNA

Mit Hilfe der siRNA Transfektion ist es moglich, die Expression eines bestimmten
Proteins durch gezielte Blockade und Zerstdérung der messengerRNA, die das
Protein kodiert, zu unterdricken. In diesem Fall wurde die Expression des CXCR4

Rezeptors unterdruckt.

Fur die Transfektion einer siRNA wurden zunachst 6-Wellplatten (Greiner-Bio One)
so vorbereitet, dass sie ca. 60-80%ig konfluent waren. Schliellich wurden zwei
Losungen hergestellt, zunachst eine Losung A aus 150upl Serum- und Antibiotika-
freiem Basismedium (PAA) und 9pl Lipofectamin® (RNA iMax Reagenz, Invitrogen,
USA) und eine Lésung B mit wieder 150ul Basismedium und 9ul der CXCR4 siRNA
(Fusin siRNA (h) sc-35421, Santa Cruz Biotechnology, USA) oder 9ul einer Kontroll
siRNA (Control siRNA-A sc-37007; Santa Cruz Biotechnology). AnschlieRend wurden
die Losungen kombiniert und fur 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, damit

sich das Lipofectamin an die siRNA binden konnte. Dann wurden pro Well der 6-
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Wellplatte 2ml des Vollmediums aufgetragen und anschlieRend das Losungsgemisch
hinzugefigt. Nach 6 Stunden Inkubation wurde das Medium gewechselt. Zur
Unterdriackung der Proteinexpression kam es nach 24-48 Stunden. Zu diesem
Zeitpunkt wurden die Zellen dann gewaschen und trypsiniert, um sie dann den

einzelnen Versuchen zuzufuhren.
2.8. In vivo Versuche

2.8.1. Hinterlaufischamie-Modell

Um die Befunde aus den in vitro Endothelzellmodellen auf eine physiologische
Relevanz fur die endotheliale Angiogenese im Gesamtorganismus zu Uberprufen,
wahlten wir das Hinterlaufischamiemodell in der Maus. Sauerstoffmangel (Ischamie)
ist einer der starksten Reize fur die endotheliale Gefalneubildung [Carmeliet P
2000]. In diesem Modell wird durch die Ligatur der Arteria femoralis eine
Gewebeischamie erzeugt [Limbourg A 2009]. Mit Hilfe anschlieRender
Warmebildaufnahmen und einer histologischen Untersuchung konnten die
Auswirkungen der Ischamie in Bezug auf die verschieden Versuchsvarianten
untersucht werden [Wagner NM 2013].

2.8.1.1. Ligatur der Arteria femoralis

Vor jedem Versuch wurden die Mause gewogen, um eine gewichtsbezogene
Injektionsnarkose vorzunehmen. Dazu wurde ein Gemisch mit 12mg/kg Ketamin-
Hydrochlorid und 8mg/kg Xylazine-Hydrochlorid intraperitoneal appliziert. Unter
resultierender Narkose wurden die Mause auf einer Warmeplatte mit
hautvertraglichem Pflasterband fixiert. Bei Erreichen einer adaquaten Narkosetiefe
wurde zunachst eine ca. 2mm groRe Hautinzision distal des Kniegelenks gesetzt. Die
darunter liegende Muskelfaszie wurde stumpf durchtrennt und dann mit Hilfe von
mikrochirurgischem Werkzeug die A. tibialis von umliegenden Gewebe separiert. Mit
einem Nylonfaden (Prolene™ 7,0, Ethicon, Deutschland) wurde die Arterie ligiert und
anschliellend durchtrennt. Selbiges Verfahren wurde am Oberschenkel an der Arterie
femoralis communis angewandt, um anschlieRend den nun zwischen den Ligaturen
liegenden Anteil der A. femoralis durch Zug zu entfernen. Die Hautinzisionen wurden

anschlieRend mit Nylonfaden (Prolene™ 6,0, Ethicon) vernéht und desinfiziert.
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2.8.1.2. Systemische Antikérperapplikation

Am ersten und vierten postoperativen Tag wurden die Mause mit Hilfe einer
Inhalationsnarkose mit Isolfluran (Isotec 5 Isofluran Cirrus Trans, Datex Engstrom,
Deutschland) narkotisiert, um sie anschlieRend mit anti-Maus/human CD282/TLR2
Antikérper T2.5 mit 5mg/kg (eBioscience, USA) bzw. die Kontrollgruppe mit NaCl zu
behandeln. Dafir wurden die Mause auf den Ricken gelegt, um mit einer
Insulininjektionsnadel (Braun, Deutschland) das Volumen von 100ul im
linksthorakalen Bereich in den 6.- 7. Interkostalraum unter Aspiration in den linken
Ventrikel zu injizieren [Wagner NM 2013(1)].

2.8.1.3. Warmebildaufnahmen

Um die Entwicklung der Reperfusion im Verlauf zu beobachten, wurde alle drei Tage
postoperativ. Warmebildaufnahmen der Hinterlaufe gemacht. Es konnte gezeigt
werden, dass die Temperatur der Hinterlaufe mit deren Durchblutung korreliert [Gul
KM 2009]. Dazu wurden die Mause mit Hilfe einer Inhalationsnarkose betaubt.
Daraufhin wurden sie fuir 6 Minuten auf eine Warmeplatte bei 37°C auf dem Bauch
liegend belassen, wobei die Hinterlaufe von ventral erwarmt wurden. Anschlie3end
wurden die Tiere auf der Tischplatte auf den Ricken gelegt und die FilRe mit der
ventralen Seite nach oben auf einen Tesafilmstreifen fixiert. Dann wurden die
Hinterlaufe mit Hilfe einer Warmebildkamera (ThermaCam B20 HS, FLIR Systems,
Deutschland) fotografiert. Es wurden am 6., 9., 12., 15. und 18. postoperativen Tag
Warmebilder der Hinterlaufe gemacht. Dabei waren die Aufnahmen praoperativ und
direkt postoperativ entscheidend, um die weiteren Aufnahmen anhand dieser Bilder
zu verifizieren und eine Vergleichbarkeit der Methode zu sichern. Dabei war es
wichtig, dass fur jede einzelne Maus eine mittlere Temperatur vor und nach der
Operation aufgenommen wurde. Diese Aufnahmen sind in Abbildung 6 fur einzelne
Tiere reprasentativ dargestellt, wobei hier die Temperaturen der Mausepfoten farbig
auszumachen  sind und anhand der Farbtemperaturskala  deutliche
Temperaturunterschiede sichtbar gemacht werden konnen. Dabei ist anzumerken,
dass der Temperaturunterschied (um die 4,2°C) in der direkten postoperativen
Aufnahme zwischen den beiden Pfoten (operiert und nicht operiert) nach der
Femoralarterienligation auch fur eine erfolgreiche chirurgische Unterbrechung des

Blutflusses anzusehen ist und die Temperaturmessung auch eine Kontrolle Uber den
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Erfolg der Operation darstellt (Abbildung 6). Die Auswertung der Bilder erfolgte mit
der FLIR QuickReport 1.2 Software (FLIR, Deutschland) und dem Statistikprogramm
Graph Pad Prism 4.0 Pro.

Abbildung 6: Aufnahmen der Thermografie

Darstellung der Hinterlaufe pra- (A) und postoperativ (B) in der Warmebildkamera. Dabei
ist zu erkennen, dass die linke Pfote nach der Ligatur einen Temperaturabfall aufweist.

2.8.1.4. Entnahme des M. gastrocnemius

Nach 21 Tagen wurden die Mause erneut mit Hilfe einer gewichtsadaptierten
intraperitonealen Injektionsnarkose betaubt. Zunachst wurde den Mausen
linksventrikular 100ul des Fluoreszenzstoff Lectin (Fluorescein Isothiocyanat(FITC)-
labeled agglutinin-l, Lectin aus Bandeiraea simplicifolia (Griffonia simplicifolia),
Vector Laboratories, USA) verabreicht und anschliellend 10 Minuten gewartet, damit
das Lectin durch den Blutkreislauf zirkulieren konnte. Das zirkulierende Lectin bindet
an der Oberflache von murinen Endothelzellen. Somit kdnnen in der histologischen
Praparation des M. gastrocnemius die einzelnen Kapillaren dargestellt werden
[Laitinen L 1987]. Anschlielend wurde die Maus durch einen Genickbruch getétet
und auf dem Operationstisch fixiert. Die Haut wurde vom Kndchel aufwarts bis zum
Oberschenkel eréffnet und daraufhin der M. gastrocnemius freiprapariert. Der Muskel
wurde dann maoglichst distal am Knie und an der Achillessehne abgetrennt, um den
so separierten Muskel in ein Einfriergel (Einbettgel Tissue Tek, Sakura Finetek,
Niederlande) zu betten. Dann wurde der Muskel unter Zuhilfenahme zweier Nadeln

aufrecht auf eine Korkplatte gestellt und anschlieRend in flissigem Stickstoff fixiert.
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2.8.1.5. Immunhistochemie

Der praparierte Muskel wurde im Gefrierschnittverfahren aufbereitet. Dazu wurden
die eingebetteten Muskeln in einer Breite von 5um mit einem Cryostat
(Schneidemaschine Cryostat Jung Frigocut 2800N; Leica, Deutschland) bei einer
Temperatur von -20°C geschnitten und dann auf Objekttrager (Thermo Scientific,
USA) gelegt. Die Schnitte wurden anschlieRend fir 24 Stunden zur Trocknung
gestellt, um in 4°C kaltes Aceton fur 10 Minuten eingetaucht zu werden. Zur
Darstellung der Kapillardichte im Muskel wurden die luftgetrockneten Schnitte mit
einem primaren Antikérper gegen CD31 (sc-18916; Santa Cruz, USA) und
anschlielliend mit einem Cy3-gekoppelten sekundaren Antikérper (Molecular Probes,
USA) behandelt. Die Zellkerne wurden mit Hilfe einer 1:200 DAPI (4,6-diamidino-2-
phenylindole; Sigma, USA) Farbung gefarbt (Blau fluoreszierend). Das zuvor
intrakardial gespritzte Lectin ist nun auch in den Gefrierschnitten weiterhin sichtbar

(Grin fluoreszierend).

Die Kapillardichte wurde durch die Zahlung der CD31/DAPI doppelt positiven Zellen
pro mm? quantifiziert. Dazu wurden pro Muskel 7 willkirliche Gesichtsfelder im
Fluoreszenzmikroskop (DMI 4000B; Leica) bei einer 200-fachen VergroRRerung
ausgewahlt, manuell ausgezahlt und die Rohdaten mit Hilfe des Programm Graph

Pad Prism Pro statistisch erfasst. Alle Werte sind im Mittelwert + SEM angegeben.

2.8.2. Matrigel-Plug-Angiogenese-Modell

Zur Untersuchung des Potenzials von CD117" isolierten Zellen in vivo wurde ein
Matrigel-Plug-Assay gewahlt, um zu untersuchen, inwieweit sich die aus Wildtyp
Mausen isolierten Zellen von denen aus TLR2” Mé&usen isolierten Zellen in ihrem
Potenzial zur spontanen Kapillarbildung unterscheiden [Malinda KM 2001, Wagner
NM 2013(2)].

2.8.2.1. Injektion des Matrigels und Entnahme des Matrigel Plugs

Zunachst wurden circa 4 Millionen Stammzellen mit Vybrant CM-Dil-
Zellmembranmarkierung (Molecular Probes, OR USA) markiert und anschlieend mit
500ul Matrigel gemischt. AnschlieBend wurden die Mause mit Hilfe einer

gewichtsadaptierten Injektionsnarkose betaubt und auf eine Warmeplatte bei 37°C
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gelegt. Den Tieren wurde dann lateral der Wirbelsaule ungefahr auf Hoéhe der Nieren
subkutan das Matrigel injiziert. Hierbei war zu beachten, dass der Stichkanal dabei
mit dem Finger abgedruckt wurde, damit das Matrigel nicht am Ende des Stichkanals
austrat und die gesamten 500ul einen Matrigelplug bildeten. Aufgrund der
Korpertemperatur der Tiere erhartete sich das Matrigel innerhalb kirzester Zeit unter

der Haut. Die Mause wurden dann Uber einen Zeitraum von 14 Tagen beobachtet.

FUr die Entnahme der Plugs wurden die Mause zunachst narkotisiert und
anschlielend durch Genickbruch getdtet. Es wurde eine kleine Hautinzision im
Lendenwirbelbereich gesetzt und dann bogenférmig um das zuvor gespritzte Plug
die Haut eroffnet. Das Matrigel war nun durchsichtig als gelartige Masse im

subkutanen Bereich erkennbar und wurde von diesem als ganzes Stluck abgetragen.

2.8.2.2. Farbung und Auswertung der Matrigel Plugs

Die Plugs wurden fur 1 Stunde in 4%igem Paraformaldehyd (Sigma-Aldrich,
Deutschland) bei Dunkelheit und Raumtemperatur auf einem Schiuttler fixiert.
AnschlieBend wurden die Proben in 5ml 20%iger Saccharose (Sigma-Aldrich)
Uberfuhrt und weiterhin auf einem Schwenker Uber Nacht bei 4 °C inkubiert, um den
in den Praparaten enthaltenen Wasseranteil zu entfernen. Am nachsten Tag wurden
die Plugs dann nochmalig fur 20 Minuten bei Raumtemperatur mit 1ml 1%igem Triton
(Sigma-Aldrich) zur Permeabilisierung behandelt. AnschlieRend wurden die Proben
dreimalig mit PBS gewaschen und mit einer DAPI-Farbung in einer Verdinnung von
1:200 fur 1 Stunde inkubiert. Dann wurden die Proben mit fir fluoreszierende Stoffe
geeignetem Einbettmedium eingedeckt, mit Hilfe zweier Objekttrager zerdrickt und
mit einem Fluoreszenzmikroskop beurteilt. Es wurden dann 5 verschiedene, zufallige
Ausschnitte in einer 200-fachen Vergrofderung fotografiert und die entstandenen
DAPI/Knochenmarkzellen-doppelt-positiven Kapillaren mit der Image Pro Plus Win4
Software in uym ausgemessen und statistisch mit der Graph Pad Prism Software

erfasst. Alle Daten sind im Mittelwert + SEM angegeben.

