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1. Einleitung: 

1.1. Die Bedeutung endothelialer Progenitorzellen (EPCs): 

Bei der Atherogenese spielt die funkti onelle und m orphologische Integrität des 

Endothels eine ganz entscheidende Rolle. Am Beginn des Kontinuums kardiovaskulärer 

Erkrankungen steht häufig eine Schädigung des Endothels. Diese initiale Schädigung 

führt über verschiedene pathophysiologische W ege zur Atherosklerose und 

kardiovaskulären Erkrankungen (Dzau et al. 2006). Kardiovaskuläre Risikofaktoren 

schädigen das Endothel, erzeugen eine Entzündungsreaktion, welche eine Invasion von 

Monozyten und eine Proliferation von glatten Muskelzellen hervorruft und damit zu der 

Genese eines atherosklerotischen Plaques führt (Libby et al., 2002). 

Trotz großer Anstrengungen ist die Pathoge nese der Atheroskleroseentstehung nur 

unzureichend verstanden. Bisher hat m an die Meinung vertreten, dass die enstandenen 

,,Lücken“ im Endothel durch Proliferation der ortsständigen Endothelzellen geschlossen 

werden. In jüngster Zeit wurde eine vom  Knochenm ark stam mende Zellpopulation 

identifiziert, welche von zirkulierenden oder aus dem  Knochenm ark stam menden 

mononukleären Zellen isoliert werden kann- di e EPCs (Asahara et al., 1997; Shi et al., 

1998). Weitere Ursprungsquellen der EPCs scheinen unter anderem Darm und Leber zu 

sein (Aicher et al., 2007; Ergün et al., 2007).  Diese Zellen exprim ieren eine Vielzahl 

von endothelialen Oberflächenm arkern, wie Vascular Endothelial Growth Factor 

Receptor 2 (VEGFR2), AC133+ und CD34+, besitzen die Fähigkeit sich als 

zirkulierende Zellen zu funktionell reifen Endothelzellen auszudifferenzieren und damit 

geschädigtes Endothel zu ersetzen (Asahara  et al., 1998). Zudem  scheinen EPCs auch 

durch parakrine Effekte die Neovaskularisati on zu verbessern (Aicher et al., 2003; De 

Palma et al., 2003). Die EPCs wieder um werden durch T-Zellen m ittels 

angiogenetischer Zytokine in ihrer Funktion stimuliert (Hur et al., 2007). 

Bezüglich kardiovaskulärer Erkrankungen konnte gezeigt werden, dass verm inderte 

Spiegel an zirkulierenden EPCs die Wahrscheinlichkeit der Entwicklung einer 

koronaren Herzkrankheit steigern (Hill et al., 2003; Tepper et al., 2002; Vasa et al., 

2001; Schm idt-Lucke et al., 2005; W erner et  al., 2005). Die Zahl der zirkulierenden 

EPCs stellt sogar einen eigenständigen prognostischen Param eter für das Auftreten 

kardiovaskulärer  Ereignisse dar. Selb st unter Berücksichtigung der traditionellen 
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Risikofaktoren und weiterer Faktoren, wie z.B. des Voranschreitens der Erkrankung 

(Schmidt-Lucke et al., 2005) oder de r Schwere der Erkrankung sowie der 

Ejektionsfraktion des linken Ventrikels und weiterer Faktoren (W erner et al., 2005), 

besteht eine signifikante, negative Korrelation zwischen dem  Auftreten von 

kardiovaskulären Ereignissen und der Höhe der zirkulierenden EPCs. Die 

Neovaskularisation konnte durch Injektion von EPCs nach Hinterbein-Ischämie oder in 

ischämischen Herzen in Tierstudien gesteige rt werden (Urbich et al., 2003). In ersten 

klinischen Studien wurde beobachtet,  dass eine Infusion oder Injektion von 

Progenitorzellen, welche aus dem  Knoche nmark oder aus der Zirkulation gewonnen 

worden waren, die Perfusion, Kontraktilität al s auch Ejektionsfraktion des Herzens bei 

ischämischer Herzkrankheit verbesserten (Losordo et al., 2004; Strauer et al., 2002; 

Assmus et al., 2002; Britten et al., 2003; Zeng et al., 2007). 

Verminderte EPC-Spiegel wurden auch bei Diabetes m ellitus Typ I und II beschrieben 

(Loomans et al., 2004; Tepper et al., 2002) . Zudem  konnte gezeigt werden, dass die 

Thrombospondin-1 verm ittelte Mobilisierung von EPCs bei Patienten m it Diabetes 

Mellitus vermindert ist, dadurch eine vers pätete Reendothelialisierung von verletztem  

Endothel eintritt und dies folglich die En tstehung einer arteriellen Gefäßkrankheit 

fördert (Li et al., 2006). Diese Veränderunge n sind höchst-wahrscheinlich Bestandteil 

der Pathogenese der vaskulären Komponente bei Diabetes mellitus (Fadini et al., 2005).  

Obwohl die endotheliale Stickstoffm onoxid Synthase (eNOS) von größter Bedeutung 

bei der Regulation der Funktionsweise als au ch der Mobilisierung von EPCs ist (Aicher 

et al., 2003; Verm a et al., 2004), gibt es bi sher keine Daten über die Rolle der eNOS-

Entkopplung und die daraus entstehenden Folgen  auf die EPCs bei Diabetes m ellitus, 

welcher einen der bedeutendsten Risikof aktoren für kardiovaskuläre Erkrankungen 

darstellt. 

 

1.2. Die Struktur der Stickstoffmonoxi d-Synthase (NOS) und ihre daraus 

entstehende Funktionsweise: 

Die NOS besteht aus einer C-term inal l okalisierten Reduktase-Dom äne und einer N-

terminalen Oxidase-Domäne an der Stickstoffmonoxid (NO) erzeugt wird. Die Oxidase-

Domäne enthält eine Häm -Gruppe und kann (6R-)5,6,7,8-Tetrahydrobiopterin (BH 4), 
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molekularen Sauerstoff (O 2) und das Substrat L-Arginin binden (Försterm ann et al., 

1994). 

Durch Elektronentransport von reduziertem  Nicotinsäuream id-Adenin-Dinucleotid-

Phosphat (NADPH+) über Flavin-Adenin-Dinukleotid (FAD) und Flavinm ononucleotid 

(FMN) wird an der Häm -Gruppe O2 zu aktiviertem Sauerstoff - einem  Superoxidanion 

(O2
-) reduziert. O 2

- bindet im  ersten Schritt der NO- Synthese an L-Arginin und führt 

damit zur Bildung von N-hydroxy-L-Arginin. Im  zweiten Schritt wird N-hydroxy-L-

Arginin zu L-Citrullin und NO oxidiert (Stuehr et al., 2001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.3. Die Entkopplung der endothelialen Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS): 

Im Norm alzustand produziert die eNOS va soprotektives NO. Bisher wurde im mer 

angenommen, dass dies die Funktion des Enzym s sei. Jene Funktion kann sich aber 

unter pathologischen Umständen ändern. 

Kardiovaskuläre Risikofaktoren führen hauptsächlich durch die Aktivierung und 

gesteigerte Expression der NADPH-Oxidas e (NOX) zur erhöhten Bildung reaktiver 

Sauerstoffradikale (ROS) im  Endothel und dam it zu dessen Dysfunktion. Grund zu 

dieser Annahme gaben m ehrere Tierversuchmodelle mit induziertem Diabetes m ellitus 

(Hink et al., 2001), spontanen hypertensi ven Ratten (SHRs) (Li et al., 2006), 

experimentell erzeugter Hypercholes terinämie (W arnholtz et al., 1999) und 

Angiotensin-II-Infusion (Rajagopalan et al., 1996), bei denen jeweils eine NOX-

Aktivierung und damit gesteigerte ROS-Bildung gezeigt werden konnten. Infolge dieser 

NADPH NADP  + H

e         FAD  FMN     FMN ohne e

Bei eNOS-Dimer Übertragung auf 

das andere eNOS-Moleküls             Häm + O            Häm + O2
-

-
-

2

L-Arginin L-Citrullin + NO 

+ +
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gesteigerten ROS-Bildung scheint die eNOS ihre enzymatische Reaktion zu verändern. 

Die genauen m olekularen Mechanism en der eNOS-Entkopplung sind noch ungeklärt, 

aber im  Endeffekt bildet die eNOS be i hohen ROS-Konzentrationen, wie z.B. in 

diabetischen Blutgefäßen, selbst O 2
- und führt dadurch zu einer weiteren 

Endothelschädigung. Die Aktivierung von O 2 zu O 2
- wird von der NO-Produktion 

entkoppelt und dadurch trägt die eNOS selbst zur ROS-Bildung bei. 

Eine entscheidende Rolle der NOX bei der Initiierung der pathophysiologischen 

Vorgänge, die dann zu einer gesteige rten ROS-Bildung bzw. eNOS-Entkopplung 

führen, ist sehr wahrscheinlich. Grund zur Annahme dieser Vermutung gaben Versuche 

mit NOX (p47phox)-knockout Mäusen. Hier wu rde durch Deoxycorticosteronacetat 

(DOCA) und erhöhte Kochsalzgabe eine H ypertonie bei Mäusen induziert, welche 

konsekutiv eine gesteigerte ROS-Bil dung zeigten. Diese ROS-Bildung konnte durch 

Gabe von N G-nitro-L-Arginin (L-NNA), einem  NOS-Inhibitor, deutlich gesenkt 

werden. Die p47phox-knockout-Mäuse hatten pr imär schon eine deutlich reduzierte 

ROS-Produktion, welche durch Gabe von L- NNA aber auch nicht weiter reduziert 

werden konnte (Landmesser et al., 2003). Dieses Ergebnis lässt den Schluss zu, dass die 

eNOS der p47phox-knockout Mäuse nicht an de r ROS-Bildung beteiligt war. Folglich 

kam es vielleicht durch die ausgeschalte te NOX zu keiner bedeutenden initialen ROS-

Bildung und dadurch konnte es auch zu keiner eNOS-Entkopplung kommen. 

 

1.4. Die EPC-Freisetzung aus dem Knochenmark: 

Das Knochenmark stellt ein Reservoir vieler  Stammzellpopulationen dar, so auch von 

EPCs (Lyden et al., 2001). Norm alerweise befinden sich die Stam mzellen im Kontakt 

zu Knochenmarks-Stromazellen, bestehend aus Fibroblasten, Endothelzellen und unter 

anderem auch Osteoblasten, welche ei n Mikroenvironm ent erzeugen, das die 

Stammzellen zum  größten Teil in der G o-Phase des Zellzykluses hält (Cheng et al., 

2000). Bei der Freisetzung von EPCs aus dem  Knochenm ark scheinen 

Matrixmetalloproteinasen (MMPs) und NO eine  entscheidende Rolle zu spielen (Thum  

et al. 2006). 

Die MMPs können zur Freisetzung von extrazellulären oder an Zelloberflächen 

gebundenen Zytokinen führen (Vu und W erb, 2000), wie zum  Beispiel des Vascular 
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Endothelial Growth Factors (VEGF), welche ihrerseits dann die Angiogenese regulieren 

können (Bergers et al., 2000). Ein zweiter wi chtiger Mechanismus besteht darin, dass 

die MMP-9 löslichen Kit-ligand freisetzen kann. Dieser Kit-ligand kann an c-Kit, den 

Kit-ligand-Rezeptor, binden und dam it zu einem  Transfer von endothelialen und 

hämatopoetischen Stam mzellen in einen proliferativen Zustand führen (Heissig et al., 

2002). 

In eNOS-Knockoutm äusen (NOS3 -/-) f indet sich eine def ekte VEGF-verm ittelte 

Mobilisierung von EPCs, welche zu einer deutlich erhöhten Sterblichkeit nach 

Myelosuppression m ittels 5-Fluorouracil (5FU) führte. Eine intravenöse Transfusion 

mit wild-typ Progenitorzellen konnte im  Gegensatz zu einer 

Knochenmarkstransplantation von wild-typ Knochenm ark die defekte 

Neovaskularisation bei den NOS3 -/- in einem  Extrem itäten-Ischämie-Modell 

wiederherstellen (Aicher et al., 2003). Di ese Beobachtungen deuten auf die große 

Bedeutung der durch Stromazellen exprimierten eNOS bei der Mobilisierung von EPCs 

aus dem Knochenmark hin. 

 

1.5 Hypothese und Ziele 

Das Ziel der vorliegenden Doktorarbeit ist die Untersuchung der EPC-Dysfunktion und 

insbesondere der Rolle der eNOS-Entkopplung beim Diabetes mellitus.  

