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Zusammenfassung

v

Die Ausbildung eines gefdfSreichen, hyperperme-
ablen Granulationsgewebes ist eine der Grund-
voraussetzungen fiir einen geweberekonstruie-
renden Heilungsprozess. Morphologische und
funktionelle Untersuchungen am Ulcus cruris
venosum geben Hinweis darauf, dass die Endo-
thelzellfunktion und letztlich die Ausbildung
eines gefdRreichen Granulationsgewebes gestort
sind. Die Mechanismen der verzégerten Wund-
heilung, insbesondere der Kapillarrarifizierung
im Wundbereich sind bisher in ihren molekula-
ren Grundlagen nicht verstanden. Auf der Grund-
lage dieser Beobachtungen formulierten wir die
Hypothese, dass die verminderte Ausbildung
eines gefdBreichen Granulationsgewebes im
Ulcus cruris venosum mit einer eingeschrankten
Aktivitdt der Proteine der Familie des vaskuldren
Endothelzellfaktors (Vascular endothelial growth
factor-A, VEGF-A; Placenta growth factor, PIGF-
1/-2) einhergeht. Um die Rolle der VEGF-Proteine
in der kutanen Wundheilung herauszuarbeiten,
untersuchten wir die Expression und Stabilitdt

von VEGF-A und PIGF und ihrer Rezeptoren in
heilenden und nicht heilenden humanen Wun-
den. Unsere Untersuchungen (Spaltung durch
Proteinasen, MALDI-TOF-Analyse, BIAcore-Ana-
lyse, funktionelle In-vitro- und In-vivo-Analysen
der GefaRbildung) weisen darauf hin, dass die Ak-
tivitdit von VEGF165 und PIGF durch eine plas-
minkatalysierte Spaltung der Carboxyl-termina-
len Heparinbindungsdomdne reguliert werden
kann. Struktur-Funktions-Analysen der Molekiile
zeigten, dass die Zellproliferation und die Bin-
dung an extrazelluldire Matrix durch die Car-
boxyl-terminale Sequenz reguliert wird. In db/
db-Madusen fiihrte die lokale Verabreichung einer
plasminresistenten VEGF165-Mutante zu einer
gesteigerten Angiogenese und letztlich zu einem
beschleunigten Wundschluss. Die tierexperimen-
tellen Studien unterstiitzen somit die von uns im
Humanmodell gewonnen Erkenntnisse eines Ak-
tivitdtsverlustes der VEGF-Proteine durch Proteo-
lyse in der chronischen Wunde. Dariiber hinaus
unterstreichen sie das therapeutische Potenzial
der plasminresistenten VEGF165-Mutante bei
chronischen Wundheilungsstérungen.

Einleitung

v

Die Wiederherstellung der Barrierefunktion der
Haut nach einer Verletzung ist von grundlegender
Bedeutung fiir jeden Organismus und stellt das
primdre Ziel der Geweberegeneration und Wund-
heilung dar. Fiir den Heilungsprozess verwendet
die Natur Mechanismen, wie sie prinzipiell auch
bei anderen Prozessen, z.B. der embryonalen Ent-
wicklung, Entziindung, Fibrose, aber auch bei Tu-
morwachstum und Metastasierung beobachtet
werden. Diesen Prozessen gemeinsam ist die
stringente, zeitlich und rdumlich aufeinander ab-

* Vortrag gehalten anldsslich der Verleihung des Wissen-
schaftspreises 2012 der Berliner Stiftung fiir Dermatolo-
gie an die Autorin. Dresden, 2. Mai 2013
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gestimmte Kontrolle des Zellwachstums und -dif-
ferenzierung durch ein komplexes Netzwerk zahl-
reicher loslicher Zytokine und Matrixmolekiile.
Fehlsteuerungen dieser Wechselwirkungen kon-
nen zu Defiziten im Heilungsprozess (chronische
Wunden), persistierender Entziindung, Fibrose
oder auch Tumorwachstum fiihren.