2.9. Statistische Auswertung

Die Ergebnisse wurden alle im Mittelwert + SEM angegeben. Die Daten wurden in
einem Vielfachen der Kontrolle angeben, wobei die Einzeldaten durch den Mittelwert

der Kontrolle geteilt wurden, wodurch die Kontrollwerte auf 1 normiert wurden, um die
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Vergleichbarkeit der einzelnen Versuchstage zu gewahrleisten. Die Anzahl der
unabhangigen Experimente ist in den jeweiligen Abschnitten des Textes dargestellt.
FUr den Vergleich von quantitativen Werten zwischen zwei Mittelwerten wurde der
.otudent t—Test genutzt. Fur den Vergleich von mehr als zwei Werten wurde ein
One-Way ANOVA mit anschlieRender Bonferroni-Korrektur durchgefiuhrt. Ein Wert
von P Kkleiner als 0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen. Statistische
Analysen wurden mit Hilfe der Graph Pad Prism Software 4.01 (Graph Pad, USA)
ausgefuhrt.
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3. Ergebnisse

3.1. Eine TLR2 |Defizienz hat proangiogene Effekte im

Hinterlaufischamiemodell

Um die vorbeschrieben protektiven Effekte einer TLR2 Defizienz zu Uberprifen,
wurde das Hinterlaufischamiemodell gewahlt. Dabei konnte dargestellt werden, dass
eine TLR2 Defizienz nach einer Ischdmie zu einem verbesserten Blutfluss im
Hinterlauf fuhrt.

3.1.1. Eine TLR2 Defizienz fiihrt zu einer verbesserten Perfusion im Hinterlauf

nach Ischamie

Da die Oberflachentemperatur von Mausen eng mit ihrer Blutperfusion korreliert [Gul
KM 2009], konnte man an Hand der Oberflachentemperaturmessung der Hinterlaufe,

Aussagen bezuglich der Perfusion der Hinterldufe nach Ischamie treffen.

Um den Effekt einer TLR2 Defizienz auf die ischamie-induzierte Angiogenese zu
untersuchen, wurde das in vivo Hinterlaufischamiemodell mit je 8-10 Wildtyp (WT)
Tieren und TLR2” Mausen durchgefiihrt. Warmebildaufnahmen verifizierten
zunachst die vergleichbare Durchblutung beider Pfoten vor dem Eingriff, sowie die
reproduzierbar induzierte Reduktion der Durchblutung durch die Ligatur im linken
Bein aller Versuchstiere. Es konnte aufzeigen werden, dass die TLR2" Tiere am 6.
und 16. postoperativen Tag eine kleinere Temperaturdifferenz der Hinterlaufe
aufwiesen als die Wildtyp Tiere (TLR2'/' 2,4+0,90°C im Vergleich zu WT 4,0+1,21°C,
P<0,05). Auch im zeitlichen Verlauf der einzelnen Versuchsgruppe der TLR2" Tiere
ist zu erkennen (Abbildung 7B), dass sich ein Unterschied zwischen den
Temperaturdifferenzen am ersten und sechsten postoperativen Tag zeigte. Im
Gegensatz dazu blieben die Temperaturunterschiede in den Hinterlaufen der Wildtyp

Tiere gegenuber dem ersten postoperativen Tag nahezu gleich.

Zusammenfassend zeigten die TLR2” Mause im Vergleich zu Wildtyp Mausen eine

verbesserte Reperfusion nach Ligatur im zeitlichen Verlauf.
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Abbildung 7: Temperaturdifferenzen im Hinterlauf bei Wildtyp und TLR2™" Tieren

A Warmebildaufnahmen der Mausehinterlaufe vor der Operation und direkt nach der
Ligatur. Dabei ist die Abkuhlung im betroffenen linken Bein deutlich. Untere Reihe:
Darstellung nach 21 Tagen nach der Ligatur. B Quantitative Darstellung der Ergebnisse.
*WT vs. TLR2", *P<0.05, k Tag 1 TLR2" vs. Tag 6 (und folgend) TLR2™, k P<0,05.
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3.1.2. TLR2-defiziente Mause haben mehr funktionelle Kapillaren nach

Ischamie als Wildttypmause

Ischamie gehort zu einem der starksten Induktoren fur die Bildung neuer vaskularer
Strukturen [Carmeliet P, 2000]. Dieser Prozess wurde mit Hilfe eines
Hinterlaufischamiemodells untersucht, um im Musculus gastrocnemius diese
induzierte Neubildung zu untersuchen. Nach ersten Hinweisen auf eine verbesserte
Reperfusion TLR2-defizienter Tiere im Rahmen der Thermografie wurde nun Mittels
Immunhistochemie die Kapillarbildung in den Hinterlaufen im M. gastrocnemius der
Mause 21 Tage nach der Femoralis-Ligatur untersucht. Die gezeigten
Fluoreszenzbilder des M. gastrocnemius stellen die drei unterschiedlichen
Farbungen (CD31, DAPI, FITC markiertes Lectin) am 21. postoperativen Tag dar
(Abbildung 8A). Dabei markiert die rote Fluoreszenz CD31, einen
Oberflachenmarker von Endothelzellen im Gewebe. Blau zeigen sich die mit DAPI
gefarbten Zellkerne, wodurch einzelne Zellen differenziert werden koénnen. Die
Angiogenese wurde durch die Zahlung der DAPI/CD31 doppelt positiven Kapillaren
im Muskel quantifiziert, wobei die DAPI Farbung dabei verifiziert, dass es sich bei
den CD31 positiven Signalen auch um Zellen handelt und nicht um Artefakte. Die
grine Farbung entsteht durch intrakardial injiziertes FITC-markiertes und stellt die
vom Kreislauf bedienten Areale dar. Damit stellen sich die durchbluteten Kapillaren
im Muskel grin dar [Gee MS, 2003]. Eine funktionelle Endothelzelle ist somit
gekennzeichnet durch eine dreifach positive Farbung, wobei DAPI sie als Zelle,
CD31 sie als Endothelzelle und Lectin als dem Kreislauf angeschlossene, mit Blut

versorgte Endothelzelle identifiziert.

Die Abbildungen zeigen, dass eine TLR2 Defizienz mit mehr positiven CD31
Signalen im Muskel einhergeht im Vergleich zum Bild der Wildtypen. Gut darstellbar
ist auch, dass es unter TLR2 Defizienz zu einer deutlichen Vermehrung der
Kapillaren in der Lectinfarbung kommt, was fur intakte, neue, durchblutete Gefalle
spricht. Aus diesen schon optisch eindeutigen Ergebnissen konnte mit Hilfe einer
Quantifizierung der CD31/DAPI positiven Arealen auch statistisch signifikante
Ergebnisse gezeigt werden. Es konnte gezeigt werden, dass die TLR2” Mause
(2294+391,8 CD31*/DAPI" Zellen/mm?) mehr CD31/DAPI doppelt positive Zellen
aufwiesen als die Wildtyp Mause (1439+314,3 CD31*/DAPI* Zellen/mm?, P<0.01).
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Weiterhin liel3 sich mittels der statistischen Zusammenfassung (Abbildung 8B)
aufzeigen, dass in jeder einzelnen Versuchsgruppe ein Unterschied zwischen dem
operierten und dem nicht operierten Bein der Mause zu erkennen ist, da eine
Induktion einer Ischamie als Reiz per se zu einer erhdhten Angiogenese fuhrt. Auch
ist zu erkennen, dass es einen Unterschied der CD31/DAPI doppelt positiven Zellen
zwischen den Kontrollbeinen der Wildtyptiere und den Kontrollbeinen der TLR2-
defizienten Tiere gibt. Dies zeigt auf, dass TLR2-defiziente Tiere per se
wahrscheinlich eine erhohte Kapillardichte haben. Jedoch zeigt sich ein groRerer
Unterschied im Vergleich zu den ischamischen TLR2-defizienten Hinterlaufen,
wodurch dargestellt werden konnte, das eine TLR2 Defizienz zu einer vermehrten

Angiogenese nach Ischamie fuhrt.

Wildtyp -
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Abbildung 8: Immunhistochemie des M. gastrocnemius der Wildtyp- und TLR2™
Tiere

A Immunhistochemie des M. gastrocnemius bei 200-facher Vergréfierung. Dabei in Rot
dargestellte CD31 positive Zellen, in Blau dargestellte DAPI-Zellkernfarbung und in Grin
dargestellte intravasale Lectinfarbung. B Quantitative Zusammenfassung der
Ergebnisse. * vs. Ischamiebein der Wildtyptiere, # vs. Kontrollbein der TLR2" Tiere.
##P<0.01,"**P<0.001.

3.2. Hamatopoetische Stammzellen aus TLR2-defizienten Tieren haben

proangiogene Effekte im in vivo Modell

Es konnte gezeigt werden, dass eine TLR2 Defizienz im Hinterlaufischamiemodell
einen positiven angiogenen Effekt induziert. Nachfolgend prifte man die Hypothese,
inwiefern dieser Effekt auf das Fehlen einer moglichen TLR2-vermittelten
Signaltransduktion in Stamm- und Progenitorzellen zurlckzufUhren sein konnte.
Hierflir wurde zunachst untersucht, inwieweit dieser glinstige Phanotyp der TLR2™"
Tiere durch die Injektion selektierter Knochenmarkstammzellen dieser TLR2" Tiere in
Wildtyp Tieren hergestellt werden kann. Es wurde eine Selektion der Stammzellen flr
den Oberflachenmarker cKit (CD117) gewahlt, da gezeigt wurde, dass dieser
Oberflachenmarker auf angiogenen potenten Stammzellen exprimiert wird [Li TS

2003]. Es wurden dazu wie zuvor beschrieben cKit (CD117) positive Stammzellen
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aus Wildtyp und TLR2" Mausen isoliert, um deren Effekte im

Hinterlaufischamiemodell und im Matrigel-Plug-Modell zu Gberprifen.

3.2.1 Die Injektion TLR2-defizienter Knochenmarkstammazellen in Wildtyp

Tiere resultiert in verstarkter ischamie-induzierter Angiogenese

CD1177(cKit") Zellen aus Wildtyp und TLR2-defizienten Tieren wurden 24 Stunden
nach der Ligaturoperation der Femoralis in Wildtyptiere linksventrikular injiziert. Im
Vergleich dazu dienten Wildtyp Tiere und TLR2™ Tiere, welche nur mit einer Kontroll-
Injektion behandelt wurden. Es wurde erneut dargestellt, dass eine TLR2 Defizienz
einen positiven Einfluss auf die Kapillardichte im M. gastrocnemius hat. Im Vergleich
zu den Wildtyp Tieren zeigten die mit TLR2™” cKit* Zellen behandelten Tiere einen
deutlichen Unterschied bezuglich der CD31/ DAPI doppelt positiven Anteile. Somit
geht die Injektion von TLR2" cKit" Zellen mit einer verbesserten Kapillarbildung
einher (2313+89 CD31"/DAPI* Zellen/mm? fiir TLR2"cKit* Zellen im Vergleich zu
1302+42 CD31*/DAPI* Zellen/mm? fiir WT; P<0.001). Es konnte auch gezeigt
werden, dass die Behandlung von Wildtyp Tieren mit TLR2" cKit" Zellen zu der
gleichen Auspragung der Neovaskularisation im Hinterlauf fUhrte, welche sich in
TLR2" Tieren aufgezeigt hatte (2224+24 CD31*/DAPI" Zellen/mm?). Die Injektion
von Wildtyp cKit" Zellen fiihrte im Vergleich zu den unbehandelten Wildtyp Tieren
auch zu einer Erhdéhung der CD31/DAPI doppelt positiven Zellen, was darauf
zurtckzufuhren ist, dass alleinig eine vermehrte Anzahl an Stammzellen zu einer
verbesserten Neovaskularisation filhrt (1664+70 CD31*/DAPI* Zellen/mm? im
Vergleich zu 1033+161 CD31"/DAPI* Zellen/mm? P<0.05). Jedoch ist der
Unterschied in der Kapillardichte zwischen der Wildtyp- und der TLR2" cKit*-
Zellinjektion immer noch sehr deutlich was daflr spricht, dass das Fehlen des TLR2

einen proangiogenen Effekt auf die ischamie-induzierte Neovaskularisation hat.