Die zugrundeliegende Hypothese ist, dass es  beim Diabetes m ellitus glukosespezifisch 

zu einer gesteigerten ROS-Bildung ko mmt und diese, wie schon bei m aturen 

endothelialen Zellen nachgewiesen, eine eNOS-Entkopplung verursachen könnte. Folge 

der eNOS-Entkopplung wäre eine gesteigerte ROS-Bildung als auch eine verm inderte 

NO-Bioverfügbarkeit.  Eine Mitbeteiligung be ider pathologischen Folgezustände der 

eNOS-Entkopplung sind m ögliche Ursachen der EPC-Dysfunktion beim  Diabetes 

mellitus. 
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2. Material und Methoden: 

2.1. Tierstudienprotokoll: 

Diabetes mellitus wurde bei männlichen Wistar Ratten (180-200g), welche von Harlan-

Winkelmann (Borchen, Deutschland) b ezogen wurden, durch eine einm alige 

intravenöse Injektion von Streptozotozin (50m g/kg) induziert. Nach 12 W ochen wurde 

eine Hyperglykäm ie durch ein Blutglukos eüberwachungssystem (Ascensia EliteTM, 

Bayer, Germ any) am  Morgen nach einer über Nacht bestehenden Fastenperiode 

festgestellt. Es wurden nur Tiere in di e Studie aufgenom men, welche einen höheren 

Blutglukosespiegel als 300 m g/dl aufwiesen, nachdem sie mit Streptozotozin behandelt 

worden waren. 

 

2.2. EPC-Versuche: 

2.2.1. Isolation von mononukleären Zellen aus peripheren Blut (PBMCs): 

Die PBMCs wurden aus Leukapheresem aterial oder aus Vollblut, welches m it 

Ethylendiamintetraacetat (EDTA) -Blutent nahmeröhrchen (Sarstedt) von gesunden 

Freiwilligen, von Typ II diabetischen (n =5; Alter 70.6+- 1.7 Jahre) oder nicht 

diabetischen Patienten (n=5; Alter 70.0+-2.9 Jahre) abgenommen worden war, isoliert. 

Die Glukose- als auch die HbA1c-W erte wurden m orgens nach einer über Nacht 

dauernden Fastenperiode bei den Patienten gem essen. Die genauen Charakteristika der 

Patienten sind in Tabelle 1 dargestellt. Der Diabetes war bei den Patienten bis dato noch 

nicht diagnostiziert worden, so dass die Patienten auch keine Medikation bezüglich des 

Diabetes Mellitus Typ II erhalten hatten. Bis maximal 4h nach Blutentnahm e wurden 

aus 20 ml Proben mittels Ficoll-Dichtezentrifugation PBMCs gewonnen. Dafür wurden 

2,5ml m it einer phosphatgepufferten Salzlösung (PBS) und EDTA verdünntes Blut 

(Blut mit 4fachem Volumen PBS + EDTA 2mM) vorsichtig über 2m l Ficollflüssigkeit 

geschichtet und anschließend bei 800g m it Ausschaltung der Brem se zentrifugiert 

(Megafuge 1.0 R; Haereus) . Der entstandene weiße Film  aus m ononukleären Zellen 

oberhalb der Ficollflüssigkeit  wurde vorsichtig abpippetiert. Diese m ononukleären 

Zellen wurden danach zweim alig m it PB S gewaschen (Hill et al., 2003) und nach 

Zugabe von 500µl CryoSFM Einfrierm edium (PromoCell) für weitere Untersuchungen 

schockgefroren. 
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Die Ratten-PBMCs wurden ebenfalls durch  Ficoll-Dichte-Zentrif ugation wie oben 

beschrieben aus Rattenvollblut gewonnen (Hill et al., 2003). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabelle 1. Patientencharakteristika 

 

2.2.2. Isolierung der EPCs: 

Für die Isolierung der m onozytischen EPC benutzten wir eine Adhäsions-bezogene 

Selektionsmethode, wie sie schon früher beschrieben wurde (Thum et al., 2005; Ii et al., 

2006; Thum et al., 2006; Rom agnani et al ., 2005). Hierbei wurden die PBMCs (2x10 5) 

auf mit Fibronektin (1µg/cm2) beschichteten 8-well chamber slides (Lab-Tek, Germany) 

in EBM-2 Kulturm edium (Clonetics, Germ any), welches m it EBM SingleQuots  

(Clonetics, Germ any) und 20%igem  fetalem  Kälberserum  (FCS) versetzt war, für 3 

Tage kultiviert. Für die Zellzahlbestim mung wurde im mer die Neubauer-Zählkam mer 

(Marienfeld) benutzt. Um eine Kontamination der Probe mit ausgereiften, endothelialen, 

zirkulierenden  Zellen zu verhindern, habe n wir den Überstand der Kultur 2h nach dem  

initialen Aussähen vorsichtig m ittels einer Pipette abgenom men und auf neue m it 

Fibronektin beschichteten 8-well chamber slides übertragen. 

 

 

 

 
n 
Geschlecht (männlich/weiblich) 
Alter (in Jahren) 
Plasmaglukosespiegel (in mg/dl) 
HbA1c (in %) 
Bluthochdruck 
Koronare Herzkrankheit 
  
Medikation: 
 Aspirin 
 Beta-Blocker 
 ACE-Hemmer 
 Statin 

Patienten mit 
Diabetes mellitus Typ II

Patienten ohne 
Diabetes mellitus  

 
5 

2/3 
70.6 +- 1.7 
294 +- 32.0 
8.8 +- 0.59 

3 
1 
 
 

1 
3 
2 
2 

5 
2/3 

70.0 +- 2.9 
100 +- 6.4 
5.4 +- 0.06 

3 
1 
 
 

2 
3 
2 
2 
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2.2.3. Charakterisierung und Bestimmung der EPC-Zellzahl: 

Die Charakterisierung der EPCs wurde durch  zelluläre Aufnahme von 1,1´-dioctadecyl-

3,3,3´,3-tetramethyl-indocarbocyanine perchlor ate m arkiertem acetylierten LDL (dil-

acLDL; Molecular Probes, Eugene, USA), die Bindung von fluoreszierendem  

Isothiocyanat (FITC) -konjugiertem  Lek tin von Ulex europeus (UEA-1) (Sigm a, 

Germany), die Expression des VEGFR-2 (Abcam , Cam bridge, UK), der eNOS 

(Transduction Laboratories, BD Bioscien ces, Germ any) sowie des von-W illebrand-

Faktors (vWF) (Sigma) vollzogen. Bezüglich ihrer Funktionalität wurde ihre Fähigkeit 

bei der Neovaskularisation m itzuhelfen, die zelluläre Migrationsfähigkeit und die 

Fähigkeit zelluläre Einheiten zu form en, nachgewiesen (Abbildung 2)(Thum  et al., 

2006). 

 

 

 

 

Abbildung 1. Charakterisierung der endothelialen Progenitorzellen. (A) Aufnahme von Dil-acLDL und Binden 
von UEA-1, (B) Expression von VEGFR- 2, (C) Expression von eNOS,  (D) fluoreszierendes Dil-acLDL, (E) 
Expression des vWF, (E-H) Lokalisation des vWFs und von Dil-acLDL im EPC,  (G) Diamino-Phenylindol (DAPI) 
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2.2.3.1. Zelluläre Aufnahm e von acetyliertem  LDL, das Binden von fluoreszierendem  

isothiocyanate (FITC)-konjugiertem Lektin, Bestimmung der Zellzahl:   

Nach der Isolation der EPCs wurde m it dem Ziel, nur noch die adhärierenden Zellen in 

den chamber slides zu belassen, zwei m al mit PBS gewaschen. Darauf folgend wurden 

die Zellen bei 37°C in serum freiem EBM-2 Medium , welches 10µg/m l dil-acLDL 

(Molecular Probes, Eugene, USA) und 20 µg/m l UEA-1 (Sigma, Germany) enthielt, für 

4h inkubiert. Diese beiden Marker lasse n es zu, die EPCs sowohl in der 

Fluoreszenzmikroskopie als auch in der Du rchflußzytometrie (FACS) -Analyse als 

solche zu erkennen und dam it zählbar zu m achen. Für alle weiteren Versuche m it 

gefärbten EPCs diente derselbe Versuchs aufbau. Die Zellen wurden danach erneut 

mittels PBS gewaschen und unter dem  Fluor eszenzmikroskop (Zeiss) betrachtet. Nur 

doppelt positive (dil-acLDL und UEA-1) Zellen in mindestens 4 unabhängigen, zufällig 

gewählten Feldern wurden gezählt.  

Zu der Überprüfung der gewonnen Zellzah len im  Fluoreszenzm ikroskopieversuch 

wurde zusätzlich die Zahl der doppelt pos itiven Zellen für dil-acLDL und UEA-1 

mittels FACS-Analyse (FACScan, Bect on Dickenson) bestim mt. Nach dem  

Waschschritt m it PBS wurden die Zellen m ittels einer dreim inütigen Inkubation m it 

einer Trypsin/EDTA Lösung (Trypsin/E DTA Solution 0,25%/0,02%; 50µl) von den 

chamber slides abgelöst. Durch die Zugabe von 100µl FCS / PBS (Mischungsverhältnis 

FCS zu PBS 1:3) ist die Reaktion des Trypsins gestoppt worden. Nach Abzentrifugation 

(5min; 4°C; 1200rpm ) und Resuspension (250µ l) wurde die Bestim mung der Zellzahl 

mittels FACS-Analyse vorgenommen. 

 

2.2.3.2. Die Expression von VEGFR-2: 

Die Expression des VEGFR-2 in dil-acLDL und UEA-1 doppelt positiven Zellen wurde 

ebenfalls durch eine FACS-Analyse besti mmt. Hier haben wir nach dem  Waschschritt 

mit PBS die Zellen 15m in lang m it einem  m onoklonalen anti-VEGFR-2 

Mausantikörper (Abcam , Cam bridge, UK; 20 µg/ml) auf Eis inkubiert, gefolgt von 

einer 10minütigen  Inkubation mit Biotin markiertem Ziegen-anti-Maus-IgG Antikörper 

(Abcam, Cambridge, UK; 1 µg/m l) und dan ach einer 10m inütigen Inkubation m it Cy5 

markiertem Streptavadin (Sigm a). Zusätzlich wurde die Expression des VEGFR-2 von 
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adhärierenden dil-acLDL und UEA-1 doppelt positiven Zellen 3 Tage nach der 

Kultivierung mittels Westernblotanalyse bestimmt (Thum et al., 2006). 

 

2.2.3.3 Koexpresssion von Dil-acLDL und von-Willebrand-Faktor bei den EPCs: 

Hierfür wurden mit Dil-acLDL vorgefärbte EPCs nach einem Waschschritt mit PBS für 

2h mit anti-vWF-Hasenantikörper (Sigma-Aldrich) bei einer Verdünnung von 1:200 

inkubiert. Darauf folgend wurden die EPCs für eine weitere Stunde mit anti-Hasen-

FITC-Gänseantikörper (Abcam)   bei einer Verdünnung von 1:500 behandelt. 

Abschließend wurden die so gefärbten EPC in einem Fluoreszenzmikroskop (Axiovert 

135, Zeiss) im Hinblick auf deren Koexpression als auch deren zellulärer Lokalisation 

betrachtet (Abbildung 1E-H). 

 

2.2.3.4. Integrationsfähigkeit der EPCs bei de r Bildung von gefäßähnlichen Strukturen 

(Matrigel – Assay) 

Der Versuch beruht auf der gemeinsamen Kultivierung von markierten EPCs und reifen 

Endothelzellen auf Matrigel. Die Anzahl de r sich bei der Gefäßbildung beteiligenden 

EPCs kann so evaluiert werden. 