In den letzten Jahren hat eine intensivierte
Grundlagenforschung zur Aufkldrung von zellula-
ren und molekularen Mechanismen epidermaler
und dermaler Reparaturprozesse gefiihrt [1,2].
Mit der Identifizierung von Wachstumsfaktoren,
die essenzielle Zellfunktionen im Wundheilungs-
verlauf regulieren, schien ein Durchbruch in der
Therapie chronischer Wundheilungsstérungen
erreicht. In tierexperimentellen Untersuchungen
wurde sehr erfolgreich belegt, dass die topische
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Applikation rekombinanter Wachstumsfaktoren den gestorten
Wundheilungsprozess normalisiert [3]. Obwohl die molekularen
und zelluldren Grundlagen gestorter Zell-Zell- und Zell-Matrix-
interaktionen in der Wunde wenig verstanden waren, fiihrten
die erfolgreichen experimentellen Untersuchungen rasch zum
klinischen Einsatz rekombinanter ~Wachstumsmediatoren
(Brown 1989, erster klinischer Einsatz eines rekombinanten
Wachstumsfaktors in der kutanen Wundheilung). Das unzurei-
chende Verstindnis der gestérten molekularen und zelluliren
Vorgédnge im Kontext eines ,,feindlichen Mikromilieus*“ der chro-
nischen Wunde hat letztlich zum Versagen moderner Therapie-
ansdtze mit rekombinanten Wachstumsfaktoren und zur Enttdu-
schung seitens der Industrie, der Patienten und klinisch tatiger
Arzte gefiihrt. Diese Enttiuschung ist vermutlich nicht gerecht-
fertigt. Zwischenzeitlich liegen neue Berichte von anderen und
unserer Arbeitsgruppe vor, die zeigen, dass eine bessere moleku-
lare Charakterisierung des chronischen Wundmilieus nicht nur
den rekombinanten Wachstumsfaktoren in modifizierter An-
wendung eine ungleich bessere therapeutische Chance bietet,
sondern vermutlich zu neuen kausalen, in die Pathophysiologie
der chronischen Wunde eingreifenden, innovativen Therapiean-
sdtzen fiihrt.

Die Ausbildung eines gefdRreichen, hyperpermeablen Granula-
tionsgewebes ist eine der Grundvoraussetzungen fiir einen ge-
weberekonstruierenden Heilungsprozess. Morphologische und
funktionelle Untersuchungen am Ulcus cruris venosum geben
Hinweis darauf, dass die Endothelzellfunktion und letztlich die
Ausbildung eines gefdfSreichen Granulationsgewebes gestort
sind [4,5]. Die Mechanismen der verzégerten Wundheilung, ins-
besondere der Kapillarrarifizierung im Wundbereich, sind bisher
in ihren molekularen Grundlagen nicht verstanden. Auf der
Grundlage dieser Beobachtungen formulierten wir die Hypothe-
se, dass die verminderte Ausbildung eines gefdfSreichen Granula-
tionsgewebes im Ulcus cruris venosum mit einer eingeschrank-
ten Aktivitdt des vaskuldren Endothelzellfaktors (VEGF-A), auch
bekannt als vaskuldrer Permeabilitdtsfaktor (vascular permeabil-
ity factor, VPF), einhergeht. VEGF-A ist ein fiir das GefaBwachs-
tum essenzieller und seit seiner Identifizierung durch Senger
und Ferrara meistuntersuchter Angiogenesemediator [6,7,8].
VEGF-A stellt ein zentrales Molekiil in der Regulation von Vasku-
logenese (Neubildung von GefdRen) und Angiogenese (Ausspros-
sung von GefdBen aus bereits bestehenden Gefdllen) dar [9].
Neben VEGF-A sind weitere Wachstumsfaktoren beschrieben
worden, die untereinander eine hohe strukturelle und funktio-
nelle Homologie aufweisen und als Familie der VEGF-Molekiile
mit VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E und plazentarem Wachs-
tumsfaktor (PIGF) bezeichnet werden [10,11]. VEGF-A ist ein
homodimeres Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von
35-45kDa. Bisher wurden in humanen Zellen mindestens sechs
verschiedene Isoformen identifiziert (VEGF121, 145, 165, 183,
189, 206), die durch alternatives SpleiBen der mRNA aus einem
einzelnen Gen hervorgehen. In den meisten humanen Geweben
liegt die Expression der Isoformen VEGF121 und VEGF165 vor.
Dabei scheint VEGF165 die groRere biologische Relevanz und
Aktivitdt zu haben. Ein wesentlicher biochemischer und letztlich
funktioneller Unterschied der Isoformen besteht in ihrer Bin-
dungseigenschaft an extrazelluldre Matrixmolekiile und ihre un-
terschiedliche Affinitdt zu den VEGF-Rezeptoren VEGFR-1 (FIt-1),
VEGFR-2 (FlIk-1/KDR) und Neuropilin-1 [12]. Diese Eigenschaften
werden insbesondere durch die Heparinbindungsdomadne, die in
Exon 6 und 7 kodiert wird, bestimmt [13].
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Ergebnisse und Diskussion