Die Erholung des Blutflusses in den Hinterlaufen wurde wiederum mit Hilfe einer
Thermografie verfolgt. Auch hierbei konnte gezeigt werden, dass analog zur
Kapillardichte, die TLR2" Tiere und die mit TLR2" cKit" Zellen behandelten Tiere
eine niedrigere Temperaturdifferenz am 21. postoperativen Tag aufwiesen als die

Wildtyp Tiere. Jedoch zeigten weder die Wildtyptiere, noch die mit Wildtyp cKit"
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Zellen behandelten Tiere eine Verbesserung der Temperaturdifferenz und somit der

Durchblutung.
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Abbildung 9: Ergebnisse der TLR2" Stammzellen im Hinterlaufischiamiemodell

A Reprasentative Abbildung von Schnitten des Musculus gastrocnemius des
ischamischen Hinterlaufs in 200-facher Vergroferung in der Fluoreszenzmikroskopie.
Dabei sind in Rot die CD31 Farbung und in Blau die DAPI Farbung dargestellt. Die
Schnitte zeigen Gewebe von Wildtyp Tieren, TLR2" Tieren, mit Wildtyp cKit* Zellen
behandelten Tieren (3x10° Zellen) und mit TLR™ cKit" behandelten Tieren (3x10° Zellen).
B Quantitative Zusammenfassung der CD31/DAPI doppelt positiven Zellen pro mm?.
Jeweils im Vergleich die Anzahl der Zellen/mm? des unbehandelten und des
ischamischen Hinterlauf pro Variante. * vs. Ischamie der Kontrolle, # vs. Hinterlauf ohne
Ischamie der jeweiligen Variante. #P<0.05, ##P<0.01, ***P<0.001, n=5 Tiere pro
Versuchsgruppe. C Reprasentative Aufnahmen der Hinterlaufe mit der Thermokamera.
Zum praoperativen Zeitpunkt, dem direkten postoperativen Zeitpunkt und dem 21.
postoperativen Tag. Abbildung fur Wildtyp Tiere, TLR2" Tiere, mit Wildtyp cKit" Zellen
behandelte Tiere und mit TLR” cKit® behandelte Tiere. D Quantitative
Zusammenfassung der Temperaturdifferenzen zwischen den ischamischen und nicht-
ischamischen Hinterlaufen. In der grafischen Zusammenfassung sind die Wildtyp Tiere in
schwarzer Farbe und dreieckigen Symbolen gekennzeichnet, die TLR2” Tiere in
schwarzer Farbe und viereckigen Symbolen, die mit Wildtyp cKit" Zellen behandelte
Tiere in Blau und die mit TLR2" cKit" behandelte Tiere in Rot. * TLR2™ vs. Wildtyp, #
TLR2™ cKit" Zellen vs. Wildtyp, *P<0.05,#P<0.05 n=5 Tiere pro Versuchsgruppe.

3.2.2. TLR2-defiziente Stammzellen bilden mehr Netzwerke im Matrigel-

Plug-Angiogenese-Modell

Um die Auswirkung der isolierten Stammzellen auch in einem nicht-ischamischen
Organismus Uuberprifen zu koénnen, wurde das Matrigel-Plug-Angiogenese-Modell
gewahlt. Dabei wurde die Fahigkeit der Stammzellen untersucht, neue
kapillarahnliche Strukturen zu bilden und somit ihr Vermdgen sich innerhalb eines
lebenden Organismus zu organisieren. Durch die Ausmessung der kapillar-ahnlichen
Netzwerke konnte gezeigt werden, dass die TLR2" cKit" Zellen (867,0 + 154,9um)
gegenlber den Wildtyp cKit" Zellen (255,2 + 91,43um) mehr Netzwerke im Matrigel-
Plug bildeten. Jedoch konnte intrakardiales injiziertes Lectin in den Matrigel-Plugs
nicht dargestellt werden, was darauf schlielen Iasst, dass die Netzwerke nicht am
Blutkreislauf angeschlossen waren. Damit zeigt sich, dass die TLR2™" cKit" Zellen ein

hoheres Potenzial besitzen eigene Netzwerke zu bilden.
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Abbildung 10: Darstellung der Kapillarbildung von TLR2” Stammzellen im
Matrigelplug

A Fluoreszenzaufnahmen vom Matrigel-Plug aus der Maus in 200-facher Vergrofierung,
Blau sind Zellkerne mit DAPI gefarbt und Rot stellt die Membranfarbung der
Knochenmarkzellen dar. Dabei wurden 2x10° Zellen pro Plug injiziert. B Quantitative
Zusammenfassung der Netzwerklange der Kapillaren der DAPI/BMC doppelt positiven

Zellen. #vs. Wildtyp BMC, ##P<0.01 Student T Test. n=3
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3.3. Die hamatopoetischen Stammzellen haben proangiogene Effekte

auf ausdifferenzierte Endothelzellen

Nachdem gezeigt wurde, dass TLR2" cKit* Zellen in vivo sowohl im
Hinterlaufischamiemodell als auch im Matrigel-Plug eine proangiogene Wirkung
haben, wurde untersucht, ob dieser Effekt durch die Wirkung der cKit" Zellen auf
ausdifferenzierte Endothelzellen erklart sein konnte. Dazu wurden verschiedene
Angiogenese in vitro Modelle genutzt, um die Modulation der Fahigkeiten der
Endothelzellen hinsichtlich der Kapillarbildung, der Migration und der Aussprossung
als wesentliche Bestandteile des angiogenen Prozesses durch Stammzellen zu

untersuchen.

3.3.1. TLR2-defiziente Stammzellen unterstiitzen Endothelzellen bei der

Netzwerkbildung im Matrigel-Angiogenese-Modell

Es konnte gezeigt werden, dass die Netzwerke der Endothelzellen bei einer Ko-
Inkubation mit TLR2-defizienten Knochenmarkzellen langer sind als im Vergleich zur
Kontrolle (1,23 + 0,04fach fiir TLR2” cKit" Zellen im Vergleich zur Kontrolle). Auch
die Anzahl der in dem Netzwerk integrierten Zellen ist hdher, was darauf schlief3en
lasst, dass sich die Zellen besser in den Verband der Endothelzellen einfugen und
dass deren Anwesenheit die Endothelzellen fordert mehr Angiogenese zu betreiben

und sich starker zu vernetzten.
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Abbildung 117: TLR2" Stammzellen im Matrigel-Angiogenese-Modell

A Die hier abgebildeten Fotografien sind Uberlagerungen von Durchlichtmikroskopien
und den Bildern der Fluoreszenzmikroskopie in 100-facher Vergrolerung nach 8
Stunden. Wie man erkennen kann, integrieren sich die rot markierten hamatopoetischen
Stammzellen in die Netzwerke der Endothelzellen. Es wurden 1x10* Endothelzellen mit
3x10° Stammzellen ko-inkubiert. B Quantitative Zusammenfassung der Netzwerklange. *
vs. Kontrolle, # vs. Wildtyp cKit" Zellen, **P<0.01, ##P<0.01 C Anzahl der
Knochenmarkstammzellen im Netzwerk der Endothelzellen. #vs. Wildtyp cKit" Zellen,
##P<0.01.n=3
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3.3.2. Die dreidimensionale Sprossung von Endothelzellen wird durch

TLR2-defiziente Stammzellen gefordert

Mit Hilfe des Spharoid-Angiogenese-Modells wurde die unterstitzende Fahigkeit der
Stammzellen, ausdifferenzierte Endothelzellen im angiogenen Prozess zu
stimulieren, erneut untersucht. Dazu wurden ca. 8000 cKit® Zellen mit in das
Methylzellulosegemisch gegeben und diese gemeinsam mit den Endothelzellen fur
24 Stunden inkubiert, um sie dann in die Kollagenmatrix zu Uberfuhren. Auch in
diesem zweiten Angiogenese Modell stellte sich heraus, dass die Zugabe von TLR2™"
Stammzellen langere und vermehrte Sprossenbildung bei den Endothelzellen im
Vergleich zur Kontrolle und im Vergleich zur Wildtyp Stammzellpopulation hervorrief
(1,55+0,39fach flr TLR2" cKit" Zellen im Vergleich zu 1,13+0,35fach fur Wildtyp
cKit" Zellen). Es konnte auch dargestellt werden, dass die cKit® Zellen der TLR2-
defizienten Tiere vermehrt in den ausgesprossten Arealen der Spharoide zu finden
waren und sich somit wieder die verbesserte Integrationsfahigkeit dieser Zellen

darstellte.

A
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Abbildung 12: TLR2™" Stammzellen im Spharoid-Angiogenese-Modell

A Darstellung einzelner Spharoide in 200-facher VergréfRerung. In Rot dargestellte
fluoreszierende Stammzellen. B Quantitative Zusammenfassung der kumulativen
Sprosslange. * vs. Kontrolle, # vs. Wildtyp cKit" Zellen, **P<0.01, ##P<0.01. C
Quantitative Zusammenfassung der Anzahl der Knochenmarkstammzellen welche sich
in den Sprossen der Spharoide befinden. Student t-test , # vs. Wildtyp cKit™ Zellen,
##P<0.01. n=5

3.3.3. Die Migration von Endothelzellen ist durch Ko-Inkubation mit TLR2-

defizienten Stammzellen verbessert

Die Knochenmarkzellen wurden ebenfalls in einem Migrations-Modell untersucht. Im
Verlauf von 8 Stunden konnte beobachtet werden, dass die Endothelzellen unter
dem Einfluss von TLR2-defizienten Stammzellen die Wundflache im Vergleich zur
Kontrolle, sowie im Vergleich mit Endothelzellen in der Prasenz von Wildtyp
Knochenmarkzellen schneller verschlossen. Die TLR2-defizienten
Knochenmarkstammzellen zeigten somit eine hdohere Potenz, die Endothelzellen im

Wundverschluf® zu unterstitzen.
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Abbildung 8: TLR2”" Stammzellen im Migrationsmodell

A Lichtmikroskopische Aufnahmen des Endothelzellrasens mit Wundkreuzen. Rot
fluoreszierend sind die Knochenmarkzellen (50.000 pro Well) erkennbar. B Quantitative
Zusammenfassung nach 4 Stunden der noch offenen Wundflache im Vergleich zur
Kontrolle. * vs. Kontrolle, # vs. Wildtyp cKit" Zellen. #P<0.05, **P<0.01, n=5.

3.3.4. TLR2-defiziziente Stammzellen zeigen eine vermehrte Aktivierung
der MAP-Kinase AKT

Das sogenannte ,Homing“ von hamatopoetischen Zellen an den Ort der Ischamie ist
ein wichtiger Mechanismus des angiogenen Prozesses [Rafii S 2003]. Wahrend einer
Ischamie wird vermehrt SDF-1 von Geweben exprimiert und dadurch verstarkt SDF-1
die Rekrutierung von CXCR4 positiven Stammzellen aus dem Kreislauf [Ceradini DJ
2004]. Bei dem Vergleich der Mengen an CXCR4 Expression in Wildtyp und TLR2"
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cKit" Zellen zeigt sich jedoch kein Unterschied (Abbildung 14). Stattdessen konnte
eine erhohte Aktivierung (d.h. Phosphorylierung) des nachgeschalteten
Signalmolekiils, der Proteinkinase B (AKT), in TLR2™ cKit* Zellen aufgezeigt werden.
Diese erhohte Aktivierung der MAP-Kinase AKT in TLR2" Stammzellen im Vergleich
zu Wildtyp Stammzellen kénnte die Ursache flr die erhohte Potenz dieser Zellen bei

der Unterstutzung des angiogenen Prozesses sein.
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Abbildung 14: TLR2” cKit" Stammzellen zeigen eine gleichbleibende CXCR4
Expression aber eine erhdhte basale Aktivierung der MAP-Kinase AKT

A Repréasentative Abbildung des Western Blot fiir CXCR4 von Wildtyp cKit" Zellen und
TLR2" cKit" Zellen. B Quantitative Zusammenfassung der densitometrischen Messung
fur CXCR4. C Reprasentative Abbildung des Western Blots fur phosphorylierten
AKT(pAKT), AKT und der Ladungskontrolle B-Aktin. D Quantitative Zusammenfassung
der densitometrischen Messung fiir pAKT. * WT cKit" Zellen vs. TLR2" cKit" Zellen,
*P<0.05.

3.4. Die ischamie-induzierte Angiogenese wird durch die Injektion von

TLR2-blockierenden-Antikérpern verstarkt

Es konnte gezeigt werden, dass eine TLR2 Defizienz per se, aber auch eine
Nachahmung dieser durch TLR2-defizienter Stammzellen einen proangiogenen
Effekt hat. Da jedoch eine TLR Defizienz klinisch nicht umsetzbar ist, wurde
Uberprift, ob dieser Effekt auch durch TLR2-blockierende-Antikorper induziert
werden konnte. Dazu wurden diese Antikérper zunachst im Hinterlaufischamiemodell
verwandt, um zu Uberprifen, inwieweit sich der proangiogene Effekt reproduzieren

|asst.

Die Versuchsgruppen bestanden aus 8-10 Tieren, wobei eine Gruppe mit den TLR2-
blockierenden-Antikérpern (5ug/g Maus in 100ul PBS; T2.5, eBioscience, USA) und
die Kontrollgruppe mit Kontroll-IgG (5ug/g Maus in 100ul PBS, Mouse IgG1 Isotype
Control, eBioscience, USA) behandelt wurde. In der Thermografie konnte gezeigt
werden, dass die mit TLR2-blockierenden-Antikdrpern behandelten Mause bereits
nach dem 6. postoperativen Tag eine verringerte Temperaturdifferenz gegenuber
dem ersten postoperativen Tag zeigten, was daflir spricht, dass die Behandlung mit
TLR2-blockierenden-Antikdrpern zu einer verbesserten zugigen Reperfusion der
Hinterlaufe fuhrt. Im Gegensatz dazu zeigten die Wildtyptiere nahezu keine
Reduktion der Temperaturdifferenz und demnach auch keine Reperfusion nach dem
21. Tag. Im direkten Vergleich zeigte sich ab dem 16. postoperativen Tag ein
Unterschied zwischen den mit TLR2-blockierenden-Antikorper behandelten Tieren
und den Wildtyptieren. Dadurch wird deutlich, dass eine Behandlung mit TLR2-

blockierenden-Antikdrpern zu einer verbesserten Reperfusion nach Ischamie fuhrt.
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Im Vergleich zu den vorherigen Ergebnissen der TLR2™ Tiere wird deutlich, dass der
gunstige Effekt nahezu vergleichbar ist, was dafir spricht, dass TLR2-blockierende-

Antikorper den Effekt einer TLR2 Defizienz nachahmen konnte.