2x104 m it dil-acLDL m arkierte EPCs wurden m it 4x10 4 Nabelschnurendothelzellen 

(HUVEC) in 8 Glass Slide W ells (Becton Dickinson) kultiviert. Die W ells waren 

jeweils m it 200µl Matrigel (BD Bioscience,  Deutschland) vorbehandelt worden. Als 

Kulturmedium wurden jeweils 200µl EBM-2 Medium , welches m it Supplem enten 

(ohne Insulin-like Growth Factor (IGF-1 ) und FCS, Cam brex, Belgien) und entweder 

0-100 ng/m l IGF-1 (Sigm a – Aldrich, De isenhofen, Deutschland) oder 10-100ng/m l 

rekombinanter hum aner Growth Factor (rh GH) (Pharm acia, Erlangen, Deutschland) 

versetzt war, zugegeben. Nach eine r 24stündigen Inkubationsdauer bei 5% 

Kohlenstoffdioxid (CO2) und 37°C wurden die sich an  der Gefäßbildung beteiligenden 

EPCs m ittels Fluoreszenzm ikroskopie gezählt.  Mindestens vier zufällig ausgewählte 

mikroskopische Blickfelder wurden von jewe ils zwei Untersuchern gezählt (Thum  et 

al., 2006). 
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2.2.3.5. Migrationsfähigkeit der EPCs 

Die Migrationsfähigkeit der EPCs wurd e m ittels des m odifizierten Boyden-

kammerassays untersucht (Heeschen et al ., 2004). Inlets (Falcon HTS Fluoro Blok 

insert, 8µm Porengröße) wurden mit 200µl Zellsuspension beladen. Die Zellsuspension 

enthielt 1x10 5 kultivierte und m it dil-acLDL gefärbte EPCs in endothelialem  

Kulturmedium (EBM2 ohne FCS + Zusätze, Ca mbrex, Deutschland), versetzt m it 1% 

bovinem Serumalbumin V (Sigma). Diese Inlets wurden dann in 24er-Companion-wells 

Kulturschalen (Becton Dickinson) eingesetzt. Die W ells waren basal m it endothelialem 

Kulturmedium (EBM-2 Medium  ohne FCS + Zu sätze, Cambrex, Deutschland) gefüllt, 

welches entweder m it 50 ng/µl  VEGF (Sigm a) und 100 ng/µl 

Stromazellenwachstumsfaktor (SDF-1) (Sigm a) oder keinen Zusätzen versetzt war. 

Dieser Ansatz wurde für 20h bei 37°C ohne Bewegung inkubiert. Um  die 

Migrationsfähigkeit  der EPCs zu beurte ilen, haben wir die Zellen durch 2%iges 

Paraformaldehyd (Sigm a) fixiert und dan ach m anuell durch Fluoreszenzm ikroskopie 

gezählt (n=4) (Thum et al., 2006). 

 

2.2.3.6. Kolonieformende Einheiten (Colony forming units: CFU):   

1x106 PBMCs, welche durch Ficolldichtegradientenzentrif ugation isoliert worden 

waren, wurden auf m it Fibronektin (1µg/cm 2) beschichteten 12 well Kulturschalen 

(Becton Dickinson)  in EndoCult TM Medium  (Stem CellTechnologies, USA) kultiviert. 

Nach 48h wurden, um  die Kontam ination mit ausgereiften Endothelzellen zu 

verhindern, der Überstand vorsichtig abgeno mmen und dieser in neue m it Fibronektin 

beschichtete 24-well Kulturschalen gegeben. Das Medium wurde alle 3 Tage erneuert 

und die Kolonien nach 12 Tagen quantifiziert  und evaluiert. Eine Kolonie wurde als 

eine solche gezählt, wenn sie „runde“ Ze llen im  Zentrum  und in der Peripherie 

länglichere, mit Zellausläufern versehene „au ssprießende“ Zellen aufwies (Thum  et al., 

2006). Ein solches Gebilde gilt als  frühe s Entwicklungsstadium bei der Form ung von 

zellulären Kolonien durch Endothelzellen (Hill et al., 2003; Thum  et al., 2005). Die 

Zugehörigkeit dieser Zellen zu der endothelialen Reihe wurde durch 

immunhistochemisches Färben des von W illebrandt Faktors, des VEGFR-2 und des 

CD31 vorher schon nachgewiesen (Hill et al., 2003). W ir haben getestet, ob die 
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Kolonien UEA-1 binden. Dafür wurde eine  zweistündige Inkubation der Zellen m it 

20µg/ml UEA-1  vor der Fluoreszenzm ikrospie durchgeführt. Nur typische Kolonien, 

welche gleichfalls für UEA-1 positiv waren, wurden gezählt. 

 

2.2.4. Die Messung des Biopteringehaltes der EPCs: 

Durch eine High-Perform ance Liquid Chro matography (HPLC) -Analyse wurde der 

Biopteringehalt der EPCs gem essen. Dafür wurde eine Oxidationsm ethode, wie sie 

schon früher beschrieben worden ist, ge nutzt (Fukushim a 1980). Zwei Testreihen 

wurden durchgeführt: die eine bes timmte das gesam te Biopterin (BH 4, BH 2 und 

Biopterin) und die andere jenes Biopteri n, das durch Salz stabil oxidiert (BH 2 und 

Biopterin) worden war. Die Differenz zw ischen beiden ergab den Gehalt an BH 4 in den 

EPCs. Um  diese Messung durchzuführen, ha ben wir eine nukleosidische C-18 Säule 

(4,6 x 250m m, 5µm) mit einer Lösung, best ehend aus 5% Methanol und 95% W asser, 

und einer Flussrate von 1.0m l/min. benutzt. Der Fluoreszenzdetektor wurde für die 

Exzitation auf 350nm und für die Emission auf 450nm gestellt. 

 

2.2.5. Detektion reaktiver Stickstoffmonoxidverbindungen: 

Peroxynitrit ist das direkte Reaktionsprodukt aus NO und O 2
-. Es ist ein hochreaktives 

Molekül, das bei seiner Reaktion m it Molekülen  3-Nitrotyrosin bildet. 3-Nitrotyrosin 

stellt dam it einen guten Biom arker für r eaktive NO-Verbindungen dar (Tsikas et al., 

2005). Humane EPCs wurden für 24h m it 30 m mol/L Glukose behandelt und danach 

auf Eis lysiert. Mittels HPLC wurde 3-Nitr otyrosin vom Zelllysat getrennt und  durch 

eine Kom binationsmethode, bestehend au s einer Gas-Chrom atographie (Trace 2000 

Serie Gas Chrom atograph ausgestatte t m it einem  AS 2000 Autosam pler (CE 

Instruments, Austin, TX)) und einer Masse n-Spektroskopie (Modell ThermoQuest TSQ 

7000 (Finnigan MAT, San Jose, CA)), analysiert (Tsikas et al., 2005).  
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2.3. Knochenmarksversuche: 

2.3.1. Knochenmarksgewinnung: 

Für die Entnahm e des Knochenm arks wu rden die Röhrenknochen von Rattenbeinen 

durch standardchirurgische Techniken präp ariert und danach durch das Einspritzen von 

500µl PBS-EDTA (2m M) mittels einer 20µm  Nadel (Becton Dickinson) das gesam te 

Knochenmark gewonnen (Thum  et al., 2006). Durch Zentrifugation (Hettich) bei 4°C 

und einer Aufarbeitung auf Eis wurd e das Zellpellet  vom  „Überstand “ getrennt und 

durch Schockeinfrierung beider Bestandteile für weitere Versuche konserviert. 

 

2.3.2. Knochenmarkshomogenisierung:  

Um Knochenm arksextrakt zu gewinnen wurde das Knochenm ark in eiskaltem  

Extraktionsbuffer (Cacodylic-Puffer für die Zy mographie; RIPA-Puffer für die Western 

Blot Analyse) hom ogenisiert und schließ lich bei 4°C für 20m in. bei 8000g (Hettich) 

abzentrifugiert. Der Überstand wurde aliquotiert und bei -80°C eingefroren. 

Der Proteingehalt der Proben wurde m ittels Bradford Protein Assay (Bio-Rad) bei 595 

nm gegen einen Standard aus lyophilisiertem  Rinder-IgG (Protein Standard I, Bio-Rad) 

photometrisch (Ultrospec 3100 Pro, Amersham) bestimmt. 

  

2.3.3. Zymographie:  

Die Knochenm arksextrakte in Cacodylic-Puffer wurden m it Loading-Puffer gem ischt 

und für die Elektrophorese auf ein 10%iges  SDS-Polyacrylam idgel, das 1 m g/ml 

Gelatine (Typ A von der Schweinehaut) beinhaltete, unter nicht reduzierenden 

Bedingungen (8µg Protein pro lane) aufgetragen. Das Gel wurde 1h in 2,5%igem Triton 

und danach für 10h in einem  Enzympuffer bei 37°C inkubiert. Anschließend wurde das 

Gel m it 0.5% Coom assie Blau G-250 gefärb t und danach durch eine einstündige 

Inkubation mit 40% Methanol und 10% Acetatsäure mit einem viermaligen Wechsel der 

Lösung entfärbt. Die Regionen der Verdauung wurden m it der Quantity One Im age 

Software (BioRad) quantifiziert. Als positiv e Kontrolle und Standardisierung unter den 

Gelen wurde humane, rekombinante, reine MMP-9 (1 ng, Calbiochem) benutzt. Um das 
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molekulare Gewicht der aufgetragenen Prot eine zu bestim men wurden Prestained 

Precision Broad Range Protein Standards (Bio-Rad) verwendet. 

 

2.3.4. Westernblot und ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay): 

Für die W esternblot-Analyse wurden alle  Proben eines Blots m it RIPA-Puffer auf 

denselben Proteingehalt genorm t. Die Zellext rakte (30µl) wurden m it Loading-Puffer 

(BioLabs; 20µl) gem ischt, 5m in bei 95° C denaturiert und auf ein 12%iges SDS- 

Polyacrylamidgel unter reduzierenden Bedingungen aufgetragen (pro Tasche 18µl). Als 

Referenz wurden Prestained Precision Br oad Range Protein Standards (Bio-Rad) 

benutzt. Um die Gele aufeinander beziehen zu können, haben wir im mer eine Probe in 

mindestens 2 Gelen laufen lassen. Durch Gelektrophorese wurden die Proteine 

aufgetrennt und mittels Westernblot über Nacht auf eine Polyvinylidendifluorid (PVDF) 

Membran (Immun-Blot 0.2 µm , Bio-Rad) tran sferiert. Anschließend wurde die PVDF-

Membran 2h in m it Tris gepufferter Salz-T ween Lösung (TBS-Tween Puffer), welcher 

mit 5% blocking agent (Am ersham) versetzt war, geblockt und danach über Nacht bei 

4°C m it dem  prim ären Antikörper inkubiert.  Am  nächsten Tag wurden die PVDF 

Membranen 3 x 5m in mit TBS-Tween Puffe r gewaschen und danach m it einem Anti-

Mouse-AK (Cell Signaling) erneut für 1h bei Raumtemperatur inkubiert. Darauf folgte 

erneut das W aschen der PVDF-Mem branen 3 m al 5m in m it TBS-Tween Puf fer. Die 

Sekundärantikörper waren m it Meerrettichperoxidase konjugiert und erm öglichten die 

Detektion der Banden m ittels Chemilumineszenz Assay (ECL Plus, ECL, Am ersham). 

Die Blots wurden auf Autoradiographiefilm en (Hyperfilm ™ECL, Am ersham) 

dokumentiert (Entwicklerm aschine: Kodak IS 440 CF) und densitom etrisch m ittels 

Scion Image for W indows Version Beta 4.0.2 (Scion Cooperation) ausgewertet. Scion 

Image basiert auf der Software des National Institutes of Health Image.  

Als primäre Antikörper wurden der Maus-anti-eNOS-AK (Verdünnung 1: 2500), Maus-

anti-phospho-eNOS-AK (Ser1177) (Verdünnung 1:  5000) (Transduction Laboratories, 

BD Biosciences, Germ any) und der Maus -anti-GAPDH-AK (dieser wurde nicht über 

Nacht, sondern nur für 1h bei Raum temperatur am  Tag der Entwicklung inkubiert 

(Abcam, Acris, Germany); Verdünnung 1: 100000) benutzt. 
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2.3.5. SDS-Page (Sodium  dodecylsulfate pol yacrylamide gel electrophoresis) bei 

niedriger Temperatur: 

Die Knochenmarksextrakte in RIPA-Puffer wurden mit 3 x SDS Loading Puffer bei 0°C 

gemischt. Die Proben wurden auf ein 7.5%iges Polyacrylam idgel geladen und m ittels 

Gelektrophorese aufgetrennt. Die Gele und die Puffer wurden vor der Elektrophorese 

auf 4°C heruntergekühlt und die Elektrophor esekammern während der Elektrophorese 

in ein Eisbad gestellt. Danach wurde de r eNOS Dim er/Monomer durch W esternblot- 

Analyse wie oben beschrieben bestimmt.  