Am 21. postoperativen Tag wurde der Musculus gastrocnemius entnommen und wie
zuvor beschrieben mit Hilfe von immunhistologischen Farbungen die Kapillardichte
untersucht. Dabei zeigte sich, dass es bei einer Behandlung mit TLR2-blockierenden-
Antikdrpern im Vergleich zur Kontrollgruppe zu einer vermehrten Kapillarbildung im
Muskel kam (2672+540,3 CD31+/DAPI+ Zellen/mm? im ischamischen Gewebe des
operierten Beins einer mit TLR2-blockierenden-Antikorpern behandelten Maus im
Vergleich dazu 1439+314,3 CD31+/DAPI+ Zellen/mm? bei Wildtyptieren P<0.001).
Diese Steigerung der Kapillardichte war wiederum vergleichbar mit der Kapillardichte
in TLR2-defizienten Mausen. Zusammenfassend lie3 sich zeigen, dass eine
Behandlung mit TLR2-blockierenden-Antikorpern mit einer verbesserten Reperfusion
und einer vermehrten Kapillarbildung nach Ischamie einhergeht. Dieser
proangiogene Effekt war nahezu vergleichbar mit den Effekten einer TLR2 Defizienz.
Daher ware es denkbar, mit Hilfe von TLR2-blockierenden Antikdrpern im Rahmen

vaskularer Erkrankungen neue Therapiemdglichkeit zu ergrinden.
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Abbildung 15: Ergebnisse der TLR2-blockierenden-Antikorper (TLR2 AK) im
Hinterlaufischamiemodell

A Warmebildaufnahmen der murinen Hinterlaufe vor der Operation (Pra OP), direkt nach
der Ligatur (Post OP) und Darstellung am 21. Tag nach der Ligatur. B Quantitative
Darstellung der Ergebnisse. * WT vs. TLR2”, # WT vs. TLR2 Antikérper; k 1.Tag TLR2™"
vs. 6.Tag TLR2'/'; a 1.Tag TLR2 Antikorper vs. 9.,12.,15.,21. Tag TLR2 Antikorper.
*P<0.05, ##P<0.01. C Immunhistochemie des M. gastrocnemius. Rot=CD31 positive
Zellen, Blau=DAPI Zellkernfarbung, Grun=intravasale Lectinfarbung. 200-fache
VergroRerung. D Quantitative Zusammenfassung der Ergebnisse. * vs. Kontrolle, # vs.
Ischamie im WT. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ###P<0.001. n=10 Mause pro Gruppe.

3.5. TLR2-blockierende-Antikorper haben einen proangiogenen Effekt

auf Endothelzellen

3.5.1. TLR2-blockierende-Antikorper haben einen positiven Effekt auf die

Netzwerklange im Matrigel-Angiogenese-Modell

Nachdem die gunstigen Effekte von TLR2-blockierenden-Antikorpern im
Hinterlaufischamiemodell der Maus hinsichtlich der Perfusion und der Kapillardichte

im M. gastrocnemius dargestellt werden konnten, wurde untersucht, inwieweit diese
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Effekte durch eine direkte Wirkung auf Endothelzellen vermittelt sein konnten. Dazu
wurden zunachst Endothelzellen im Matrigel-Angiogenese-Modell untersucht, um die
Auswirkung der TLR2-blockierenden-Antikdrper in vitro zu beurteilen. Dabei wurde
zum einen der monoklonale TLR2-blockierenden-Antikorper (T2.5; eBioscience,
USA) sowie auch ein polyklonaler TLR2-blockierenden-Antikérper (Pab hTLRZ2;
InvivoGen; CA USA) gewahlt. Als Vergleich wurde dazu der Stromal cell derived
Faktor (SDF-1) gewanhlt, der als starker proangiogener Faktor gilt [Kuhlmann CRW
2005].

Endothelzellen haben die Eigenschaft, im Matrigel Netzwerke auszubilden. Es konnte
gezeigt werden, dass sich eine Stimulation mit TLR2-blockierenden-Antikorpern
positiv auf die Netzwerklange der Zellen auswirkt. Dabei ist die Zunahme der
Netzwerklange durch eine Behandlung mit TLR2-blockierende-Antikbrpern mit der
des Stromal cell derived Factor (SDF-1) vergleichbar (1,29+0,09fach fur TLR2-
blockierenden-Antikdrper [10ug/ml] im Vergleich zu 1,24+0,16fach fir SDF-1
[50ng/ml]). In einer Titrationsreihe konnte dargestellt werden, dass bereits ab einer
TLR2-blockierenden-Antikorperkonzentration von 10ug/ml  eine gleich starke
Netzwerkformation auftritt wie unter Zugabe von SDF-1. Durch Anwendung hoéherer
Konzentrationen konnte der Effekt der TLR2-blockierenden-Antikérper jedoch nicht
weiter gesteigert werden (Abbildung 16B).

Damit konnte gezeigt werden, dass die Zugabe von TLR2-blockierenden-Antikérpern

einen positiven Einfluss auf die Netzwerkbildung von Endothelzellen hat.
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Abbildung 16: TLR2-blockierende-Antikorper (TLR2 AK) im Matrigel-Angiogenese-
Modell

A Fotografien der Netzwerke in 100-facher VergréRerung nach 8 Stunden unter der
Behandlung der Zellen mit TLR2 Antikorpern (AK) [10ug/ml] und SDF-1 [50 ng/ml]. B
Quantitative Zusammenfassung der Ergebnisse. * vs. Kontrolle. *P<0.05 und **P<0.01.
n=8

3.5.2. Die Behandlung mit TLR2-blockierenden-Antikorpern hat einen

stimulierenden Effekt auf die Sprosslange von Endothelzellen

Im Spharoid-Angiogenese-Modell kann man die Fahigkeit von Endothelzellen
untersuchen, in einen dreidimensionalen Raum auszusprossen. Dabei wachsen aus
den Endothelzellverbanden Sprossen in das umliegende Kollagen, wie auf
Abbildung 17A zu erkennen ist. In der Titrationsreihe der TLR2-blockiernden-
Antikdrper konnte erneut dargestellt werden, dass die Endothelzellen bei einer
Konzentration ab 10ug/ml der Antikorper vermehrt und verlangerte Sprossen
ausbildeten (1,65+0,34fach fur TLR2-blockierende-Antikorper [10ug/ml] im Vergleich
zu Kontrolle; P<0.01). Der Effekt auf die Ausbildung der Sprossen gleicht sich
zwischen einer Behandlung mit TLR2-blockierenden-Antikorper [10ug/mil]
(1,65+0,34fach) und einer Behandlung mit SDF-1 [50ng/ml] (1,71£0,41fach). Die

Titrationsreihe zeigt auf, dass der proangiogene Effekt von den TLR2-blockierendem-
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Antikérpern ab einer Konzentration von 10ug/ml auftritt und sich auch in héheren

Konzentrationen nicht steigern lasst.
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Abbildung 17: TLR2-blockierende-Antikorper (TLR2 AK) im Spharoid-
Angiogenese-Modell

A Reprasentative Abbildungen in 200-facher VergroRerung der ausgesprossten
Spharoide unter der Behandlung mit TLR2-blockierenden-Antikorper [10ug/ml] und SDF-
1 [50ng/ml]. B Quantitative Zusammenfassung der Ergebnisse, * vs. Kontrolle. **P<0.01
***P<0.001. n=8
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3.5.3. TLR2-blockierende-Antikorper stimulieren die Migration von

Endothelzellen

Der Prozess der Migration von Endothelzellen kann mit Hilfe eines Migrations-
Modells dargestellt werden. Dabei wird die verursachte Wundflache im zeitlichen
Verlauf beobachtet. In diesem Modell wurde nun nach den vorangegangenen
Titrationsreihen der Antikorper die Konzentration von 10ug/ml gewahlt. Dabei stellte
sich in 8 unabhangigen Versuchen heraus, dass Endothelzellen unter der Zugabe
von TLR2-blockierenden-Antikorpern die Wundflache schneller verschlossen, als
unter Kontrollbedingungen. Nach einem Zeitraum von 4 Stunden konnte man einen
Unterschied zwischen den Kontrollzellen und den mit TLR2-blockierenden-
Antikdrpern behandelten Zellen erkennen (1,7310,30fach fur TLR2-blockierende-
Antikdrper [10ug/ml] im Vergleich zu Kontrolle; P<0.01). Denselben fordernden Effekt
auf die Migration hat auch wieder der SDF-1 (1,76+0,33fach SDF-1 [50ng/ml] im
Vergleich 1,73+0,30fach fur TLR2-blockierende-Antikérper [10ug/ml]).
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Abbildung 18: TLR2-blockierende-Antikorper (TLR2 AK) im Migrationsmodell

A Abbildung der Wundkreuze nach 4 Stunden. Im Vergleich dargestellt sind
unbehandelte Kontrollzellen, mit TLR2-blockierenden-Antikorper [10ug/ml] oder mit SDF-
1 [50ng/ml] behandelte Zellen in 100-fache VergroRerung. B Quantitative
Zusammenfassung der Ergebnisse. Dargestellt ist ein Vielfaches der Kontrolle, wobei die
Migration der Zellen aufgetragen ist. *vs. Kontrolle,**P<0.01. n=8

3.5.4. Die TLR2 Stimulation hat keine Effekte im Matrigel-Angiogenese-
Modell

Um nun im Gegensatz zur Blockade des TLR2 auch den Effekt einer TLR2
Stimulation darzustellen, wurden wieder die in vitro Versuche an den Endothelzellen
genutzt. Dabei wurden verschiedene Liganden wie Pam2CSK4 [5ug/ml], ein
synthetischer TLR2/6 Ligand, Pam3CSK4 [5ug/ml], ein synthetischer TLR1/2 Ligand,
Lipoteichonsaure (LTA) [50ug/ml], ein naturlicher TLR2 Ligand und im Vergleich Lipid
A [5ug/ml], ein naturlicher TLR4 Ligand genutzt. Wie in Abbildung 19 dargestellt,
konnte gezeigt werden, dass keiner dieser Liganden einen Effekt auf die
Netzwerklange im Vergleich zur Kontrolle hatte (1,02+0,08fach fir Pam2CSK4 im
Vergleich zur Kontrolle, 1,01+0,13fach fir LTA im Vergleich zur Kontrolle,
1,04+0,34fach fur Pam3CSK4 im Vergleich zur Kontrolle, 0,95+0,10fach fur Lipid A
im Vergleich zur Kontrolle). Im Gegensatz dazu konnte man den proangiogenen
Effekt der TLR2-blockierenden-Antikdrper [10ug/ml], sowie der Positivkontrolle SDF-

1[50ng/ml] nochmals bestatigen.
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Abbildung 19: TLR2 und TLR4 Liganden im Matrigel-Angiogenese Modell

Quantitative Zusammenfassung der Netzwerklange. Dargestellt sind der TLR1/2 Ligand
(Pam3CSK4), der TLR2/6 Ligand (Pam2CSK4), der TLR2 Ligand (LTA) und der TLR4
Ligand (Lipid A).Im Vergleich dazu TLR2-blockierende-Antikorper (TLR2 AK) und SDF-1.
* vs. Kontrolle.**P<0.01, ***P<0.001. n=8

3.6. TLR2-blockierende-Antikorper fuhren zu einer Aktivierung des

SDF-1 vermittelten Signalwegs

3.6.1. Die TLR2-blockierenden-Antikorper aktivieren den MAP-Kinasen
Signalweg

Nachdem dargestellt werden konnte, dass eine Behandlung mit TLR2-blockierenden-
Antikdrpern sowohl in vitro als auch in vivo einen fordernden Effekt auf die
Angiogenese hat, wurde untersucht in welchem Zusammenhang dieser Effekt mit
dem SDF-1 Signalweg stehen konnte, da die Behandlung mit TLR2-blockierenden-
Antikorpern einen gleichsamen Effekt wie eine Behandlung mit SDF-1 aufweist. Der
Signalweg des SDF-1 fuhrt Gber die Aktivierung der MAP-Kinasen ERK1/2, AKT und
die Hemmung der MAP-Kinase p38. Daher wurde untersucht inwieweit eine

Stimulation mit TRL2-blockierenden-Antikorpern zu einer Aktivierung der SDF-1
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typischen Signalkaskaden flhrt. Dazu nutzten man das Western Blot Verfahren und
untersuchte Endothelzellen hinsichtlich ihrer Aktivierung der MAP-Kinasen ERK1/2,
AKT und p38, wobei eine Phosphorylierung einer Aktivierung der MAP-Kinasen
entsprach. Dabei konnte bestatigt werden, dass eine Behandlung der Zellen mit
SDF-1 zu einer Aktivierung der MAP-Kinasen AKT und ERK 1/2 flhrt, nicht jedoch zu
einer Aktivierung der p38 [Ho TK 2012].

Eine Stimulation mit TLR2-blockierenden-Antikorpern lieferte dieselben Ergebnisse
wie eine Stimulation mit SDF-1, wobei eine zeitabhangige Aktivierung der Kinasen
beobachtet werden kann. Dies gibt erste Hinweise darauf, dass der proangiogene
Effekt der TLR2 Blockade Uber den SDF-1 Signalweg vermittelt sein kdnnte.
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Abbildung 20: Western Blot fiir EKR1/2, AKT und p38 mit TLR2-blockierenden-
Antikorper (TLR2 AK) Behandlung

Grafische Darstellung der Proteinbanden der MAP-Kinasen und phosphorylierten MAP-
Kinasen und die jeweiligen quantitative Zusammenfassung der Densitometrie der
phosphorylieten MAP-Kinasen. In jedem Versuch wurde GAPDH mitgefihrt um eine
gleiche Proteinladung darzustellen. n=5 A Reprasentative Abbildung ERK1/2 und
phosphorylieten ERK1/2 unter Stimulation mit SDF-1 [50ng/ml], polyklonalem TLR2
Antikorper [10ug/ml] (eBioscience) und monoklonalem TLR2 Antikorper [10pg/ml] (T2.5,
Invivogen) far 2, 5 und 10 Minuten. B Quantitative Zusammenfassung der
densitometrischen Daten des phosphorylierten ERK1/2. * Vergleich zur Kontrolle, #
Vergleich zwischen 2 und 10 Minuten, § Vergleich 5 und 10 Minuten, *P<0.05,
**P<0.001, #P<0.05, ##P<0.01,§P<0.05, §§§P<0,001. C Reprasentative Abbildung AKT
und phosphorylierten AKT unter Stimulation mit SDF-1 [50ng/ml], polyklonalem TLR2
Antikorper [10ug/ml] (eBioscience) und monoklonalem TLR2 Antikorper [10pg/ml] (T2.5,
Invivogen) far 2, 5 und 10 Minuten D Quantitative Zusammenfassung der
densitometrischen Daten des phosphorylierten AKTs. * Vergleich zur Kontrolle, *P< 0.05,
***P<0.001. E Reprasentative Abbildung p38 und phosphorylierten p38 unter Stimulation
von SDF-1 [50ng/ml], polyklonalem TLR2 Antikérper [10ug/ml] (eBioscience) und
monoklonalem TLR2 Antikdrper [10pg/ml] (T2.5, Invivogen) far 2, 5 und 10 Minuten F
Quantitative Zusammenfassung der densitometrischen Daten des phosphorylierten p38.

3.6.2. Eine TLR2 Stimulation aktiviert den Signalweg der MAP-Kinasen

nicht

Neben dem Ausbleiben eines proangiogenen Effekts zeigten stimulierende TLR2
Liganden auch keine Aktivierung der MAP-Kinasen, wie mittels Western Blot gezeigt

wurde.

Die Zellen wurden zunachst vergleichbar mit den stimulierenden Liganden
Pam3CSK4, Pam2CSK4, LTA und Lipid A far 2, 5 und 10 Minuten stimuliert. Der
anschlieBende Western Blot zur Analyse von ERK1/2/phosphoERK1/2,
AKT/phoshoAKT und p38/phospho38 erwies, dass keine der MAP-Kinasen durch
eine Stimulation des TLR2 oder des TLR4 aktiviert wurde. Dazu wurde im Vergleich

die Aktivierung der Kinasen durch SDF-1 nachgewiesen (Abbildung 21).
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Abbildung 21: Western Blot fiir ERK1/2 und AKT mit TLR2 Liganden

A Reprasentative Western Blot Abbildungen fur ERK1/2 und phosphoERK1/2. Die Zellen
wurden entweder mit Pam3CSK4, Pam3CSK4, Lipid A, LTA, SDF-1 oder TLR2-
blockierenden-Antikérpern (TLR2 AK) fur 10 Minuten behandelt. B Quantitative
Zusammenfassung der densitometrischen Messungen fir phosphoERK1/2. * vs.
Kontrolle, ***P<0.001. C Reprasentative Western Blot Abbildungen fur AKT und
phosphoAKT. Die Zellen wurden entweder mit Pam3CSK4, Pam3CSK4, Lipid A, LTA,
SDF-1 oder TLR2 Antikérpern fiur 10 Minuten behandelt. D Quantitaive
Zusammenfassung der densitometrischen Messungen fur phosphoAKT.* vs. Kontrolle,
*P<0.05.
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3.6.3. Die Inhibition von ERK1/2 und AKT fiihrt zu einer Unterdriickung
des proangiogenen Effekts der TLR2-blockierenden-Antikorper

Um die Bedeutung der MAP-Kinasen in der Vermittlung der proangiogenen Effekte
der TLR2-blockierenden-Antikorper weiter zu Uberprufen, wurden die einzelnen MAP-
Kinasen mit spezifischen Inhibitoren blockiert und den Effekt auf die Wirkung der
Antikorper beobachtet. Dabei zeigte sich, dass sowohl bei einer Behandlung mit
TLR2-blockierenden-Antikdrpern als auch bei einer SDF-1 Stimulation der
proangiogene Effekt bei der Blockade der ERK1/2 oder AKT aufgehoben wird. Im
Gegensatz dazu zeigte sich bei der Inhibition der p38 keine Anderung des positiven
Effekts auf die Angiogenese (0,70+0,15fach fir TLR2-blockierende-Antikorper +
FR180204, 0,79+0,18fach flur TLR2-blockierende-Antikorper + LY294002,
1,27+0,02fach fur TLR2-blockierende-Antikorper + SB202190 im Vergleich zu
1,1940,05fach fur TLR2-blockierende-Antikorper).
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Abbildung 22: Inhibitoren von ERK1/2, AKT und p38 im Matrigel-Angiogenese-
Modell

Quantitative Zusammenfassung der Netzwerklange im Matrigel-Angiogenese-Assay
nach 8 Stunden. Dargestellt sind der ERK1/2 Inhibitor (FR180204), der PI3Kinase
Inhibitor (LY294002) und der p38 Inhibitor (SB202190). Im Vergleich zu TLR2-
blockierenden-Antikdrpern (TLR2 AK). *vs. Kontrolle, # vs. SDF-1. *P<0.05,
**P<0.01,***P<0.001 ##P<0.001, n = 4.
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3.7 Die Interaktion zwischen dem TLR2 und dem SDF-1 Rezeptor
CXCR4

3.7.1. Die Blockade von CXCR4 hat keine Auswirkung auf die

proangiogene Wirkung der TLR2-blockierenden-Antikorper in vitro

In einer weiteren Versuchsreihe von n=8 Versuchen wurde im Matrigel-Modell
wiederholt der positive Effekt von SDF-1 und der TLR2-blockierendem-Antikorper auf
die Netzwerklange gezeigt. Jedoch zeigt sich entgegen der Vermutung, dass eine
gleichzeitige Blockade des CXCR4 den Effekt der TLR2-blockierenden-Antikorper
aufheben wurde, dass der Effekt der TLR2-blockierenden-Antikorper nicht beeinflusst
wird (1,13x£0,06fach flr TLR2-blockierende-Antikdrper + CXCR4 Antikdrper im
Vergleich 1,10+0,07fach fur TLR2-blockierende-Antikérper). Um diese Ergebnisse zu
Uberprufen nutzte man den CXCR4 Antagonisten AMD3100. Jedoch zeigte sich auch
hier, dass eine Blockade des CXCR4 den proangiogenen Effekt der TLR2-
blockierenden-Antikérper  nicht  unterdrickt (1,07+0,04fach im  Vergleich
1,10£0,07fach fur TLR2-blockierende-Antikorper).

Zusammenfassend konnte dargestellt werden, dass die TLR2 Antikérper-vermittelten
Effekte unabhangig von der Blockade des CXCR4 sind und somit auch unabhangig
von der Ligandenbindung an den CXCRA4.
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Abbildung 23: Blockade des CXCR4 im Matrigel-Angiogenese-Modell

Quantitative Zusammenfassung der Netzwerkldnge nach 8 Stunden. Die Zellen wurden
mit SDF-1 [50ng/ml], TLR2 Antikdrper [10ug/ml] oder mit TLR2 Antikorpern (TLR2 AK) in
Ko-Inkubation mit CXCR4 Antikdrpern [10ug/ml] behandelt. * vs. Kontrolle, *P<0.05,
**P<0.01, ***P<0.001 ,n = 5.

3.7.2. CXCR4 wird in der Vermittlung der proangiogenen TLR2-

blockierenden-Antikorper-induzierten Effekte benotigt

Zuvor konnte dargestellt werden, dass eine Blockade des CXCR4 nicht zu einer
Unterdriackung des proangiogenen Effekts der TLR2-blockierenden-Antikorper fuhrt.
Dies lasst darauf schliel3en, dass dieser Effekte unabhangig von der Bindung des
CXCR4 Rezeptors sind. Es wurde nun untersucht, ob das Fehlen des CXCR4 durch
eine Herunterregulation der Expression des Rezeptors mit Hilfe einer siRNA den
proangiogenen Effekt der TLR2-blockierenden-Antikorper beeinflusst. Die mit siRNA
transfizierten Zellen wurden dazu im Matrigel-Angiogenese-Modell verwendet. Dabei
stellte sich dar, dass es unter der Stimulation der CXCR4 siRNA behandelten Zellen
mit SDF-1 zu einer Unterdrickung des proangiogenen Effekt des SDF-1 kommt,
wodurch sich die reduzierte Expression des CXCR4 verifizierte (0,84+0,21fach fur
SDF-1 mit CXCR4-siRNA im Vergleich zu1,25+0,15fach fur SDF-1). Ein ahnlicher
Effekt zeigt sich auch bei einer Behandlung mit TLR2-blockierenden-Antikérpern und
den Zellen mit zuvor herunterregulierten CXCR4 (0,90£0,14fach fur CXCR4-siRNA
mit TLR2-blockierenden-Antikérper Behandlung im Vergleich zu 1,16£0,12fach fur
eine alleinige TLR2-blockierenden-Antikorper Behandlung). Damit wird deutlich, dass
der CXCR4 an der Vermittlung des proangiogenen Effekts der TLR2-blockierenden-
Antikorper beteiligt ist.
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Abbildung 24: Behandlung mit CXCR4-siRNA im Matrigel-Angiogenese-Modell

A Reprasentative Abbildung der endothelialen Netzwerkformationen nach 8 Stunden in
200-facher VergroRerung. Die Zellen wurden entweder mit einer Kontroll-siRNA oder
einer CXCR4-siRNA vorbehandelt und dann entweder mit einem Kontroll-lgG, SDF-1
[50ng/ml] oder dem TLR2-blockierenden-Antikdrpern (TLR2 AK) [10ug/ml] behandelt. B
Quantitative Zusammenfassung der Netzwerklange. * gegen Kontrolle, # gegen CXCR4-
siRNA, ***P<0.001, ###P<0.001, n=5.

67



3.7.3. Die Unterdriickung des CXCR4 fiihrt zu einer Inhibition der TLR2-

blockierenden-Antikorper-vermittelten ERK1/2 Aktivierung

Um den funktionellen inhibitorischen Effekt der CXCR4-siRNA auf die Wirkung der
TLR2-blockierenden-Antikdrper auch auf die nachfolgende Signalkaskade
nachzuweisen, wurde ein Western Blot nach der MAP-Kinase ERK1/2 durchgeflhrt.
Dabei konnte gezeigt werden, dass die vorherige Behandlung der Zellen mit der
CXCR4-siRNA zu einer Unterdrickung der TLR2-blockierenden-Antikdrper-
induzierten Aktivierung der ERK1/2 fuhrt. Bei der Behandlung mit einer Kontroll-
siRNA bleibt die Aktivierung der ERK1/2 durch die TRL2-blockierenden-Antikdrper

erhalten.

Kontrolle CXCR4 2.0
siRNA siRNA 5 *
T —
5. 1.5
w32 Hitt
KontrdI-REGAtontrAL-RBAK S z S
< S 1.01
w QX<
0G5S
<8N 0.5
——— @S weww == PERK ) .
>
0.0' T T T
& ERK
—_——— 4G foe e
TLR2 AK - + - +
A S G APDH
Kontrolle CXCR4
10° 10° 10 10¢ siRNA siRNA

Abbildung 25: Western Blot fiir ERK1/2 bei einer Behandlung mit CXCR4-siRNA

A Reprasentative Abbildung eines Western Blots fir ERK und phosphoERK. Die Zellen
wurden entweder mit einer Kontroll-siRNA oder CXCR4-siRNA vorbehandelt und dann
mit Kontroll-lgG oder TLR2-blockierenden-Antikérpern (TLR2 AK) [10ug/ml] far 10
Minuten inkubiert. B Quantitative Zusammenfassung der densitometrischen Messungen.
* vs. Kontroll-siRNA + Kontroll-lgG, # vs. CXCR4-siRNA + Kontroll-lgG, *P<0,05,
###P<0,001.
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3.7.4 Die Inhibition des Gj-Proteins fiihrt zu einer Unterdriickung des

proangiogenen Effekts der TLR2-blockierenden-Antikorper

In der Signaltransduktion des CXCR4 spielen Gi-Proteine eine wichtige Rolle. Das
Gi-Protein ist in der Signalkaskade des SDF-1 direkt an den CXCR4 gekoppelt und
vermittelt so die weitere Aktivierung der MAP-Kinasen ERK1/2 und AKT. Daher
wurde untersucht, inwieweit eine Blockade dieser Gi-Proteine sich auf den positiven
Effekt der TLR2-blockierenden-Antikorper auswirkt. Ein spezifischer Inhibitor des G;-
Proteins ist das Pertussistoxin (PTX) [Mangmool 2011]. Um diesen Sachverhalt zu
untersuchen wurde wieder das Matrigel-Angiogenese-Modell gewahlt. Dabei konnte
gezeigt werden, dass die positive Wirkung der TLR2-blockierenden-Antikorper nach
einer vorherigen Inkubation mit dem Pertussistoxin (PTX) unterdrickt wird. Im
Vergleich dazu hat das PTX allein keine Wirkung auf die Netzwerkbildung der

Endothelzellen.

Um diesen Effekt auch direkt in Bezug auf die Weiterflihrung der Signalkaskade
untersuchen zu kdénnen, wurde das Western Blot Verfahren verwendet. Dabei konnte
gezeigt werden, dass eine alleinige Behandlung mit TLR2-blockierenden-Antikérpern
zu einer vermehrten Aktivierung der MAP-Kinase ERK1/2 fuhrt. Bei einer

Vorinkubation mit PTX wird diese Aktivierung jedoch nicht mehr hervorgerufen.