 

2.4. Detektion von Sauerstoffradikalen im Knochenmark und in EPCs: 

Um die Sauerstoffradikalbildung zu messen wurden mehrere Methoden angewendet: 

 

2.4.1. Detektion von Malondialdehyd:  

Die Malondialdehyd-Thiobarbituratsäure-Addukte (MDA-TBA-Addukte) wurden durch 

eine HPLC gem essen (W ong et al., 1987). Hierbei haben wir den 

Knochenmarksüberstand separiert und die protei nfreien Extrakte durch eine C18 Säule 

(Micro Bondapark, W aters) in einem  HP LC-System (Pharm acia LKB, Germ any) 

fraktioniert. Wir benutzten eine Flu ssrate von 1m l/min, einen Druck von 1800psi und 

eine Temperatur von 35°C. Die exakte Qu antifizierung wurde durch das Benutzen von 

1,13,3- Tetraethoxypropan-Standards (Sigma) durchgeführt. 

 

2.4.2. Bestim mung der Superoxidanionen dur ch Lucigenin-verstärkte Chem i-

lumineszenz: 

Um die Baseline jedes Versuchs exakt zu  bestim men haben wir jeweils m it einem  

Szintillationsröhrchen, welches m it Lucigenin (5µM) und Krebs/HEPES Puffer bereits 

gefüllt war, Messungen bei 37°C ohne die Ze llextrakte durchgeführt bis ein stabiles 

Signal warzunehmen war. Nach der Zugabe der Knochenmarkszellextrakte, welche in 

PBS-Puffer resuspendiert worden waren, wurden alle 30sek. für 20 m in m it dem  

Luminometer (Wallac, Freiburg, Germany) Messungen durchgeführt. Um die Effekte zu 
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ermitteln, die durch eine NOS-Blockade m ittels L-NNA (1mM) hervorgerufen wurden, 

wurde nach dessen Zugabe eine erneute Messreihe m it einer Dauer von 20m in. m it 

Messintervallen von 30sec. durchgeführt. Da s spezifische Chem ilumineszenzsignal 

jeder Probe wurde durch die Subtraktion der Hintergrundaktivität (Signal bei der 

Baselinemessung) errechnet und als Zähl ung pro Minute pro Mikrogram m Protein 

dargestellt. Diese Methode wurde früher schon beschrieben (Bendall et al., 2005).  

 

2.4.3. Dihydroethidium Assay: 

Das redoxsensitive, zellm embranpermeable Fluorophor Dihydroethidium  (DHE) wird 

in der Anwesenheit von O 2
- zu f luoreszierendem Ethidium oxidiert. Kultivierte EPCs 

wurden mit DHE (2.5µM) (Sigma) für 30min. inkubiert. Nach dem Waschen wurde die 

Hauptstrahlfluoreszenz jeder Probe dur ch Fluoreszenzm ikroskopieevaluation von 

mindestens 4 unterschiedlichen Gesichtsfeldern gemessen. Der zelluläre ROS-Gehalt in 

menschlichen EPCs wurde zusätzlich in einem  FACSCalibur Flußcytom eter (Becton 

Dickinson, San Juan, CA, USA) bestim mt. Die Fluoreszenz wurde m ittels eines FL-3 

(670nm) Filters bestim mt und die Hi stogramme von 1000 Ereignissen wurden 

experimentell ermittelt. Die Zellen, welche eine DHE-Fluoreszenz auf wiesen, wurden 

mit Hilfe der Cell Quest Software (Becton Dickinson) ausgewertet. 

 

2.5. Statistische Analyse: 

Die Daten sind als Mittelwert ± m ittlerer Standardf ehler dargestellt. Die statistische 

Analyse wurde mit one-way ANOVA durchgeführt und die gewonnen Ergebnisse durch 

die Anwendung des Fisher´s post Tests verglic hen. Die statistische Analyse wurde m it 

StatView 5.0 Statistikprogram m (Abacus Con cepts, Berkley, CA, USA) durchgeführt. 

Eine statistische Signifikanz wurde bei P < 0.05 festgelegt. 
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3. Resultate: 

3.1. Verminderte Anz ahl und Funktion von EPCs bei diabetischen Patienten –  

Hinweis auf die eNOS-Entkopplung: 

Diabetische Patienten (Alter  70.6±1.7 Jahre) waren charakterisiert durch eine erhöhte 

Plasmaglukosekonzentration (294.0±32.0 m g/dl vs. 100.0±6.4 m g/dl) und einen 

erhöhten HbA1c-Spiegel (8.8%±0.6% vs. 5.4%±0.1%) verglichen m it nicht 

diabetischen, altersgleichen Probanden (Alter 70.0±2.9 Jahre). 

Die Bildung von endothelialen CFUs waren bei den diabetischen Patienten im  

Vergleich zu nicht diabetischen Patienten verm indert (9.8±1.9 CFUs vs. 22.6±1.7 

CFUs; p=0.001; Abb. 2A, B).  

EPCs von diabetischen Patienten zeigt en eine erhöhte Produktion von ROS (11.7±0.7 

vs. 6.2±1.1 arbiträre Einheiten; p<0.001; Abb. 3A, 3B) und eine verm inderte 

Migrationsfähigkeit im Vergleich zu nicht diabetischen, altersgleichen Subjekten (40.4± 

4.6 vs. 72.7±6.2 migrierte Zellen; p<0.0001; Abb. 3A-3C). Nachdem die NOS der EPCs 

von den diabetischen Patienten durch Gabe  von L-NNA inhibiert wurde, war die ROS-

Produktion verm indert und die m igratorische Fähigkeit um  34.6±5.6% (p<0.05; Abb. 

3A-3C) erhöht. Eine Inkubation der EPCs di abetischer Patienten m it pegylierter 

Superoxiddismutase (SOD) konnte die RO S-Produktion kom plett abfangen und die 

Migrationsfähigkeit um 60.1±11.3% (p<0.001; Abb. 3A-3C) verbessern. 
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Abbildung 2: Z irkulierende endothe liale Progenitorzellen sind bei Patien ten mit Diabetes mellitus in ihrer  
Funktion ge stört; Char akterisierung de r e ndothelialen P rogenitorzellen. Zahl der endothelialen 
kolonieformenden Einheiten (CFUs) bei diabetischen und nich t diabetischen Patienten (A, B); Charakterisierung der 
monozytischen endothelialen Progenitorzellen (rot ma rkiert): Bildung von CFUs (A); Migrationsfähigkeit 
hervorgerufen durch einen VEGF/SDF1 Gradienten (C,D); Integrationsfähigkeit bei der Bildung von Gefäßen 
(Matrigel Assay: gleichzeitige Kultivierung von endothelia len Progenitorzellen und hum anen Endothelzellen der 
Umbilikalvene (E,F). 
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Abbildung 3: Die Entkopplung de r e NOS führ t ROS-v ermittelt z u e iner EP C-Dysfunktion be i diabe tischen 
Patienten. Die FACS-Analy se zeigt den zellulä ren ROS-Spiegel (A, B) und die Migrationsfähigkeit (C) isolierter 
EPCs. Die EPCs stammen entweder von diabetischen oder nicht diabetischen Pa tienten. Eine Untergruppe der EPCs 
der diabetis chen P atienten wurden vor her mit Superoxiddismutase (SOD) oder N G-nitro-L-Arginin (L-NNA) 
vorbehandelt. * P< 0.05,  ** P<0.001, *** P<0.0001;  † P<0.0001. Die Daten repr äsentieren den Mittelwert ±SEM. 
n=5 Messungen pro Gruppe. 
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3.2. Durch Glukosegabe bei kultivierten EP Cs hervorgerufene eNOS-Entkopplung 

und Superoxidanionen-vermittelte EP C-Dysfunktion - Effekte der 

Inhibierung der Proteinkinase C (PKC) und der Behandlung mit 

Tetrahydrobiopterin (BH4) 

Eine Behandlung kultivierter EPCs m it Glukose erhöhte die ROS-Produktion um  das 

3fache und verminderte die Migrationsfähigkeit der EPCs um 55.7±8.2% (p<0.001). Im 

Vergleich dazu erzeugte Mannitol (30m M) als osm otische Kontrollsubstanz keinen 

Effekt (Abb. 4A, 4B). Nach der Zugabe pegylierter SOD zu den glukosebehandelten 

EPCs war eine verm inderte Migrationsfähi gkeit  nicht m ehr feststellbar (Abb. 4B). 

Durch Inhibierung der NOS m it L-NNA war eb enfalls der schädliche Einfluss der 

Glukose teilweise rückgängig zu m achen (Abb. 4A, 4B). Der Einsatz des NOX-

Inhibitors  DPI führte zu einer ge ringeren W irkung als L-NNA sowohl bei der 

Verhinderung der O 2
--Generierung als auch bei der Migrationsfähigkeit. Für letzteres 

war die Wirkung nicht signifikant. 

Die PKC ist beteiligt an der vaskulären O 2
- -Generierung in diabetischen Gefäßen (Hink 

et al., 2001) und könnte dabei einen aktiv ierenden Einfluss auf die NOX haben 

(Quagliario et al., 2003). Um  zu analysie ren, welche Bedeutung der PKC bei der  

glukosevermittelten ROS-Produktion zukom mt, i nhibierten wir diese m it Chelerythrin 

bei glukosebehandelten EPCs. Ergebnis war eine verm inderte O2
- -Produktion und eine 

verbesserte EPC-Funktion (Abb. 4A, 4B).  

Erstaunlicherweise sind die Er gebnisse der ROS-Produktion und der 

Migrationsfähigkeit von EPCs nicht völlig konform  m it denen der 3-Nitrotyrosin-

Messung. Hierbei zeigt sich näm lich schon eine dramatische Reduktion von reaktiven 

NO-Verbindungen bei der Inkubation m it DPI, wa s aber nicht zu einer gleich großen 

EPC-Funktionsverbesserung oder ROS-Verminderung führte. Dieser Trend gilt auch für 

die anderen Substanzen.   

In der Literatur ist ein m echanistischer Zusam menhang zwischen der eNOS-

Entkopplung und einer Verm inderung des essentiellen eNOS-Kofaktors BH 4 

beschrieben (Hink et al., 2001; Forsterm ann et al., 2006). Bei m it Glukose behandelten 

EPCs wurden die intrazellulären Konzentrationen von BH 4, oxidiertem Biopterin und 

dem gesamten Biopterin in Zelllysaten gem essen. Im Vergleich zu nicht m it Glukose 
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behandelten EPCs waren die intr azellulären Konzentrationen von BH 4 um  59% 

vermindert, dafür aber der Gehalt an oxidiertem  Biopterin erhöht und das 

Gesamtbiopterin nicht signifikant verändert (Abb. 5A, 5B, 5C). Um zu testen, ob dieser 

Vorgang reversibel ist, haben wir den m it Glukose behandelten EPCs exogen BH 4 

zugeführt. Konsekutiv stieg die intrazellulä re Verfügbarkeit um das 5fache, die erhöhte 

O2
--Produktion wurde norm alisiert und die Migr ationsfähigkeit der EPCs signifikant 

verbessert. 
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Abbildung 4: Glukose behandlung führ t z u e iner e NOS-Entkopplung und e iner ve rminderten EP C-
Migrationsfähigkeit. A) Messen der Fluoreszenz von Ethidium  nach  Färben von kultivierten EPCs m it redox-
sensitivem, zellpermeablem Fluorophor DHE. B) Migrations ähigkeit der EPCs. C) Bildung von 3-Nitroty rosin. Die 
EPCs wurden mit steigenden Konzentrationen von Glukose, Glukose + SOD, Glukose + L-NNA, Glukose + NOX-
Inhibitor DPI, Glukose + DPI +L-NNA, Glukose + Chelerythrin (ein PKC-Inhibitor) oder Mannitol. * P<0.001; * 
P<0.0001; † P<0.05 vs Glukose, 30mM; †† P<0.01 vs Glukose, 30mM; ††† P<0.0001 vs Glukose, 30mM. Die Daten 
stellen den Mittelwert ± SEM dar. n=4-6 Messungen pro Studiengruppe. 
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Abbildung 5: Reversibilität der durch Gluko se induzierten EPC-Dysfunktion durch die BH 4-Gabe. Messung 
des intrazellulären BH 4-Spiegels (A), des totalen Biopt erins (B), des durch Salz stab ilisierten, oxidierten Biopterins 
(BH2 + Biopterin) (C), von O 2

- (D) und der Migrationsfähigkeit der EPCs (E). Die EPCs wurden mit Glukose oder 
Glukose + BH4 (10µM) behandelt. n=4-6 Mess ungen pro Experiment. * P<0.05, ** P<0.01, ***P<0.001; †† P<0.01 
vs Glukose, ††† P<0.001 vs Glukose. Die Daten stellen den Mittelwert ± SEM dar. 
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3.3. Die eNOS-Entkopplung im Knochenmar k bei experimentell hervorgerufenem 

Diabetes mellitus - Konsequenzen für die zirkulierenden EPCs: 

Bei diabetischen Ratten haben wir di e EPC-freisetzenden Mechanism en im  

Knochenmark bezüglich pathologischer Veränderungen untersucht, um  zu verstehen, 

weshalb die EPC-Serum spiegel bei Diabetikern verm indert sind. Die diabetischen 

Ratten hatten eine höhere Serum glukosekonzentration als die Kontrolltiere (459 ±39 

mg/dl vs. 151 ±15 m g/dl, p<0.0001) und die zirkulierenden EPCs waren um  39±5% 

vermindert (p<0.05) (Abb. 6A, B). W ir haben durch einen preplating-Schritt die EPCs 

von den m aturen endothelialen Zellen gereinig t. Danach wurden die Zellen durch die 

Aufnahme von acLDL, das Binden von UEA-1-Lektin (Abb. 6A,B), die Expression von 

VEGFR-2 sowie eNOS (Abb. 6C) und die B ildung von Kolonien charakterisiert. 