Dies lasst den Schluss zu, dass die Wirkung der TLR2-blockierenden-Antikérper
direkt mit der Signalkaskade des CXCR4 verbunden ist und somit eine Art Interaktion

zwischen den Rezeptoren bestehen musste.
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Abbildung 26: Effekte des Petrussistoxins (PTX) im Matrigel-Angiogenese-Modell
und im Western Blot fiir ERK1/2

A Reprasentative Abbildung von Netzwerkformationen von Endothelzellen nach 8
Stunden in 200-facher VergroRerung. Die Zellen wurden mit Kontroll-lgG oder TLR2-
blockierenden-Antikorpern (TLR2 AK) [10ug/ml] behandelt. Ein Teil der Zellen wurde
zusatzlich mit PTX [100ng/ml] ko-inkubiert. B Quantitative Zusammenfassung von n=3
unabhangigen Experimenten. * vs. Kontroll-lIgG, # vs. Kontroll-lgG+PTX, *<P0.05,
##P<0.01. C Reprasentative Abbildung der Densitometrie des Western Blot fur eine 10
minUtige Behandlung mit PTX [100ng/ml] und TLR2 Antikérpern [10ug/ml]. D Quantitative
Zusammenfassung des Western Blot von n=3 unabhangigen Ergebnissen. * im Vergleich
zur Kontrolle, # im Vergleich zu TLR2 AK, ***P<0.001, ###P<0.001.

3.7.5. TLR2-blockierende-Antikorper verandern die Expression des CXCR4

im Western Blot nicht

Da wie zuvor beschrieben erste Hinweise darauf bestanden, dass es eine Interaktion
zwischen dem TLR2 und dem CXCR4 gibt, wurde zunachst untersucht, inwieweit
sich die Proteinexpression des CXCR4 bei einer Behandlung mit TLR2-
blockierenden-Antikdrpern verandert. Dabei konnte gezeigt werden, dass die
Expression unabhangig von der Behandlung mit TLR2-blockierenden-Antikorpern ist.

Da jedoch wie schon in vorherigen Untersuchungen keine veranderte Expression des
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CXCR4 erwartet wurde, wurde eine Immunprazipitation gewahlt, um eine moégliche

Interaktion der beiden Rezeptoren zu identifizieren.

3.7.6. Die Behandlung mit TLR2-blockierenden-Antikorpern fiihrt zu einer
Interaktion des CXCR4 und dem TLR2

Daraufhin wurde im Anschluss an die Probengewinnung eine Immunprazipitation (IP)
nach TLR2 durchgeflhrt. Es ist bei der Untersuchung der Proben fir CXCR4 im
Western Blot deutlich zu erkennen, dass die Proben vor der IP keinen Unterschied
aufwiesen (Abbildung 27A), es jedoch nach einer IP fur TLR2 einen Unterschied
zwischen der Kontrolle und der mit TLR2-blockierenden-Antikorpern behandelten
Probe gab (Abbildung 27B). Daraus kénnte man folgern, dass sich die
Gesamtmenge des CXCR4 bei Inkubation mit den TLR2-blockierenden-Antikdrpern
nicht verandert, jedoch wird aus der zweiten Halfte des Experiments ersichtlich, dass
die Rezeptoren nach der TLR2-blockierenden-Antikorper Behandlung scheinbar
zusammenhangen und interagieren konnten. Um den Beweis im Umkehrschluss
nachzuvollziehen wurde eine Immunprazipitation mit einem CXCR4 Antikdrper
durchgefiihrt und anschlieBend ein Western Blot zum Nachweis des TLR2
angeschlossen. Auch hier stellt sich deutlich dar, dass die mit TLR2-blockierenden-
Antikérpern behandelten Zellen nach der Prazipitation von CXCR4 mehr TLR2 im
Western Blot aufzeigten als in der Kontrollprobe (Abbildung 27C).
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Abbildung 27: Immunprazipitation fur mit TLR2-blockierenden-Antikorpern (TLR2
AK) behandelte Zellen

A Western Blot nach CXCR4 unter Stimulation der Zellen mit Kontroll-lIgG und mit TLR2
Antikérpern  [10pg/ml] far 10 Minuten. B Western Blot fur CXCR4 nach
Immunprazipitation der Proben mit TLR2 Antikrpern. C Western Blot fir TLR2 nach der
Immunprazipitation mit CXCR4 Antikdrpern. D Quantitative Zusammenfassung der
Westernblot Ergebnisse fur CXCR4 vor und nach der Immunprazipitation nach TLR2.
*vs. Kontrolle. ***P<0.001, n=4.

3.7.7. Die Stimulation mit TLR2 Liganden fihrt nach einer

Immunprazipitation nicht zu einer Interaktion mit CXCR4

Um in Gegensatz dazu zu Uberprufen, ob die Interaktion dieser beiden Rezeptoren
nur durch die Behandlung mit TLR2-blockierenden-Antikdrpern induziert wird, wurde
dasselbe Experiment auch mit den zuvor schon genutzten TLR2 Liganden
durchgefuhrt. Dabei konnte gezeigt werden, dass auch nach einer
Immunprazipitation nach TLR2 kein Unterschied zwischen der Kontrolle oder den

Liganden dargestellt werden konnte (Abbildung 28B).
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Abbildung 28: Immunprazipitation fir TLR2 Liganden

A Reprasentative Abbildung eines Western Blots nach CXCR4 mit den Liganden
Pam3CSK4, Pam2CSK4, LTA und Lipid A nach 10 Minuten Stimulation nach einer
Immunprazipitation nach TLR2. C Quantitative Zusammenfassung der densitometrischen
Messungen des Western Blots fur CXCR4, zum einen vor und zum anderen nach der
Immunprazipitation fur TLR2, n=3.
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4.Diskussion

41. Eine TLR2-Defizienz geht mit proangiogenen Effekten nach

Ischamie einher

Mehr als 4,5 Millionen Menschen leiden in Deutschland an den Folgen einer
peripheren arteriellen Verschlusskrankheit (pAVK) mit steigender Pravalenz. Trotz
therapeutischer Interventionen ist die Anzahl von schweren Verlaufen immer noch
erschreckend hoch [Saw J 2006]. Die Amputationsraten von Extremitaten bei pAVK
liegen zwischen 10-40% und gehen mit einer enormen Erhdhung der Letalitat einher
[Novo S 2004]. Die Pathogenese dieser Erkrankung beruht zu groRen Teilen auf
einer Storung der vaskularen Perfusion auf Grund einer arteriellen Insuffizienz, einer
daraus resultierenden Muskelunterversorgung mit Hypoxie und fihrt damit zu einer

gefahrlichen Ischamie des Beines.

Der Toll-like Rezeptor 2 (TLR2) ist mit der Pathogenese von endothelialen
Dysfunktionen im Rahmen vaskularer Krankheitsbilder wie zum Beispiel der
Atherosklerose oder Ischamie- und Reperfusionsstérungen assoziiert. In diesem
Zusammenhang konnte gezeigt werden, dass eine Aktivierung des TLR2 schadlich
fur die Angiogenese sein kann [Frantz S 2007]. DarUber hinaus wurde gezeigt, dass
eine TLR2 Defizienz einen protektiv Effekt nach Ischamie-Reperfusionsstorungen im
Herzen, der Leber und dem Gehirn hat [Arumugam TV 2009; Favre J 2007]. Es
konnte in dieser Arbeit dargestellt werden, dass eine TLR2 Defizienz im Rahmen der
Angiogenese im Kontext einer Ischamie zu einer verbesserten Reperfusion, einer
héheren Kapillardichte und somit zu einer besseren Durchblutung des betroffenen
Areals fuhrt. Jedoch ist der zu Grunde liegende Mechanismus noch nicht hinreichend

geklart.

Eine Problematik der TLR2 Defizienz ist die Diskrepanz zwischen der resultierenden
Immunmodulation und dem Vorteil des potentiell unterstiitzenden Einflusses auf die
Angiogenese. Es wurde gezeigt, dass es bei einer TLR2 Defizienz zu einer
kompensatorischen Hochregulation des TLR4 und TLR9 kommt [Ehrentraut SF
2012]. Diese Hochregulation widerspricht den Vorstellungen, dass die Reduktion von
TLR2 Signalaktivierung mit einer unzureichenden Aktivierung der Inflammation

assoziiert ist. Es ist zu vermuten, dass durch diese Hochregulation der beiden
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anderen TLRs die Funktion des TLR2 im Rahmen der inflammatorischen Antwort
kompensiert wird und dadurch die positiven Effekte der TRL2 Defizienz auf die

vaskulare Homoostase dennoch erhalten bleiben.

Des Weiteren wurde noch nicht evaluiert, welche beteiligten Akteure der
Angiogenese diesen protektiven Effekt der TLR2 Defizienz vermitteln kénnten. Der
Phanotyp der TLR2-defizienten Knock-out Maus entspricht dem einer
Ganzkorperdefizienz und daher ist nicht eindeutig zu klaren, ob der protektive Effekt
auf das Endothel der Mause oder auf im Blut zirkulierende Zellen zurickzufuhren ist.
Daher wurde untersucht, inwieweit die TLR2-defizienten Stammzellen der Maus

einen Einfluss auf die Angiogenese haben konnten.

4.2. Hamatopoetische cKit positive Stammzellen wirken proangiogen
in vivo

Hamatopoetischen Stammzellen kommt im Rahmen der vaskularen Regeneration
nach Ischamie eine wichtige Bedeutung zu [Rafii S 2003]. Es wurde gezeigt, dass es
im Knochenmark durch eine TLR2 Stimulation zu einer Umverteilung der
Stammzellen zu Gunsten der inflammatorischen Vorlauferzellen kommt und somit die
TLR2 Aktivierung das angiogene Potential vermindert [King KY 2011]. Daher ist es
interessant zu betrachten, welchen Einfluss eine TLR2 Defizienz auf diese
Stammzellen haben kénnte. Es konnte gezeigt werden, dass TLR2-defiziente cKit
positive Stammzellen sowohl im Hinterlaufischamiemodell der Maus als auch in den
in vitro Versuchen mit Endothelzellen zu einer verbesserten Angiogenese fuhrten. Im
direkten Vergleich mit Wildtyp stammigen Stammzellen konnte gezeigt werden, dass
sich Unterschiede hinsichtlich der Kapillardichte und Reperfusion der Hinterlaufe
darstellten. Dabei war jedoch auch zu erkennen, dass die Behandlung mit Wildtyp
stammigen Stammzellen im Vergleich zu den mit PBS behandelten Kontrolltieren
nach einer Ischamie per se mit einer verbesserten Durchblutung einhergeht. Dieser
Effekt ist durch die bekannte unterstitzende Funktion der Stammzellen in der
Regeneration zu erklaren [Rafii S 2003]. Jedoch ist dieser protektive Effekt bei den

TLR2-defizienten Stammzellen nochmalig hdher.

Die Auswahl der Stammzellen in Bezug auf die Expression des

Stammzelloberflachenmarkers cKit (CD117) limitiert die Ergebnisse hinsichtlich ihrer
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Spezifitat und der genauen Charakterisierung dieser Stammzellen. Der
Stammzelloberflachenmarker cKit ist sowohl auf murinen Hamangioblasten zur Zeit
der embryonalen Entwicklung als auch auf hamatopoetischen Stammzellen und
endothelialen Progenitorzellen im Adulten exprimiert [Kabrun 1997]. Die genaue
Differenzierung und das Potential von hamatopoetischen Progenitorzellen
hinsichtlich ihrer Spezifitat gegentber vaskularen regenerativen Prozessen wurden in
den letzten Jahren neu definiert [Yoder M 2007]. Verschiedene Kombinationen von
Oberflachenmarkern konnen unterschiedliche Typen von Progenitorzellen mit
variablem Potential hinsichtlich ihrer Differenzierung in Endothelzellen selbst oder als
Quelle von angiogenen Zytokinen identifizieren [Fadini GP 2012]. Mit Hilfe der
Selektion des cKit konnte dargestellt werden, dass es sich bei den isolierten Zellen
um Stammzellen handelt. Jedoch konnte man keine genaue Aussage hinsichtlich
ihres Potentials der Differenzierung zu den unterschiedlichen Zelltypen treffen. Der
entscheidende Vorteil dieser Methode ist die Maoglichkeit mit Hilfe des cKit eine
Vielzahl von Zellen zu isolieren, auch wenn nicht alle Zellen eine spezifische
angiogene Tendenz aufweisen. Im Gegensatz dazu wirde eine Selektierung nach
mehreren spezifischen Oberflachenmarkern hinsichtlich ihres angiogenen Potentials
nur einen Bruchteil der Menge an Zellen zu Tage fordern. Es wurde daher die
Anwendung der cKit Selektion gewahlt, da sie eine potentielle therapeutische
Anwendung widerspiegelt. Wdiarde man versuchen, Stammzellen fur eine
therapeutische Intervention nutzen zu wollen, ware die Menge der gewonnen Zellen
aus einem Knochenmarkpunktat von enormer Bedeutung fur die Anwendbarkeit
dieser therapeutischen Methode. Durch eine hochspezifische Selektierung wirde
man maoglicherweise die Zellen mit der hdchsten angiogenen Potenz identifizieren,

jedoch ware die Anzahl dieser Zellen fur eine adaquate Therapie zu gering.

Im Matrigel-Plug-Modell konnte dargestellt werden, dass eine subkutane Injektion
von TLR2” Stammzellen im Vergleich zu Wildtyp Stammzellen zu einer vermehrten
Bildung von kapillardhnlichen Strukturen flhrt. Diese dargestellten Strukturen zeigen
Netzwerke aus den zuvor markierten Stammzellen und den analog dazu
dargestellten Zellkernen. Jedoch sind diese Strukturen nicht durch zuvor intrakardial
injiziertes Lectin anfarbbar, was bedeutet, dass diese Strukturen nicht funktionell an
den Blutkreislauf der Maus angeschlossen sind. Diese Tatsache gibt erste Hinweise

darauf, dass TLR2” Stammzellen wie vorbeschrieben eher einen supportiven Effekt
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auf Endothelzellen haben und nicht die Tendenz, alleine neue Gefale zu bilden, was
ihrer therapeutischen Relevanz gerade in Bezug auf Ischamie bedingte Krankheiten
erhebliche Bedeutung verleiht [Raffi S 2003].

4.3. Hamatopoetische cKit positive Stammzellen unterstiutzen die

Endothelzellen in dem Prozess der Angiogenese

Die Angiogenese ist ein mehrschrittiger Prozess aus Migration, Proliferation und
Differenzierung von Endothelzellen [Carmeliet P 2000]. Um eine sichere Aussage
dariiber treffen zu kénnen, in wieweit die cKit" TLR2” Stammzellen einen Effekt auf
die Funktionalitdt in den Teilprozessen der Angiogenese haben, wurden drei
verschieden in vitro Angiogenese Modelle gewahlt, die jeweils unterschiedliche

Aspekte des ganzheitlichen Prozesses der Angiogenese betrachten.

Matrigel-Angiogenese-Modell. In diesem Modell konnte dargestellt werden, dass
eine gleichzeitige Inkubation mit cKit" TLR2" Stammzellen mit einer Erhohung der
Netzwerklange und einer vermehrten Adhasion der Stammzellen im Netzwerk
einhergeht. Die Schwache in diesem Modell der Angiogenese ist vor allem die
zweifelhafte Formbildung der Endothelzellen, denn es sind eher Verbindungen von
Auslaufern zwischen den Zellen als beginnende funktionelle Réhren, wie man es fur
ein Gefal} erwarten wirde. Jedoch zeigt dieses Modell auf, mit welcher Tendenz sich
die Endothelzellen zu einem Verbund organisieren, wenn sie unter unterschiedlichen
Einflussen stehen. Die Integration der Stammzellen in die Netzwerkstrukturen der
Endothelzellen ist ebenfalls kritisch anzusehen, da dies keine fur Stammzellen
spezifische Eigenschaft ist. Es wurde gezeigt, dass auch andere Zellen sich in diese
Netzwerkstrukturen der Endothelzellen integrieren konnen [Auerbach R 2003].
Jedoch zeigte sich nachweislich, dass TLR2” Stammzellen im Vergleich zu
Stammzellen aus Wildtyptieren zu einer vermehrten Adhasion neigen. Die Adhasion
ist einer der Teilprozesse der Stammzellmobilisierung und somit ein erster Schritt fur
die Unterstutzung der Angiogenese. Diese Tendenz der Zellen zur Adharenz konnte
ihre Ursache zum Teil in der Zusammensetzung des Matrigels haben. Matrigel ist ein
saures, gelartiges Medium, welches keine idealen Haftungseigenschaften fir die

Stammzellen aufweist und diese sich daher im Endothelzellverband organisieren.
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Spharoid-Angiogenese-Modell. Um diese Wirkung des Matrigels zu umgehen,
wurde als zweites Modell das Spharoid-Angiogenese-Modell gewahlt. In diesem
Modell dient ein Methylzellulose-Kollagen-Gemisch als Sprossungsmedium, welches
eine physiologischere Zusammensetzung hat und der Struktur eines extrazellularen
Gewebes entspricht. Im Gegensatz zur planaren Struktur des Matrigels wird hierbei
die Bildung von Endothelsprossen im dreidimensionalen Raum aufgezeigt. Daflr
wurden die Endothelzellen mit TLR2” Stammzellen ko-inkubiert und nach einem
Zeitraum von 48 Stunden hinsichtlich der neu gebildeten Sprossen und der Migration
der Stammzellen entlang dieser Sprossen beurteilt. Es konnte gezeigt werden, dass
ein Spharoid, welches nur aus Endothelzellen besteht, kaum in das umgebende
Kollagen aussprosst, sondern diese Sprossung zunachst durch endotheliale
Wachstumsfaktoren wie zum Beispiel VEGF oder SDF-1 initiiert werden muss
[Harrington EO 2007]. Bei einer Ko-Inkubation von Endothelzellen mit Wildtyp
Stammzellen fir 24 Stunden kommt es zu einer diskreten Aussprossung der
Endothelzellen. Dies spricht dafiir, dass Stammzellen als solche ein grundlegendes
angiogenes Potential haben [Raffi S 2003]. Im Gegensatz dazu kommt es bei einer
gleichzeitigen Inkubation von Endothelzellen und TLR2" Stammzellen zu einer
vermehrten Sprossung und Migration der Stammzellen entlang der Sprossen. Dies
gibt Hinweise darauf, dass die angiogene Wirkung der TLR2" Stammzellen eventuell
auf eine parakrine Verstarkung der Angiogenese zuruckzuflihren ist und diese
Stammzellen somit eine unterstitzende Wirkung auf die Endothelzellen haben,

jedoch nicht selbst an der Sprossung beteiligt sind.

Migrations-Modell. Die Migration von Endothelzellen ist, neben der Sprossung und
Organisation von tubularen Strukturen, ein wichtiger Bestandteil im Prozess der
Angiogenese. Um diesen Aspekt der Angiogenese zu betrachten, wurde als drittes
Modell das Migrations-Modell gewahlt, um die Fahigkeit der Endothelzellen zur
gezielten Migration zu untersuchen. Es wurde dabei einen Beobachtungszeitraum
von zwei bis acht Stunden nach der Wundsetzung gewahlt, um den Prozess der
Migration bereits vorhandener Endothelzellen mit einer hoheren Wahrscheinlichkeit
zu beobachten, als den der Proliferation von neuen Endothelzellen. Dabei konnte
nachgewiesen werden, dass es im Gegensatz zu unbehandelten Zellen bei den mit
TLR2" Stammzellen ko-inkubierten Endothelzellen bereits nach vier Stunden der

Migration zu einer mehr verschlossenen Flache kommt. In vergleichbaren Studien
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wurde oftmalig ein Beobachtungszeitraum von 24 bzw. 36 Stunden gewahlt [Xu Z
2013; Saber V 2011], wodurch die Differenzierung zwischen einer Migration oder

Proliferation der Endothelzellen unseres Erachtens nach schlechter zu trennen war.

Zusammenfassend kann man beschreiben, dass TLR2” Stammzellen sowohl in der
Formation von Netzwerkstrukturen, in der Aussprossung, als auch in der Migration
von Endothelzellen unterstitzend wirken. Diese Effekte sind mdglicherweise auf

einen parakrinen supportiven Effekt der TLR2" Stammzellen zuriickzufiihren.

Der zu Grunde liegende Mechanismus dieser angiogenen Potenz der TLR2™
Stammzellen ist jedoch noch nicht hinreichend geklart. Es konnte gezeigt werden,
dass TLR2” Stammzellen ein erhdhtes basales Expressionslevel eines
Schlisselmolekils des SDF1/CXCR4 Signalwegs namens AKT haben. Es ist
bekannt, dass TLR2" Mause eine erhohte Expression und Aktivierung der MAP-
Kinase AKT aufweisen und dass diese im Kontext der myokardialen Ischamie mit
den kardio-protektiven Effekten der TLR2 Defizienz assoziiert ist [Mersmann J 2012].
Die MAP-Kinase AKT ist ein wichtiger Mediator bei der Mobilisierung von
hamatopoetischen Stammzellen, was vermuten lasst, dass das Expressionslevel von
AKT mit der Qualitdt der Adhasion von Stammzellen im Rahmen der
Neovaskularisation korreliert [Hur J 2007]. Diese Aussage und die Tatsache, dass
die TLR2” Stammzellen zu einer verbesserten Reperfusion nach Hinterlaufischamie
fiihren, lasst darauf schlieBen, dass TLR2” Stammzellen eine erhohte Ansprechrate
auf die chemotaktischen Reize im Prozess der Stammzellrekrutierung haben. Der

endgultige Signalweg in TLR27” Stammzellen ist jedoch noch immer ungeklart.

Diese Erkenntnisse lassen darauf spekulieren, dass eine Anwendung von TLR2™"
Stammzellen im Rahmen von ischamischen Krankheiten denkbar ware. Die
Anwendung von zellularen Stammzelltherapien wurde schon hinreichend diskutiert
[Raffi S 2003]. Jedoch ist diese Vorstellung limitiert, da bisher noch keine adaquate
Moglichkeit aufgezeigt wurde, Stammzellen von zukiinftigen Patienten in TLR2"
Zellen umzuwandeln. Daher wurde die Uberlegung angestellt, inwieweit mit Hilfe von
TLR2-blockierenden-Antikorpern vielleicht ein ahnlicher Effekt impliziert werden

konnte.
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4.4. Die Behandlung mit TLR2-blockierenden-Antikorpern hat einen

protektiven Effekt nach Ischamie im Hinterlaufischamiemodell

Die Beurteilung der Reperfusion im Hinterlauf erfolgte durch eine Temperaturanalyse
der Hinterlaufe mit Hilfe einer Warmebildkamera. Gul et al. konnten zeigen, dass es
eine direkte Korrelation zwischen den Temperaturunterschieden in den Hinterlaufen
und der kapillaren Perfusion gibt [2009]. Auch der direkte Vergleich des ligierten
Beines mit dem unbehandelten Hinterlauf dient als sofortige Kontrolle der

erfolgreichen Initiierung einer Ischamie im Hinterlauf.

Durch die Immunhistochemie konnte gezeigt werden, dass die dargestellten
Kapillaren durch Endothelzellen gebildet wurden und dass sie direkt an den
Blutkreislauf angeschlossen sind. Durch diese beiden Beobachtungen ist es mdglich,

die Situation der Angiogenese nach einer Ischamie adaquat zu beurteilen.

Die Reperfusion im Hinterlaufischamiemodell wird durch verschiedene Prozesse
ermoglicht. Neben der Angiogenese ist auch Arteriogenese von Bedeutung
[Carmeliet P 2000]. Die Angiogenese wird vor allem durch die Sprossung von neuen
Kapillaren definiert - die Arteriogenese beschreibt hingegen das Wachstum und die
Neuorganisation von bereits bestehenden Arteriolen. Beide Prozesse werden durch
Hypoxie und Veranderung der Flussverhaltnisse im Gewebe stimuliert und daher
kann man in einem Hinterlaufischamiemodell nicht genau differenzieren, welcher der
beiden Prozesse Uberwiegt, sondern kann lediglich eine Aussage uber die

funktionale Reperfusion nach einer Ischamie treffen.

Es konnte aufgezeigt werden, dass es nach einer intrakardialen Behandlung mit
TLR2-blockierenden-Antikorpern zu einer vermehrten Bildung von Kapillaren im
Musculus gastrocnemius kommt und diese mit einer verbesserten Reperfusion des
Hinterlaufs nach Ischamie einhergeht. Diese Ergebnisse sind vergleichbar mit denen
der TLR2-defizienten Tieren, was bedeutet, dass die Behandlung mit TLR2-
blockierenden-Antikdrpern diesen Effekt imitiert. Jedoch kann man durch diese
Ergebnisse noch nicht evaluieren, auf welche Weise die TLR2-blockierenden-
Antikérper diesen Effekt verursacht. Daher wurde zunachst die Wirkung TLR2-
blockierender-Antikdrper auf humane Endothelzellen untersucht, um so mdgliche

Mechanismen zu identifizieren.
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4.5. TLR2-blockierende-Antikorper  stimulieren Endothelzellen

hinsichtlich ihres angiogenen Potentials

Im Rahmen des Hinterlaufischamiemodells kommt es durch die Ligatur der Arteria
femoralis immer zu einer Hypoxie in dem durch die Arterie versorgten Gebiet.
Hypoxie ist der starkste Reiz fur die Angiogenese. Einer der wichtigsten durch
Hypoxie induzierten Faktoren ist der Stromal cell derived Faktor-1(SDF-1) und sein
Rezeptor CXCR4. Es wurde gezeigt, dass in diesen hypoxischen Regionen die
Rekrutierung von Stammzellen durch das SDF-1/CXCR4 System induziert wird
[Askari U 2003]. Neben diesem Potential der Stammzellmobilisierung spielt SDF-1
auch eine entscheidende Rolle im Prozess der Angiogenese. Daher wurde in den
folgenden Untersuchungen immer der Vergleich mit diesem potenten Stimulator
genutzt, um die Funktionalitdt der Modelle sowie eine Relation fur das angiogenen
Potential der Ergebnisse zu haben. Bei der Anwendung der TLR2-blockierenden-
Antikorper konnte gezeigt werden, dass ein mono- sowie ein polyklonaler Antikorper
denselben proangiogenen Effekt auf Endothelzellen hat wie der bekannte Stimulator
SDF-1. Da diese Antikorper jedoch allein vom Aufbau sehr grof3e chemische Gebilde
sind, wurde zum Vergleich und Ausschluss einer Verzerrung der Ergebnisse
weiterhin ein Kontroll-IgG mitgefiihrt, um auszuschlie3en, dass der angiogene Effekt
allein durch die GroéRRe dieser Molekule zu Stande kommt [Meng G 2004]. Mit Hilfe
von Titrationsreihen der Antikorper konnte gezeigt werden, dass es bereits ab einer
Konzentration von 10ug/ml zu einer vermehrten Netzwerkbildung, einer erhdhten
Aussprossung und zu einer vermehrten Migration von Endothelzellen kommt. Dabei
ist durch eine Erhohung der Konzentration keine Erhohung der proangiogenen
Effekte zu erzielen, was bedeutet, dass der maximale proangiogene Effekt in den
Modellen bei 10pg/ml liegt. Ebenfalls konnte gezeigt werden, dass die 10pg/ml eine
Schwellendosis der TLR2-blockierenden-Antikorper darstellen, da mindestens diese

Konzentration genutzt werden muss, um einen signifikanten Effekt zu erzielen.