Bezüglich funktioneller Eigenschaften zeichne ten sich die EPCs durch eine Adhärenz 

und Integration bei sich aus arteriellen e ndothelialen Zellen bildenden Gefäßen aus, 

nachdem sie 12h auf Matrigel kultiviert worden waren (Abb. 6D). 

Bei der Proteinexpression im  Knochenm ark zeigte sich, dass die eNOS bei den 

diabetischen Ratten vermehrt exprimiert wurde. Die phosphorylierte Form der eNOS als 

auch die Proteinkinase Akt zeigte aber eine verminderte Konzentration im Vergleich zu 

den nicht diabetischen Tieren. Das Dim er/Monomer-Verhältnis, ein Indikator für die 

eNOS-Entkopplung, war zum Monomer hin verschoben. 

Die diabetischen Tiere zeigten in Folg e dessen auch eine deutlich erhöhte ROS-

Produktion. Die Form ation des MDA-TBA-A ddukts, ein Index der ROS-Generierung, 

war um das 4.9fache bei den diabetischen Ratten erhöht. Nach der Inhibierung der NOS 

durch L-NNA zeigte sich eine verm inderte O 2
--Konzentration im  Knochenm ark der 

diabetischen Tiere. Dies deutet auf eine Entkopplung der eNOS und dam it 

Mitbeteiligung der eNOS an der ROS-Produkti on hin. Bei den nichtdiabetischen Tieren 

zeigte sich nach NOS-Inhibierung dur ch L-NNA eine Zunahm e der  O 2
--Konzentration 

im Knochenmark. 

Die MMP-9 ist eine essentielle Proteina se für die Freisetzung von EPCs aus dem  

Knochenmark. Deshalb haben wir die Aktivitä t dieser Proteinase im  Knochenm ark 

untersucht. Es zeigte sich, das diese stark vermindert war und mit den reduzierten EPC-

Spiegeln signifikant korrelierte (r=0.7, p<0.01). 



 25

 
Abbildung 6:  Ratten mit STZ -induziertem Diabetes mellitus z eigen verminderte z irkulierende EPC-Spiegel 
und e ine Entkopplung de r e NOS im Knoc henmark. (A) zirkulierende EPCs (n=6  Kontrollen; n=7 diabetische 
Tiere) (B) O 2

--Produktion in Knochenmarksextrakten gemessen durch  Lucigenin (5µM) hervorgerufene gesteigerte 
Chemilumineszenz und (C) die prozentuale Veränderung nach Zugabe von L-NNA (1mmol/L).  Mittels Western Blot 
Analyse ermittelte Expression der Prot eine eNOS (D) und der phosphory lierten Form p-eNOS (E). Das Verhältnis 
von eNOS-Dimer  zu –Monomer. Kontrollen= Kontrollratten, n=7; Diabetes= Ratten mit Streptozotozin induziertem 
Diabetes mellitus, n=7. † P<0.05, †† P<0.001 vs. Kontrollen. 
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4. Diskussion: 

Diabetische Patienten haben eine sehr viel höhere W ahrscheinlichkeit endotheliale 

Läsionen und Atherosklerose zu entwickeln  als gesunde Menschen. Ein Grund hierfür 

könnte die Dysfunktion der EPCs sein, welc he beim  Diabetes m ellitus vorliegt. Die 

EPC-Dysfunktion wiederum  könnte unter a nderem durch die Entkopplung der eNOS 

begründet sein, welche in der vorliegenden Ar beit bei EPCs von Patienten m it Diabetes 

mellitus Typ II, bei glukosebehandelten EPCs und vom  Knochenm ark gewonnener 

EPCs diabetischer Ratten nachgewiesen  wurde. Jeweils ging die eNOS-Entkopplung 

mit einer verm inderten EPC-Funktion einher. Die eNOS-Entkopplung m it ihrer Folge 

der gesteigerten ROS-Bildung und verm inderten Bioverfügbarkeit von NO, könnte 

damit zumindest einen Teil der verm inderten EPC-Zahl im  Blut und der verm inderten 

Funktion der EPCs bei Diabetes m ellitus erklären und stellt m öglicherweise ein 

relevantes pharmakologisches Ziel für zukünftige Therapien dar. 

Hintergrund der pathologischen Auswir kungen einer eNOS-Entkopplung ist, dass NO 

das Gefäßsystem  vor Atherosklerose und Throm bose schützt, indem  es die 

Leukozytenadhäsion, Proliferation von gla tten Muskelzellen und die Throm bozyten-

adhäsion als auch –aggregation hem mt. NO hemmt die Leukozytenadhäsion durch eine 

verminderte Expression des Leukozytena dhäsionsmoleküls CD11/CD18 (Kubes et al., 

1991) und sowohl die DNA-Synthe se, Mitogenese als auch Proliferation glatter 

Muskelzellen (Garg et al., 1989; Tanner et  al., 2000). Die Throm bozytenaggregation 

und -adhäsion am  Endothel wird durch NO herabgesetzt. NO wirkt dadurch einer 

Thromboseentstehung entgegen. Zusätzlich werden die glatten Muskelzellen  durch die 

verminderte Throm bozytenaktivierung einer geringeren Konzentration an 

Plättchenwachstumsfaktor ausgesetzt, was wied erum einen antiproliferativen Effekt auf 

jene ausübt (Förstermann et al., 1994).  Als Resultat eines Fehlens dieser Mechanism en 

konnte bei eNOS-defizienten Mäusen ein früheres Auftreten und schnelles 

Voranschreiten einer Atherosklerose nachgewiesen werden (Knowels et al., 2000). 

Zusätzlich zu den antiatherogenen Wirkungen von NO scheint es eine große Bedeutung 

in Bezug auf die Funktionsfähigkeit der EP Cs zu besitzen und dam it auf einen der 

wichtigsten Gefäßreparaturmechanismen. Exogen zugeführtes NO kann die verminderte 
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Migrationsfähigkeit von EPCs bei Diabetes mellitus rückgängig m achen (Segal et al., 

2006).  

Generell wird eine gesteigerte eNOS-Expr ession durch die norm alerweise daraus 

entstehende erhöhte NO-Produktion als ei n positiver Zustand angesehen. Unter 

bestimmten pathophysiologischen Bedingunge n, wie unter anderem  bei Bluthochdruck 

oder Diabetes m ellitus, ist aber eine Ho chregulation der eNOS-Expression m it einer 

verminderten endothelabhängigen Vasodila tation verbunden (Vaziri et al., 1998; Hink 

et al., 2001; Guzik et al., 2002). Dieser Zusammenhang wird durch die sogenannte 

eNOS-Entkopplung erklärt (Forstermann et al., 2006). In diesem Zustand produziert die 

eNOS anstatt NO selbst O 2
- und besitzt daher eine auf die Gefäße bezogene 

proatherogene und auf die EPCs bezogene hemmende bzw. schädigende Wirkung.  

Die eNOS-Entkopplung wurde bei mehreren Gefäßkrankheiten, unter anderem auch bei 

Diabetes mellitus, in experimentellen und klinischen Studien nachgewiesen (Hink et al., 

2001; Cai et al., 2004; Satoh et al., 2005). Das gem einsame Auftreten von Diabetes 

mellitus und eNOS-Entkopplung wurde im  Her zen, in Gefäßen und bei der Niere 

beschrieben (Hink et al., 2001; Consentino et al., 1997; Molnar et al., 2005; Satoh et al., 

2005). Die Folge der eNOS-Entkopplung ist eine  verminderte Bioverfügbarkeit an NO, 

eine gesteigerte O 2
--Produktion und ein verm indertes Vorliegen der eNOS-Dim er-

Isoform. Im Gegensatz dazu steht die glei ch gebliebene oder sogar erhöhte Expression 

der eNOS (Cai et al., 2005; Molnar et al ., 2005; Satoh et al., 2005). Als ein wichtiger 

Faktor bei der eNOS-Entkopplung wurde eine  Verm inderung der Konzentration des 

essentiellen Kofaktors BH 4 beschrieben (Alp et al., 2004; Landm esser et al., 2003; Cai 

et al., 2005; Kuzkaya et al., 2003). 

In der vorliegenden Arbeit wird gezeigt, dass EPCs von diabetischen Patienten 

gesteigerte intrazelluläre Level an ROS, eine verm inderte Kapazität zur Bildung 

endothelialer CFUs und eine verm inderte Mi grationsfähigkeit besitzen. Alle diese 

Parameter konnten durch eine NOS-Blockade m it L-NNA verbessert werden. In-vitro 

wurde nachgewiesen, dass hohe Glukosekonzentra tionen in EPCs zu einer gesteigerten 

ROS-Produktion und einer verminderten Funktion der EPCs führen. 
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4.1. Die Rolle von reaktiven Sauerstoffradikalen (ROS) bei der EPC-Dysfunktion 

4.1.1. Das antioxidative Abwehrsystem der EPCs 

Wie schon erwähnt kom mt es im  Rahm en des Kontinuum s kardiovaskulärer 

Erkrankungen zu einer gesteigerten ROS-Bil dung. EPCs besitzen per se ein stärkeres 

antioxidatives Abwehrsystem  als andere Ze llen: Aus Blut gewonnene EPCs besitzen 

eine erhöhte Expression für Gene, die für antioxidative Proteine kodieren. Infolge 

dessen ist die Sensitivität der EPCs gegenüber ROS-induziertem  Zelltod verringert 

(Dernbach et al., 2004). Diese hohe W iderstandsfähigkeit gegenüber ROS, wie wir sie 

bei den EPCs finden, wird als allgem eine Eigenschaft von Stam mzellen angesehen 

(Ramalho-Santos et al., 2002). Ausgestatte t m it einem  derartigen antioxidativen 

Abwehrsystem ist es den EPCs m öglich, in  ischämischen oder nekrotischen Geweben 

zu überleben, in denen ein hoher durch in flammatorische Zytokine induzierter 

oxidativer Stress vorliegt (Cram er et al., 2003) , um letztendlich zu einer Regeneration 

des Gewebes beizutragen. 

Das em pfindlichste Organell für ROS ste llt das Mitochondrium  dar, weil ständig ein 

Potential für die Produktion von O 2
- besteht. O2

- wird durch die Superoxiddism utase zu 

Wasserstoffperoxid und dieses durch die Kata lase und die Glutathionperoxidase (GPx-

1) entgiftet. Beide letztgenannten En zyme sind an der Mitochondrienm embran 

lokalisiert und gelten daher als die prim ären Enzym e für die Abwehr von ROS. 

Tatsächlich konnte in zwei in-vitro Studien eine erhöhte Proteinkonzentration für die 

GPx-1 und die m anganhaltige Superoxiddism utase (MnSOD) in EPCs nachgewiesen 

werden (Dernbach et al., 2004; He et al., 2004).  

 

4.1.2. Die ambivalente Rolle von ROS 

ROS besitzen aber nicht nur eine schädi gende Wirkung auf das Gefäßsystem , sondern 

spielen eine am bivalente Rolle: hohe K onzentrationen an ROS sind toxisch und 

begünstigen die Entstehung der Atherosklerose , geringe Konzentrationen hingegen sind 

für die volle Aktivierung der Angiogenese nach Ischämie sogar notwendig. Ein Beispiel 

hierfür ist, dass Mäusen, denen eine Untereinheit der NOX  (gp91 phox) fehlt, eine 

verminderte Neovaskularisation nach Isch ämie zeigen (Tojo et al., 2005). Hierbei 

scheinen ROS als intrazellulärer Signalm echanismus die Angiogenese zu fördern und 
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einer Schädigung des Endothels vorzubeugen (Chen et al., 1995; Skyschally et al., 

2003; Tanaka et al., 2002). In einer kürzlich veröffentlichten Arbeit wurde mit Hilfe von 

extrazellulären-SOD-Knockout-Mäusen (ecSOD-knockout-Mäusen) die essentielle 

Rolle der ecSOD bei der Neovaskularisation beschrieben (Kim et al., 2007). 