Im Vergleich dazu wurden auch TLR2 Liganden verwendet. Dabei nutzten man
synthetische Liganden wie den TLR2/6 Liganden Pam3CSK4 und den TLR1/2
Liganden Pam2CSK4 sowie den naturlichen TLR2 Liganden Lipoteichonsaure(LTA).
Hierbei konnte in den Modellen kein Unterschied zwischen der Stimulation des TLR2

und der Kontrolle dargestellt werden. In der Literatur hingegen ist beschrieben, dass
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eine Aktivierung des TLR2 zu einer vermehrten Angiogenese fuhrt [Xu Y 2013, West
XZ 2010]. Hierbei ist jedoch zu bedenken, dass die Aktivierung von TLR2 auch
immer zu einer inflammatorischen Reaktion fihrt und diese Immunantwort ebenfalls
ein potenter Stimulator fur Angiogenese ist. Es wurde zum Beispiel gezeigt, dass
Angiopoetin-2 und die Matrix Metalloproteinasen 2 und 9 als Mediatoren des
proangiogenen Effekts der TLR2 Stimulation im Zusammenhang mit der
rheumatoiden Arthritis und der Entzindung der Synovialmembran agieren [Saber T
2011]. Die Stimulation des TLR2 induziert die Aktivierung von NFxB, woraus die
Produktion von proinflammatorischen Zytokinen resultiert. Diese
proinflammatorischen Zytokine konnen stimulierende Effekte auf Endothelzellen
haben und Toll-like Rezeptoren konnten als potente Mediatoren im Rahmen dieser

entziindungsvermittelten Angiogenese agieren [Grote K 2011].

In den in vitro Studien mit Nutzung der TLR2 Liganden ist die Zeit, in der die
indirekten auto- und parakrinen Effekte auf die Endothelzellen vermittelt werden, der
entscheidende Faktor. In den o.g. Studien wurde ein Beobachtungszeitraum von 24
Stunden flr die Matrigel-Angiogenese-Modell bzw. 24 bis 30 Stunden flir die
Migrations-Modelle beschrieben. Im Vergleich dazu kann man einen schnellen
proangiogenen Effekt nach bereits 6 bzw. 8 Stunden Beobachtung zeigen. Damit
konnte dargestellt werden, dass die TLR2-blockierenden-Antikorper einen schnellen,

direkten angiogenen Effekt auf die Endothelzellen haben.

4.6. Der proangiogene Effekt der TLR2-blockierenden-Antikorper ist
durch eine Interaktion zwischen dem TLR2 und dem CXCR4

vermittelt

Im Rahmen der in vitro Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass es bei einer
Behandlung der Endothelzellen mit TLR2-blockierenden-Antikbrpern zu einem
ahnlich ausgepragtem proangiogenem Effekt kommt, wie bei einer Stimulation mit
dem bekannt potenten Stimulator SDF-1. Daraufhin wurde die Signalkaskade des
SDF-1 in die Betrachtung mit einbezogen und es konnte dargestellt werden, dass
eine Behandlung mit mono- oder polyklonalen TLR2-blockierenden-Antikorpern zu
einer vergleichbaren Signaltransduktion in Endothelzellen fuhrt wie SDF-1. Dabei

konnte gezeigt werden, dass es zu einer Aktivierung der MAP-Kinase ERK1/2 und
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AKT, nicht jedoch zu einer Aktivierung der p38 kommt. Eine Inhibition der MAP-
Kinasen AKT oder ERK1/2 flhrt zu einer kompletten Unterdrickung der TLR2-
blockierenden-Antikorpern vermittelten proangiogenen Effekte. Dieser Effekt konnte

durch eine Inhibition der p38 nicht gezeigt werden.

Es konnte gezeigt werden, dass Toll-like Rezeptoren im Immunsystem mit einer
Reihe von homo- und heterotypischen Rezeptoren interagieren kénnen. Der SDF-1
Rezeptor CXCR4 wurde als ein Teil des Mustererkennungsrezeptorkomplexes
identifiziert und es wurde ein Crosstalk des TLR2 und CXCR4 im Rahmen der
Pathogenerkennung beschrieben [Hajishengallis G 2008]. CXCR4 ist ein Gi-Protein
gekoppelter Rezeptor und induziert die Aktivierung der MAP-Kinasen AKT und
ERK1/2. In dieser Studie konnte aufgezeigt werden, dass es bei einer Inhibition des
Gi-Proteins durch das Pertussistoxin zu einem Ausbleiben des TLR2-blockierenden-
Antikorpern vermittelten proangiogenen Effekts kommt. Es wurde ebenfalls
aufgezeigt, dass dieser proangiogene Effekt bei einer verminderten Expression des
CXCR4 durch eine Transfektion mit CXCR4-siRNA unterdrickt wird. Diese
Erkenntnisse geben erste Hinweise darauf, dass der proangiogene Effekt der TLR2-

blockierenden-Antikorper durch den CXCR4 vermittelt sein kdnnte.

Mit Hilfe der Immunprazipitation konnte gezeigt werden, dass es bei einer Bindung
von TLR2-blockierenden-Antikérpern zu einer Assoziation des CXCR4 mit dem TLR2
kommt. Dies liefert den endgultigen Hinweis darauf, dass der proangiogene Effekt
einer Bindung von TLR2-blockierenden-Antikorpern durch eine CXCR4/TLR2
Rezeptorinteraktion vermittelt ist. Die Limitation in der Interpretation der
Immunprazipitation liegt in der Aufspaltungsmethodik der Membran. Denn man kann
nicht ausschlieen, dass sich in der Menge der CXCR4/TLR2 positiven Gruppe auch
Bestandteile befinden, in denen sich der TLR2 und der CXCR4 einfach nur sehr nah
beieinander in der Lipidraft der Membran befinden und es somit bei einer
ungenugenden Spaltung dieser Lipidrafts zu einem falsch positiven Ergebnis kommt.
Jedoch ist dieser methodische Effekt in allen Proben vorhanden und erklart auch,

warum der Western Blot der Kontrolle zu geringen Mengen positiv ist.

Zusammenfassend muss man differenzieren, dass die Effekte einer TLR2 Defizienz
und die der TLR2-blockierenden-Antikdrper wahrscheinlich auf unterschiedlichen zu

Grunde liegenden Mechanismen beruhen. Der glnstige Effekt einer TLR2 Defizienz
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auf die Reperfusion und Rekapillarisierung der Hinterlaufe nach einer Ischamie
beruht wahrscheinlich auf einer verbesserten Adhadsion und einer verstarkten
angiogenen Unterstitzung von TLR2-defizienten hamatopoetischen Stammzellen.
Jedoch mussen in weiteren Studien die genaue Identitdt und Potenz von
hamatopoetischen Stammzellen, die an der Vermittlung der TLR2 Defizienz beteiligt

sind, untersucht werden.

Der Effekt der TLR2-blockierenden-Antikdrper scheint direkt auf die Endothelzellen
Uber einen TLR2/CXCR4 Crosstalk und die folgende Signalkaskade des SDF-1 zu
wirken. Allerdings missen weitere Studien die Rolle eines TLR2/CXCR4

Rezeptorcrosstalks in vivo aufzeigen.

Abschlie®end wurden mit diesen Ergebnissen erste mdgliche Grundlagen fir eine
potentielle therapeutische Anwendung von TLR2-blockierenden-Antikdrpern im
Kontext der zum einen antiinflammatorischen und zum anderen proangiogenen

Therapie aufgezeigt.
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5. Zusammenfassung

Zahlreiche Studien deuten auf eine Rolle des Immunrezeptors Toll-like Rezeptor 2
(TLR2) im Erhalt vaskularer Funktionen hin. Eine Reduktion inflammatorischer
Signaltransduktion im Rahmen einer TLR2 Defizienz ist mit einer Protektion der
Gefaldfunktion assoziiert. Die zugrundeliegenden Mechanismen sind bislang jedoch
ungeklart. In dieser Studie wurde untersucht, inwieweit eine TLR2 Defizienz einen
gunstigen Effekt auf die endotheliale Neubildung von Kapillaren (Angiogenese) in in
vivo Modellen der Maus sowie in in vitro Angiogenese-Modelle maturer
Endothelzellen ausuben konnte. Ziel war es weiterhin zu beurteilen, inwiefern diese
Effekte durch TLR2-blockierende-Antikérper nachvollzogen werden kénnen und sich
somit eine pharmakologische Reduktion der TLR2-vermittelten Signaltransduktion in
Endothelzellen und vaskularen Stammzellen als therapeutische Strategie in der

Behandlung von Gefalerkrankungen eignen konnte.

In der vorliegenden Untersuchung konnte gezeigt werden, dass eine TRL2 Defizienz
im in vivo Hinterlaufischamiemodell der Maus mit einer verstarkten Kapillarbildung
nach Ischamie assoziiert ist und mit verbesserter Reperfusion nach Ligatur der A.
femoralis einhergeht. Diese Effekte konnten auch durch Applikation TLR2-defizienter,
hamatopoetischer Stammzellen in Wildtyp (WT) Mausen nachvollzogen werden, was
auf gunstige Effekte einer TLR2 Defizienz auf die vaskulare Unterstiutzungsfunktion
dieser Stammzellen hindeutete. In in vitro Modellen zeigten sich passend dazu
Stammzellen, welche aus dem Knochenmark TLR2-defizienter (TLR2”) Méause
isoliert wurden, welche potenter die angiogene Funktionen maturer Endothelzellen
unterstutzten im Vergleich zu aus WT Tieren isolierte Stammzellen. Gleichzeitig
zeigte sich eine per se erhdhte angiogene Potenz TLR2" Stammzellen im in vivo
Matrigel-Plug Modell der Maus im Vergleich zu WT Stammzellen, was teilweise auf
eine erhohte Aktivitat des AKT-Signaltransduktionsmolekul zurtuckgefuhrt werden
konnte.

Vergleichbare Effekte einer TLR2-Defizienz konnten auch in WT Mausen im in vivo
Hinterlaufischamiemodell durch intraventrikulare Applikation TLR2-blockierender
Antikdrper nach Ischamieinduktion nachvollzogen werden. TLR2-blockierende
Antikorper forderten des Weiteren die kapillare Netzwerkbildung maturer humaner
Endothelzellen sowie deren angiogene Sprossung und Migration in vitro. Diese pro-
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angiogenen Effekte waren vergleichbar mit der Wirkung des bekannten, wichtigen
proangiogenen Zytokins Stromal Cell-Derived Factor-1 (SDF-1), welche durch
Bindung an den CXC-Rezeptor 4 (CXCR4) vermittelt werden. Wichtiger Weise lielRen
sich vergleichbare Effekte zu denen der TLR2-blockierenden Antikorper nicht durch
Stimulation des endothelialen TLR2 mit synthetischen oder natlrlichen Liganden

nachvollziehen.

Im Rahmen immunologischer Funktionen des TLR2 war bereits eine Interaktion des
TLR2 mit dem CXCR4 in Immunzellen beschrieben. Wir konnten im Rahmen dieser
Studie mittels Immunprazipitation, G-Protein-Inhibition sowie CXCR4-knock down
zeigen, dass die proangiogenen Effekte der TLR2-blockierenden Antikorper
spezifisch durch eine Interaktion des endothelialen TLR2 mit dem CXCR4 vermittelt
waren und eine Aktivierung der kanonischen CXCR4 Signaltransduktion ausldsten.
Diese Effekte waren unabhangig von der Aktivierung der pro-inflammatorischen
TLR2 Signalkaskaden.

Unsere Daten unterstltzen somit das therapeutische Potenzial TLR2-blockierender
Antikérper zum Erhalt der Endothelzellfunktion im Rahmen vaskularer Erkrankungen
und identifizieren einen neuen molekularen Mechanismus an der Schnittstelle von
Angiogenese und Inflammation. Die Bedeutung einer Behandlung mit TLR2-
blockierenden Antikdrpern wird somit in Addition zur Verringerung inflammatorischer

Signaltransduktion um einen direkten, proangiogenen Mechanismus erweitert.
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7.5. Thesen zur Dissertation

,pDer Toll-like Rezeptor 2 moduliert Endothelzellfunktionen und

GefalRneubildungsprozesse

Bedeutung der Interaktion des TLR2 mit dem SDF-1/CXCR4 System*

1.

Im Hinterlaufischamiemodell der Maus hat eine TLR2 Defizienz glinstige
Effekte auf die Wiederherstellung der Perfusion sowie die Zahl der Kapillaren
im Wadenmuskel nach Ligatur der A. femoralis.

TLR2-defiziente hamatopoetische Stammzellen weisen eine groliere
angiogene Potenz auf im Vergleich zu Stammzellen mit Expression eines
funktionellen TLR2-Proteins.

Die gunstigen, proangiogenen Effekte einer TLR2 Defizienz sind durch
Applikation TLR2-blockierender Antikdrper in vitro und in vivo nachvollziehbar.
TLR2-blockierende Antikorper aktivieren dieselben Signaltransduktionswege
(MAPKinasen AKT und ERK1/2) wie der bekannte, proangiogene Faktor SDF-
1, indem sie eine Interaktion des TLR2 mit dem CXCR4 induzieren.

Der Nachweis einer Interaktion des TLR2 mit dem CXCR4 in Endothelzellen
identifiziert einen bislang unbekannten molekularen Mechanismus an der
Schnittstelle von Angiogenese und Inflammation.

TLR2-blockierende Antikdrper eigenen sich zur Behandlung vaskularer

Erkrankungen durch gunstige Effekte auf die Endothelzellfunktion.
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