 

4.1.3. EPC-Dysfunktion als Folge erhöhter ROS 

Trotz der beschriebenen erhöhten W iderstandskraft von EPCs gegenüber ROS konnten 

Galasso et al. mit Hilfe von GPx-1-knockout-Mäusen eine direkte Korrelation zwischen 

einer erhöhten ROS-Produktion und einer EP C-Dysfunktion bezüglich Migration und 

Angiogenese in-vitro und in-vivo nachweise n. Zudem waren die EPC-Blutspiegel nach 

Ischämie oder VEGF-Gabe verm indert (G alasso et al., 2006). Außerdem  war die 

Rekrutierung von EPCs aus dem  Knochenmark als auch deren peripherer Blutspiegel 

bei den eben erwähnten ecSOD-knockout-Mäuse n ebenfalls verm indert (Kim  et al 

2007).  

In zwei kürzlich veröf fentlichten Arbeiten an diabetischen EPCs ergaben sich 

unterschiedliche Ergebnisse. Sorrentino et al  beobachteten in ihrer Arbeit m it EPCs 

diabetischer Patienten eine gesteigerte RO S-Bildung in Kombination mit einer deutlich 

verminderten Reendothelialisierungskapazität in-vivo. Durch Hem mung der p47 phox 

mittels small-interfering RNA konnte die Reendotheliasierung und die ROS-Produktion 

nahezu norm alisiert werden (Sorrentino et al., 2007). Chen et al. erreichten hingegen 

durch eine antioxidative Therapie keine Besserung der EPC-Funktion und sehen daher 

die EPC-Dysfunktion als ROS-unabhängig (Chen et al., 2007). 

Im Einklang m it den Ergebnissen von Sorren tino et al. stehen auch die in der 

vorliegenden Arbeit erhobenen Daten. Bei diab etischen Patienten war eine erhöhte 

Konzentration an ROS im  Blut nachweis bar und die Funktion der EPCs war deutlich 

eingeschränkt. Durch unsere Zellkulturversu che konnten wir eine direkte Korrelation 

zwischen Glukoseapplikation und gesteigerter  ROS-Bildung nachweisen. Dass dies ein 

Glukose-spezifischer Effekt und nicht durch os motischen Stress bedingt ist, haben wir 

durch die Gabe von Mannitol nachgewies en, da bei dessen Applikation keine 

Veränderungen bezüglich der ROS-Bildung oder EPC-Funktion feststellbar waren. 
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Daher scheinen alleine die erhöhten Glukosespiegel bei Diabetikern eine Steigerung der 

ROS zu induzieren und sekundär zu einer EPC-Dysfunktion zu führen. 

Nicht übereinstim mend sind unsere Ergebni sse m it denen von Sorrentino et al. 

bezüglich der Rolle der NOX. Sorrentino et  al. konnten durch deren Blockade eine 

nahezu Norm alisierung der ROS-Produkti on als auch der Reendothelialisierung 

hervorrufen. Wir hingegen erhielten lediglich eine minimale Funktionsverbesserung der 

EPCs. Die von Sorrentino et al. gewonnen EPCs stam mten von Patienten m it einem  

sehr niedrigen HbA1c (6,6±0,2%). Daraus  ist verm utlich zu folgern, dass der 

glukosespezifische ROS-Stress in den EPCs  relativ gering war. Folglich hat der 

Verbrauch von BH 4 erst begonnen und es ist noch nicht zu einer m assiven eNOS-

Entkopplung gekom men. Die NOX könnte in diesem  Zusam menhang ein 

Initiatorenzym für den Circulus vitiosus der eNOS-Entkopplung darstellen, welches die 

eNOS-Entkopplung durch eine erste ROS-Gene rierung triggert. W enn sich aber die 

eNOS-Entkopplung bereits verselbstständigt hat und ein Großteil der ROS durch diese 

gebildet wird, hat die Ausschaltung der NOX nur noch eine unter geordnete Bedeutung. 

Folge wäre näm lich nur eine geringe Re duzierung der ROS-Konzentration und eine 

weiter bestehende eNOS-Entkopplung m it einer nicht nur starken ROS-Bildung, 

sondern auch verminderten NO-Bioverfügbarkeit. 
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Durch die Differenzierung zwischen der allgemeinen ROS-Bildung - inhibiert durch die 

Gabe von MnSOD - und jener, welche durch die NOS hervorgerufen wird - Inhibierung 

durch L-NNA - konnten wir den Anteil der ROS-Produktion, welcher durch die NOS-

Entkopplung hervorgerufen wird, identifiz ieren. Knapp 60% der ROS-Bildung wird 

durch die entkoppelte NOS hervorgerufen. Die durch die NOS-Entkopplung gesteigerte 

ROS-Produktion führt unabhängig von einer verminderten NO-Bioverfügbarkeit zu 

einer EPC-Dysfunktion. Dies lässt sich daraus ableiten, dass nach der Blockade der 

NOS durch L-NNA es zu einer 34%igen Ve rbesserung der EPC-Funktion kam, obwohl 

zu diesem  Zeitpunkt definitiv kein NO m ehr zur Verfügung stand. Diese 

Funktionsverbesserung ist damit alleine auf das Fehlen der durch die entkoppelte NOS 

produzierten ROS zurückzuführen. Die ge nauen m olekularen Mechanism en wie es 

durch erhöhte ROS zu einer EPC-Dysfunktion kommt sind aber weitestgehend unklar. 

Die schützende Rolle der eNOS schein t m it diesen Ergebnissen nur unter 

normoglykämischen Bedingungen zu bestehen, da bei hyperglykämischen Bedingungen 

die eNOS entkoppelt wird und anstatt NO hauptsächlich O 2
- produziert wird. Dies 

unterstreicht die herausragende Rolle de r eNOS bei der ROS-Bildung und konsekutiv 

auch bei der dadurch entstehenden EPC-Dysfunktion.  

 

4.1.4. Andere Ursachen für einen erhöhten ROS-Stress 

Auf der anderen Seite bedeuten diese Erge bnisse im  Rückschluss auch, dass weitere 

Systeme wie die m itochondriale ROS-B ildung (Galasso et al., 2006) oder die 

gesteigerte Aktivierung der m itogenaktivierte Proteinkinase p38 (p38 MAP-Kinase) 

(Seeger et al., 2005) in EPCs für die restlichen 40% der ROS-Produktion verantwortlich 

sein müssen.  

 

4.2. Die Entkopplung der eNOS  

4.2.1. Die Rolle von NO für die EPC-Funktion 

Aicher et al. konnten bei eNOS-defizienten  Mäusen sowohl eine EPC-Dysfunktion als 

auch eine verm inderte durch VEGF oder 5-FU hervorgerufene EPC-Mobilisierung 

zeigen. Die intravenöse Infusion von NOS -/--EPCs in NOS -/--Tiere f ührte zu keiner 
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Verbesserung der Perfusion. Nach intr avenöser Gabe von wildtyp EPCs (NOS +/+) in 

NOS-/--Tiere hingegen ließ sich eine deutlich verbesserte Perf usion nachweisen. Weiter 

zeigten  W ildtyptiere nach Transplantation von NOS -/--Knochenmarkszellen eine 

deutliche Verschlechterung der Neovaskularisation (Aicher et al., 2003). Ob diese EPC-

Dysfunktion alleine auf das Fehlen von NO zurückzuführen ist oder ob hierbei auch 

eine gesteigerte ROS-Bildung eine Rolle gespielt haben könnte, ist in der vorliegenden 

Arbeit nicht geklärt. Die eNOS bzw. NO scheint som it f ür die EPC-verm ittelte 

Angiogenese von großer Bedeutung zu sein. Die Daten von Aicher et al. stehen auch in 

Übereinstimmung mit Studien, welche die e NOS als essentiell für das Überleben, die 

Migration und Angiogenese von ausgereiften endothelialen Zellen darstellen (Ziche et 

al., 1994; Murohara et al., 1999; Dimmeler et al., 1997).    

Somit besitzt die Entkopplung der eNOS zwei  negative Effekte auf die EPC-Funktion: 

erstens durch die verm inderte Bioverfügba rkeit an NO und zweitens durch eine 

gesteigerte ROS-Bildung.  

Diese Tatsachen verdeutlichen die große  Bedeutung der eNOS-Entkopplung und lassen 

zudem die eNOS-Entkopplung als den wahrsche inlich entscheidenden Mechanismus in 

Bezug auf die EPC-Dysfunktion erkennen. 

 

4.2.2. Die wichtigsten Ursachen der eNOS-Entkopplung: 

4.2.2.1 Argininmangel  

Ein relativer Argininm angel und dam it unzureichende Enzym sättigung aufgrund 

gesteigerter Arginasetätigkeit bei endothe lialer Dysfunktion (Berkowitz et al. 2003; 

Ming et al. 2004; Hein et  al. 2003; Johnson et al. 2005) könnte zu einer eNOS-

Entkopplung führen. Durch die Gabe von L- Arginin konnte ein positiver Effekt bei 

Tierstudien und bei Menschen, die ei ne Hypercholesterinäm ie oder einen 

Bluthochdruck aufwiesen, nachgewiesen we rden (Im aizumi et al.1992; Drexler et 

al.1991; Rossitch et al. 1991). Dies wurde in der vorliegenden Arbeit jedoch nicht 

untersucht. 
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4.2.2.2. Die Bildung von asymmetrischem-Dimethyl-Arginin 

Zweitens könnte asym metrisches-Dimethyl-Arginin (ADMA) als endogener Inhibitor 

der NOS zu deren Entkopplung führen. Di e Plasm akonzentration von ADMA ist bei 

Patienten m it Diabetes m ellitus erhöht (L in et al. 2002). Die Dim ethylarginase-

Dimethylaminohydrolase (DDAH) ist fü r den Abbau von ADMA zuständig. In 

Versuchen m it diabetischen Ratten konnt e gezeigt werden, dass das Enzym  DDAH 

redoxabhängig gehemmt bzw. aktiviert wir d. Bei diabetischen Ratten war die DDAH-

Aktivität verm indert und som it akkum ulierte ADMA in den Zellen (Lin et al. 2002). 

Diese Daten lassen die Verm utung zu, da ss eine gesteigerte ROS-Produktion zu 

erhöhten ADMA-Spiegeln führt. Erhöhte ADM A-Spiegel vermindern die NO-Synthese 

durch eine eNOS-Inhibierung oder könnten di ese sogar entkoppeln (Böger et al. 2000). 

Ob die in vivo erreichte ADMA-Konzentr ation aber tatsächlich zu einer eNOS-

Hemmung führt, muss erst noch untersucht werden. 

 

4.2.2.3. Das Fehlen von Tetrahydrobiopterin 

Drittens spielt höchstwahrscheinlich BH 4 eine entscheidende Rolle bei der eNOS-

Entkopplung. BH 4 stellt eines der potentesten endogenen Antioxidantien dar. Ein 

gesteigerter oxidativer Stress führt zu einer Verm inderung der BH4-Spiegel (Laursen et 

al., 2001; Milstien et al., 1999).  

Glukose erhöht die endotheliale O 2
--Produktion (Consentino et al., 1997) und führt 

dadurch zur Bildung von Peroxynitrit, dem  direkten Reaktionsprodukt aus NO und O 2
- 

(Kossenjans et al.,  2000). Peroxyn itrit oxidiert sehr effektiv BH 4 zu BH 2 (Milstien et 

al., 1999). Durch das Fehlen de s essentiellen Kofaktors BH 4 befindet sich die eNOS in 

einem „entkoppelten“ Zustand, so dass di e Aktivierung des Sauerstoffs von der NO-

Produktion getrennt ist und som it anstatt NO O 2
- gebildet wird. Durch diesen 

Mechanismus könnte der BH 4-Mangel die Basis der eNOS-Entkopplung und som it der 

eNOS-Dysfunktion bei der vaskulären Pathophysiologie darstellen.  

Übereinstimmend mit dieser Theorie wurden  in Aorten von insulin-resistenten Ratten 

(Shinozaki et al., 1999), im  Plasm a von SHRs  verglichen m it altersgleichen W istar-

Kyoto-Ratten (Hong et al., 2001), in de r Aorta von hypercholesterinäm ischen 

Apolipoprotein-E-Knockout Mäusen (Laurs en et al., 2001) und in m it DOCA-Salz 



 34

behandelten hypertensiven Ratte n erniedrigte Spiegel von BH 4 gefunden. W eiter 

korreliert die NO- und L-Citrullin-Produkti on der eNOS eng m it den intrazellulären 

BH4-Konzentrationen (W erner-Felmayer et al.,  1993). Eine Gabe von BH 4 kann die 

eNOS-Dysfunktion unter vielen pat hophysiologischen Bedingungen rückgängig 

machen und som it die eNOS ,,rückkoppeln“. So konnte z.B. in isolierten Aorten von 

prähypertensiven Ratten durch BH 4-Gabe die NOS-abhängige O 2
--Generierung 

unterbunden werden (Consentino et al., 1997)  und die endotheliale Funktion durch 

Verabreichung von BH 4 restituiert werden. Dies konnte auch bei Tieren m it Diabetes 

mellitus (Pieper et al., 1997) oder Insulinre sistenz (Shinozaki et al., 2000) und bei 

Patienten mit Hypercholesterinämie (Stroes et al., 1997), Diabetes m ellitus (Heitzer et 

al., 2000) oder essentieller Hypertonie (Higashi et al.,  2002) nachgewiesen werden. Die 

Überexpression der Guanosintriphosphat- Cyclohydrolase 1, dem  geschwindigkeits-

bestimmenden Enzym  bei der  BH 4-Synthese, sorgte bei ApoE-KO/eNOS-transgenen 

Mäusen, welche initial eine gesteigert e ROS-Produktion als auch beschleunigte 

Atherosklerose-entwicklung zeigten, für ei ne verminderte ROS-Produktion sowie eine 

verlangsamte Atheroskleroseentwicklung (Takaya et al., 2007). 

Wir konnten dem onstrieren, dass auch bei EPCs die intrazelluläre Verfügbarkeit von 

BH4 eine kritische Rolle bei der Kopplung und Entkopplung der eNOS spielt. Durch die 

Glukoseapplikation stieg der ROS-Stress und infolge dessen sank durch Oxidation von 

BH4 zu BH 2 oder Biopterin die Konzentration an BH 4 um 59%. Das Gesam tbiopterin 

differierte in beiden Gruppen nicht. Um  zu beweisen, dass die Entkopplung der eNOS 

auch bei EPCs BH 4-abhängig ist, haben wir BH 4 zu den diabetischen EPCs gegeben. 

Hierdurch sank die O 2
--Konzentration deutlich und die Migrationsfähigkeit der EPCs 

normalisierte sich.  

Mit diesen Ergebnissen liegt die Ve rmutung nahe, dass am  Anfang der EPC-

Dysfunktion eine verm ehrte ROS-Bildung steht, welche zu einem  gesteigerten 

Verbrauch von BH 4, damit zu einer eNOS-Entkopplung  und in Folge dessen zu einer 

gesteigerten ROS-Bildung führt. Dies würd e bedeuten, dass sich hier ein Circulus 

vitiosus ausbildet, der als Anfangspunkt eine gesteigerte ROS-Bildung hat und selber in 

einer gesteigerten ROS-Bildung endet. 
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4.2.3. Interventionsm öglichkeit: Blockade der PKC – Verhinderung einer eNOS-

Entkopplung 

Ein beschriebener Mechanism us in der Literatur zur Verhinderung einer eNOS-

Entkopplung bei Endothelzellen ist di e Inhibierung der PKC. Inkubation von 

vaskulärem Gewebe m it hohen Glukosekonzentrationen führte zu einer gesteigerten 

intrazellulären Konzentration an Diacylgly cerol (DAG), welches die PKC  aktiviert 

(Ishii et al., 1998). Eine durch Glukose induzierte Endothelzelldysfunktion konnte durch 

PKC-Inhibitoren korrigiert werden (Tes famariam et al., 1994). Diese in-vitro 

Beobachtungen konnten durch eine in-vivo Studi e bestätigt werden, bei der durch eine 

Behandlung diabetischer Ratten m it PKC-Inhibitoren die vaskulären Kom plikationen 

vermieden werden konnten (Ishii et al., 1996). Die Aktivierung der PKC führte in 

diabetischen Gefäßen zu einer gesteigerten O 2
-- Produktion (Hink et al., 2001). Eine 

Inhibierung der PKC in-vivo m it N-benzoyl-Sta urosporin verhinderte eine gesteigerte 

eNOS-Expression und eine NOS-verm ittelte Superoxidproduktion. Gleichzeitig stieg 

die NO-Bioverfügbarkeit und die endotheliale  Funktion deutlich (Hink et al., 2001). 

Zudem schien die PKC die NOX zu aktiviere n, die eine entscheidende Rolle bei der 

eNOS-Entkopplung zumindest bei hypertensiven Mäusen spielen könnte (Quagliaro et 

al., 2003; Landmesser et al., 2003).  

Eine Rolle der PKC bei EPCs wurde bisher  noch nicht analysiert. Unsere Ergebnisse, 

dass eine Blockade der PKC m it Chelerythr in zu einer deutlich verm inderten ROS-

Generierung und einer deutlichen EPC-Funk tionsverbesserung führte, lasse eine 

Bedeutung der PKC bei der durch Glukose induz ierten Effekten vermuten. Damit stellt 

die PKC einen weiteren therapeutischen Ansatzpunkt dar. 

 

4.3. Ursachen der verminderten EPC-Spiegel 

Neben der verm inderten Funktion stellt si ch die Frage, was die Ursache f ür die 

Reduktion der EPC-Spiegel ist: Eine ge steigerte Apoptose, eine veränderte 

Differenzierung der Vorläuferzellen, ein gest eigerter Verbrauch oder eine verm inderte 

Mobilisierung?  

Eine gesteigerte Apoptose als Ursache sc heint unwahrscheinlich, da die basale 

Apoptoserate zwischen EPCs von W ildtyp-Mäusen und GPx-1-knockout und NOS-
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defizienten Mäusen  nicht differierte (G allasso et al., 2006). Die Differenzierung von 

Progenitorzellen in Richtung der endotheliale n Linie scheint deutlich beeinträchtigt zu 

sein. Die GPx-1-knockout-Mäuse zeigten ei ne verm inderte Expression des Flk-1. 

Zudem ist auch die Mobilisierung, nachgewies en durch erniedrigten EPC-Spiegel nach 

Ischämie und VEGF-Gabe, deutlich verm indert. Die spezifischen m olekularen 

Mechanismen für diese Effekte sind unbekannt , aber neben der erhöhten Konzentration 

an ROS, insbesondere im Knochenmark, könnte eine verminderte Bioverfügbarkeit von 

NO eine entscheidende Rolle spielen.       

 

4.4. Die Freisetzung der EPCs aus dem Knochenmark 

Obwohl schon in m ehreren Studien ein verminderter EPC-Spiegel im  Blut von 

diabetischen Patienten nachgewiesen worden  ist (Bahlmann et al., 2005; Krankel et al., 

2005), wurden die EPC-m obilisierenden W ege im  Knochenm ark bisher noch nicht 

untersucht.  

 

4.4.1. Die Rolle der eNOS  

Bei der Regulation der EPC-Freisetzung, insbesondere bei einer gesteigerten 

Freisetzung, spielt die eNOS eine entscheide nde Rolle. Aicher et al. konnte bei eNOS-

defizienten Mäusen keine generelle Reduktion des EPC-Spiegels nachweisen, sehr wohl 

aber eine deutlich verm inderte Freisetz ung nach Gabe von VEGF oder 5-FU. Beide 

führen normalerweise zu einer gesteigerten Freisetzung von EPCs (Aicher et al., 2003). 

Weiter konnte in dieser Studie gezeigt werden, dass die eNOS-Expression der 

Stromazellen für die EPC-Freisetzung  von großer W ichtigkeit ist. Grund zu dieser 

Annahme gab das Ergebnis, dass die VE GF-induzierte EPC-Mobilisierung bei NOS -/--

Mäusen mit transplantiertem wildtyp-Knochenmark deutlich reduziert war im Vergleich 

zu wildtyp-Mäusen m it transplantiertem  W ildtyp-Knochenmark oder NOS -/--

Knochenmark (Aicher et al., 2003). Dies bedeutet, dass die verm inderte EPC-

Freisetzung bei den NOS -/--Mäusen m it transplantiertem  wildtyp-Knochenm ark nur 

durch ein defektes Knochenm arkstroma verursacht sein kann und folglich die 

verminderte NO-Bioverfügbarkeit zu einer verminderten EPC-Freisetzung geführt hat.  
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4.4.2. Diabetes mellitus führt zu einer Aktivitätsminderung der eNOS 

Im Knochenm ark ist die eNOS die vorherrs chende Expressionsvariante der NOS, da 

weder iNOS noch nNOS im Knochenmark gefunden werden konnten (Fox et al., 1998). 

Wir konnten eine gesteigerte eNOS-, und Proteinkinase B (Akt) -Expression bei 

gleichzeitig verm inderter Phosphorylie rung jener Enzym e im  Knochenm ark von 

diabetischen Ratten feststellen. Dieses Erge bnis stimmt nur zum Teil mit einer kürzlich 

veröffentlichten Arbeit überein, bei der ebenfalls eine verm inderte Phosphorylierung 

aber keine Expressionsveränderung beider Enzyme gesehen wurde (Chen et al., 2007). 

Eine verm inderte eNOS-Aktivität steht bei hyperglykäm ischen Endothelzellen in 

Verbindung m it Glykosylierung und verm inderter Phosphorylierung der eNOS an 

Ser1177 durch (p)AKT (Du et al., 2001).  

 

4.4.3. eNOS- Monomerisierung – Marker der eNOS-Entkopplung? 

Die eNOS-Monom erisierung und die O 2
--Produktion waren im  Knochenm ark 

diabetischer Ratten ebenfalls gesteigert. Die O 2
--Produktion konnte durch die Gabe von 

L-NNA geblockt werde n, was auf eine O 2
--Produktion einer entkoppelten eNOS 

hindeutet. Eine Verbindung zwischen  eNOS-Monom erisierung und der eNOS-

Entkopplung wurde bei der Behandlung von Endothelzellen m it Peroxynitrit oder 

Glukose beschrieben (Cai et al., 2005; Mo lnar et al., 2005).  Im  Knochenm ark 

diabetischer Ratten war das eNOS-Dim er/Monomer-Verhältnis hin zum  Monom er 

verschoben. Studien mit Inhibitoren der Dimerisierung von iNOS lassen vermuten, dass 

wenn einm al ein Dim er geform t ist, es kaum  oder gar nicht m ehr zu einer 

Monomerisierung kommt (McMillan et al.,  2000). Es ist wahrscheinlich, dass dies auch 

bei der eNOS der Fall ist. Zusätzlich schein t die eNOS nur als Dimer aktiv zu sein und, 

je nachdem ob gekoppelt oder entkoppelt, NO bzw. O 2
- zu generieren. Dies bedeutet, 

dass auch in der entkoppelten Form  die e NOS als Dim er vorliegt. Die Struktur der 

gekoppelten eNOS könnte aber eine andere sei n, die eine stabilere Form  der eNOS zur 

Folge hat und dam it zu einem  gesteigerten  eNOS-Dim er/Monomer-Verhältnis in der 

Analyse führt. Auch wenn das Dim er/Monomer-Verhätnis nicht direkt funktionell m it 

einer Entkopplung der eNOS in Bezug steh t, kann es aufgrund der beschriebenen 

Umstände und Ergebnisse Marker für die eNOS-Entkopplung sein (Bauersachs et al., 
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2005). W ir können nicht ausschließen, dass die NOX oder andere Superoxidbildende 

Systeme an der O 2
--Produktion beteiligt waren. Trotzd em scheint die Entkopplung der 

eNOS im  diabetischen Knochenm ark bezüglich der O 2
--Produktion eine absolut 

bestimmende Rolle zu spielen, da ei ne NOS Blockade m it L-NNA zu einer 

Normalisierung der O2
--Bildung im Vergleich zu Kontrolltieren geführt hat.      

 

4.4.4. NO als wichtiger Mediator der EPC-Freisetzung 

NO führt im Knochenmark durch eine S-Nitrosylierung zu einer Aktivierung der MMP-

9 (Gu et al., 2002). MMP-9-defiziente Mä use zeigen eine deutlich verm inderte 

Fähigkeit, nach Gabe von VEGF oder 5-FU endotheliale und häm atopoetische 

Stammzellen aus einem ruhenden in einen proliferativen Zustand zu versetzen.  

Die MMP-9 ist essentiell für die VEGF- oder 5-FU-induzierte Mobilisierung von 

endothelialen und häm atopoetischen Stammzellen (Heissig et al., 2003). MMP-9- oder 

eNOS-defiziente Mäuse zeigen eine deutlich verm inderte Fähigkeit endotheliale 

Stammzellen aus dem  Knochenmark zu rekru tieren (Heissig et al., 2003; Aicher et al., 

2003). NO verm ag die Expression der MMP-9 in den Zellen der glatten 

Gefäßmuskulatur zu steigern (Marcet-Palacios et al., 2003) und die Aktivität der MMP-

9 m ittels S-Nitrosylierung zu steigern (Gu et al., 2002). Unter hyperglykäm ischen 

Bedingungen kultivierte EPCs zeigen eine verm inderte MMP-9-Aktivität und 

korrelieren mit der verminderten integrativen Kapazität der EPCs (Krankel et al., 2005). 

Diese Ergebnisse passen sehr gut dazu, dass eine gesteigerte O 2
--Produktion zu einer 

verminderten Bioverfügbarkeit an NO führt (Thum et al., 2006) und es dadurch zu einer 

verminderten Aktivität der MMP-9 im  Knochenmark kommt. Eine verm inderte MMP-

9-Aktivität könnte mit einer verminderten Zahl an zirkulierenden EPCs verbunden sein. 

Ursache hiervon ist höchstwahrscheinlich größtenteils die eNOS-Entkopplung. 
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5. Zusammenfassung: 

Eine Schädigung des Endothels ist fr üh nachweisbar in der Pathogenese 

kardiovaskulärer Erkrankungen. Beim  Di abetes m ellitus führt die Entkopplung der 

endothelialen Stickstoffm onoxid-Synthase (eNOS) durch Bildung von 

Superoxidanionen (O 2
-) anstatt von Stickstoffm onoxid ( NO) zu einer gesteigerten 

Produktion an reaktiven Sauerstoffradikalen (ROS) und zu einer Schädigung des 

Endothels. Bei der Endothelregeneration spielen die kürzlich entdeckten endothelialen 

Progenitorzellen (EPCs) eine entscheide nde Rolle. Für deren Mobilisierung und volle 

Funktionalität ist die eNOS von essentieller Bedeutung. 

In der vorliegenden Arbeit wurde die Hypothe se untersucht, daß die beim  Diabetes 

mellitus bekannte Entkopplung der eNOS au ch eine wichtige Rolle bei der 

verminderten Mobilisierung und Dysfunktion von EPCs  spielen könnte. 

Bei Patienten mit Typ-II Diabetes waren die EPC-Spiegel im Blut deutlich verm indert, 

die EPCs von diabetischen Patienten produzierten m ehr O2
- und ihre Funktion war im  

Vergleich zu den EPCs von Kontrollen eingesc hränkt. Die gestörte Funktion der EPCs 

ließ sich durch eine Blockade der NOS m it N G-nitro-L-Arginin (L-NNA) zu einem  

großen Teil wiederherstellen. Gleichzeitig wa r dies auch m it einer verm inderten O 2
--

Produktion verbunden. 

In kultivierten EPCs führte die Inkuba tion m it Glukose zu einer verm ehrten O 2
-- 

Produktion und einer verm inderten Migrations fähigkeit. Die Proteinkinase C scheint 

hierbei m echanistisch über eine Ak tivierung der NADPH-Oxidase (NOX) von 

Bedeutung zu sein. Die durch Glukos e hervorgerufene gesteigerte O 2
--Generierung 

resultiert in verm inderten intrazellulären Tetrahydrobiopterin (BH 4) -Spiegeln, dem  

wahrscheinlich entscheidenden pathophysiologischen Mechanism us bei der eNOS-

Entkopplung. Nach exogener Zufuhr von BH 4 kam  es zu einer signifikanten 

Funktionsverbesserung der EPCs und einer deutlich verminderten O2
--Produktion.  

Im Tiermodell des Diabetes wurden EPC-m obilisierende Mechanismen untersucht. Bei 

Ratten wurde durch Streptozotozininjekti on ein Typ-I-Diabetes hervorgerufen. Bei 

diesen Tieren konnten ebenso wie bei den diabetischen Patienten verm inderte EPC-

Spiegel nachgewiesen werden. Ursache hi erfür könnte eine Entkopplung der eNOS im  
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Knochenmark sein. Hier zeigt e sich eine gesteigerte O 2
--Produktion, welche durch eine 

NOS-Blockade mittels L-NNA teilweise reversibel war. 

Wahrscheinlich sind die auf die Entkopplung de r eNOS zurückzuführende verm inderte 

EPC-Mobilisierung und -Funktion m itbestimmende Faktoren in der Pathogenese von 

vaskulären Komplikationen beim Diabetes mellitus.    
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7. Anhang zu Material und Methoden: 

Zu 2.1.Tierstudienprotokoll: 

 

Chemikalien      Firmen 

Streptozotozin      Sigm a 

 

 

Zu 2.2. EPC-Versuche: 

 

Chemikalien      Firmen 
PBS       Pan Biotech 

EDTA       Fluka 

Ficoll       Amersham 

Destilliertes Wasser     Deltaselect 

Fibronektin      Sigm a 

FCS       Sigma 

Trypsin / EDTA Solution 0,25% / 0,02%  Biochrom AG, Germany 

CO2       Riessner 

Glukose      Sigm a     
  

 

Zellkulturmedium: 

500mL Medium + Zusätze (Cambrex #CC-4147, EGM-2 MV Single Quots): 

 400mL Medium EBM-2 

 100mL FCS (20%) 

 0,2m L Hydrocortison 

 2,0m L hFGF-B 

 0,5mL  VEGF 

 0,5mL  R3-IGF-1 

 0,5mL  Ascorbatsäure 

 0,5mL  hEGF 

 0,5mL  GA-1000 
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Zu 2.2.5. Detektion reaktiver Stickstoffmonoxid-Verbindungen: 

 

Chemikalien Firmen 

1 mol/L Tris-HCL (pH 7,6),  Sigma 

0,5 mol/L EDTA Fluka 

1,25 mol/L Dithiotreitol Sigma 

 

 

2.3. Knochenmarksversuche: 

Zu 2.3.2. Knochenmarkshomogenisierung: 

 

Cacodylic-Puffer:  Cacodylic acid (10 mmol/l, pH 5.0) 

 NaCl (0.15 mol/l) 

 ZnCl2 (1 mmol/l) 

 CaCl2 (20 mmol/l) 

 NaN3 (1.5 mmol/l) 

 0.01% Triton X-100. 

RIPA-Puffer CellSignaling 

 

Zu 2.3.4. Westernblot und ELISA 

 

Chemikalien: Firmen: 

30% Acrylamid / 0,8% Bisacrylamid Roth 

APS VW R 

SDS (Sodiumduodecylsulfat) VWR 

Tris Roth 

Glycin Roth 

Temed Roth 

DTT 

3 x SDS Sample-Puffer Cell Signaling 

Isopropanolol 99% Sigma 

H2O Delta Select 
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Puffer: 

Loading-Puffer 20 µl DTT + 180µl 3 x SDS 

Sample Bufffer 

1,5M  Tris pH 8,8 / 0,4% SDS 181,7g in 800ml H2O, mit wenig 

konz. HCL auf pH 8,8 einstellen; 

auf 1l  4g SDS 

1M Tris pH 6,8 / 0,4% SDS 121,1g in 800ml H2O, mit mind. 

70ml konz. HCL auf pH 6,8 

einstellen, auf 1l  4g SDS 

10% APS 1g / 10ml H2O 

Elektrophorese-Puffer (1 x 5, 400ml + 1600ml H2O)  

Tris 30,3g 

Glycin  144g 

SDS 10g 

H2O 2000m l 

 

12% Polyacrylamidgel: 

12% Trenngel: 

30% Acrylamid / 0,8% Bisacrylamid 4ml 

1,5M  Tris pH 8,8 / 0,4% SDS 2,5ml 

H2O 3,5m l 

10% APS 33,3µl 

Temed 6,68µl 

Sammelgel: 

30% Acrylamid / 0,8% Bisacrylamid 0,82ml 

1 M  Tris pH 6,8 / 0,4% SDS 1,6ml 

H2O 3,81m l 

10% APS 31,3µl 

Temed 6,3µl 

 

Gelelektrophorese Laufbedingungen: 15mA im Sammelgel, 20mA im Trenngel 
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Western Blot: 

 

Chemikalien Firm a: 

Tris Roth 

Glycin Roth 

SDS Solution 10% Sigma 

NaCl Roth 

Tween 20 Roth 

Trizma HCl, 1M, pH 7,6 Sigma 

Methanol (reinst) Merck 

Whatman Filterpapier Merck 

Blocking Agent Amersham 

ECL / ECL Plus Western Blotting Reagent Amersham 

 

Puffer: 

Transfer Puffer 200ml Stocklösung + 400ml 

Methanol + 1400ml H2O + 2ml 

SDS Solution 

Stocklösung  für Transfer Puffer(1 x 10): 30,3g Tris + 144g Glycin in 

1000ml H2O 

Blocking Lösung 2g Blocking Agent in 20ml TBS-

Tween Puffer  

TBS-Tween Puffer 40ml Trizma HCl, 1M, pH 7,6 + 

16g NaCl + 2ml Tween 20 in 

2000ml H2O 

 

Blotting Bedingungen: Über Nacht, der Transfer Puffer wurde vorher bei -20° gekühlt, 

bei 30 V 
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Zu 2.4.2: Bestim mung der Superoxidani onen durch Lucigenin-verstärkte 

Chemilumineszenz: 

 

Krebs/HEPES Puffer in mmol/L:  

Lucigenin   0,005   Sigma 

NaCl   4,69   Sigma 

CaCl2   2,5   Sigma 

Mg SO4   1,2   Sigma 

KH2PO4   1,03   Sigma 

NaHCO3   25   Sigma 

Na-HEPES   20   Sigma 

Glukose   5,6  Sigm a 

 pH    7,4  
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8. Abkürzungsverzeichnis 

 

5FU 5-Fluorouracil 

ADMA asym metrisches-Dimethyl-Arginin 

Akt Proteinkinase B 

BH4 Tetrahydrobiopterin 

CFU Kolonieform ende Einheiten 

CO2 Kohlenstoffdioxid 

DAG Diacyglycerol 

DAPI Diam ino-Phenylindol 

DDAH Dim ethylarginase-Dimethylaminohydrolase 

DHE Dihydroethidium  

dil-ac-LDL 1,1´-dioctadecyl-3,3,3´,3-tetram ethyl-indocarbocyanine 

perchlorate markiertem acetylierten LDL 

DOCA Deoxycorticosteronacetat 

ecSOD-knockout-Maus extrazelluläre-SOD-Knockout-Maus 

EDTA Ethylendiam intetraacetat 

FITC fluoreszierendem  Isothiocyanat 

eNOS endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthetase 

EPC endotheliale Progenitorzelle 

FACS Durchflußzytom etrie  

FAD Flavin-Adenin-Dinukleotid 

FCS f etalem Kälberserum 

FMN Flavinm ononucleotid 

GPx-1 Glutathionperoxidase 

HPLC High-Performance Liquid Chromatography 

HUVEC Nabelschnurendothelzellen 

IGF-1 Insulin-like Growth Factor 

L-NNA N G-nitro-L-Arginin 

MDA-TBA-Addukt Malondialdehyd-Thiobarbituratsäure-Addukte  

MMP Matrixm etalloproteinase 

MnSOD m anganhaltige Superoxiddismutase 
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NADPH Nicotinsäuream id-Adenin-Dinucleotid-Phosphat 

NO Stickstoffm onoxid 

NOS 3-/- eNOS-Knockoutm aus 

NOS Stickstoffm onoxid-Synthetase 

NOX NADPH-Oxidase 

O2 Sauerst off  

O2
- Superoxidanion  

p38 MAP-Kinase mitogenaktivierte Proteinkinase p38 

PBMC mononukleären Zellen aus peripheren Blut 

PBS phosphatgepufferten Salzlösung 

PKC Proteinkinase C 

PVDF-Membran Polyvinylidendifluorid-Mem bran 

rhGH rekombinanter humaner Growth Factor 

ROS reaktiver Sauerstoffradikale 

SDF1 Strom azellenwachstumsfaktor 

SDS-Page Sodium dodecylsulfate polyacrylamide gel electrophoresis 

SHR spontane hypertensive Ratten 

SOD Superoxid-Dism utase 

TBS-TWEEN Tris gepufferte Salz-Tween Lösung 

UEA-1 FITC-konjugiertem Lektin von Ulex europeus 

VEGF Vascular Endothelial Growth Factor 

VEGFR2 Vascular Endothelial Growth Factor Rezeptor 2 

VWF von-W illebrand-Faktors 
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