v

Um die Rolle von VEGF-A in der kutanen Wundheilung herauszu-
arbeiten, untersuchten wir zundchst die Expression von VEGF-A
und seiner Rezeptoren mittels immunhistochemischer Farbun-
gen, In-situ-Hybridisierung und semiquantitativen RT-PCR-Ana-
lysen in heilenden und nicht heilenden humanen Wunden. Die
Untersuchungen zeigten, dass sowohl in heilenden wie auch in
nicht heilenden Wunden die Expression von VEGF-A sowie sei-
ner Rezeptoren induziert ist [14]. Diese Beobachtungen veran-
lassten uns, die Stabilitdt von VEGF-A-Protein im Wundmilieu
zu analysieren. Zu diesem Zweck wurde rekombinantes humanes
VEGF165-Protein in Wundsekret humaner heilender und nicht
heilender Wunden {iber einen definierten Zeitraum inkubiert
und die Integritit von VEGF165-Protein mittels Western-Blot-
Analyse dargestellt. Hier zeigte sich, dass VEGF165 im Milieu der
chronischen Wunde im Gegensatz zur heilenden Wunde proteo-
lytisch abgebaut wird [14]. Um herauszuarbeiten, welche Protea-
sen im Milieu der nicht heilenden Wunden an der Degradation
von VEGF165-Protein beteiligt sind, wurden umfassende Protei-
naseinhibitoranalysen durchgefiihrt. Zusammenfassend legen
diese Untersuchungen nahe, dass Plasmin eine der Serinprotei-
nasen darstellt, die an der Degradation von VEGF165 im Milieu
nicht heilender Wunden mafgeblich beteiligt ist. Die Spaltung
von VEGF165 durch Plasmin konnte durch eine amino-terminale
Sequenzierung und MALDI-TOF-Analyse der VEGF-Spaltproduk-
te nach Plasmindegradation bestdtigt werden [14]. Mittels dieser
Techniken konnte die am weitesten N-terminal gelegene Plas-
minschnittstelle zwischen Arginin110 und Alanin111 identifi-
ziert werden. Die Spaltung resultiert somit in den Verlust der
Heparinbindungsdomdne von VEGF165. Weiterfithrende Unter-
suchungen belegten, dass diese Domdne wesentlich an der Regu-
lation der VEGF165-Aktivitdt beteiligt ist [15]. Zu diesen zdhlen
die Interaktion mit extrazelluldiren Matrixmolekiilen, die Affini-
tdt zu VEGF-Rezeptoren, die Interaktion mit pro- und anti-angio-
genen Mediatoren. Unsere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass die
mitogene VEGF165-Aktivitdt durch die Plasmindegradation sig-
nifikant reduziert ist. Diese Untersuchungen weisen zum einen
darauf hin, dass die férdernde Wirkung von VEGF165 auf die Zell-
proliferation durch eine plasminkatalysierte Spaltung reguliert
werden kann. Ferner dienen diese Untersuchungen Struktur-
Funktions-Analysen des VEGF-Molekiils, da sie zeigen, dass die
proliferative Wirksamkeit von VEGF165 durch die Carboxyl-ter-
minale Sequenz, die im wesentlichen durch Exon 7 kodiert ist,
reguliert wird. Letztlich unterstiitzen diese Ergebnisse unsere
Arbeitshypothese, dass eine eingeschrankte GefdRausbildung im
Ulcus cruris venosum mit einer verminderten VEGF-Aktivitdt
assoziiert ist.

In einem Folgeprojekt, in dem die Bedeutung der Plasminspal-
tung von VEGF165 fiir die Wundheilung herausgearbeitet wurde,
ist es uns gelungen, durch einen zielgerichteten Mutagenesean-
satz eine plasminresistente VEGF165-Mutante zu generieren
[16]. Alanin an der Position 111 wurde durch ein Prolin ersetzt.
Da die Mutation an einer fiir die biologische Aktivitit des
VEGF165-Molekiils kritischen Stelle durchgefiihrt wurde, war zu
befiirchten, dass eine verdnderte Proteinstruktur in diesem Be-
reich die Aktivitdt von VEGF165 negativ beeinflusst. Insbesonde-
re die Aminosdure Prolin wirkt als starker a-Helix-Brecher und
kann die Konformation des Proteins beeinflussen. Es war daher
in besonderem MafRe positiv {iberraschend, dass die generierte
VEGF165-Mutante sowohl gegeniiber Plasmin und im Sekret
chronischer humaner Wunden stabil war und zugleich noch
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eine dem Wildtypprotein entsprechende Aktivitdt zeigte. Dar-
iber hinaus war die molekulare Modifikation eines Schliisselme-
diators der Wundheilung, die zu einer erhéhten Stabilitdt und
Aktivitdt im proteasereichen Mikromilieu der chronischen Wun-
de resultiert, seinerzeit innovativ und bisher einzigartig in die-
sem Kontext. Es stellte sich nun die Frage, ob sich die plasminre-
sistente VEGF165-Mutante auch in der In-vivo-Situation durch
gesteigerte angiogenetische Eigenschaften auszeichnet und so-
mit fiir die Behandlung chronischer Wundheilungsstérungen
therapeutisch nutzbar ist.

Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe konnten die Bedeutung
von VEGF165 als Modulator der Wundangiogenese in einem
Mausmodell mit einer gestorten Wundheilung (db/db-Maus) auf-
zeigen [15]. In diesem Modell ist der verzogerte Wundschluss,
vergleichbar zur Humansituation, durch eine Reduzierung der
Angiogenese, verminderte VEGF165-Aktivitdt und erhohte Plas-
minaktivitdt gekennzeichnet. Unsere Untersuchungen zeigen,
dass in db/db-Mdusen die lokale Verabreichung der plasminresis-
tenten VEGF165-Mutante die Angiogenese wdhrend der Wund-
heilung stimuliert und letztlich zu einem beschleunigten Wund-
schluss fiihrt. Dariiber hinaus sind die GefdBstrukturen der mit
der VEGF165-Mutante behandelten Wunden gegeniiber den mit
Wildtypprotein behandelten Wunden signifikant verandert. Die
Dichte der sich neu ausgebildeten GefdRe war signifikant erh6ht
und die GefdBstrukturen zeigten eine erhdhte Stabilitdt. Die er-
hohte GefdRstabilitdt war durch eine reduzierte Endothelzell-
apoptose und gesteigerte Rekrutierung perivaskuldrer Zellen
charakterisiert. Diese vaskuldren Verdnderungen waren mit
einer erhohten Stabilitit des mutierten Proteins assoziiert, die
aufeine erhohte und verlangerte VEGF165-Aktivitdt im Wundge-
webe schlief3en ldsst. Die tierexperimentellen Studien unterstiit-
zen somit die von uns im Humanmodell gewonnenen Erkennt-
nisse {iber die Bedeutung des Aktivitdtsverlustes von VEGF in
der Pathogenese der gestdrten Wundheilung. Dariiber hinaus
unterstreichen sie das therapeutische Potenzial der plasmin-
resistenten VEGF165-Mutante bei chronischen Wundheilungs-
storungen.

In den vergangenen Jahren wurde von unterschiedlichen Arbeits-
gruppen die Bedeutung der extrazelluldren Matrix fiir die Ausbil-
dung eines funktionellen GefdRsystems herausgearbeitet [17].
Durch diese Arbeiten wurde ebenfalls die wesentliche Funktion
der Interaktion zwischen Komponenten der extrazelluliren
Matrix und Wachstumsfaktoren, insbesondere VEGF-A, fiir das
GefdBwachstum deutlich. In den vergangen Jahren befassten wir
uns zusdtzlich mit der Entwicklung neuer molekularer Technolo-
gien, welche die Wirksamkeit von VEGF im Kontext mit der ex-
trazelluldren Matrix optimieren. In Zusammenarbeit mit Jeffrey
Hubbel (EPFL Lausanne) haben wir ein Verfahren entwickelt, um
neue Gewebeersatzmaterialien (z.B. Fibrin) mit VEGF-Protein zu
bestiicken, um somit die GefdRbildung zu férdern. Zu diesem
Zweck wurden VEGF-Mutanten mit neuen biologischen Funktio-
nen (z.B. Matrixbindung, Integrinbindung) generiert. In In-vitro-
und In-vivo-Modellen der Angiogenese und Gewebereparatur
wurden die funktionellen Eigenschaften der Molekiile charakte-
risiert [18]. Diese Projekte verfolgen langfristig das Ziel, eine bio-
logisch aktive Matrix fiir den Gewebeersatz zu schaffen.

Seit der Entdeckung von VEGF-A wurden bisher 6 weitere Pro-
teine mit struktureller und funktioneller Homologie identifiziert,
die als Familie der VEGF-Proteine zusammengefasst werden. Die
biologischen Eigenschaften und die Regulation dieser unter-
schiedlichen Molekiile sind bisher nur ansatzweise verstanden.
Auf der Grundlage der Erkenntnisse tiber VEGF-A beschiftigten
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wir uns auch mit der Frage, ob die Regulationsmechanismen von
VEGF-A (z.B. Proteasensensitivitdt, Funktion der Heparinbin-
dungsdomadne) generelle Prinzipien fiir die Regulation der Aktivi-
tdt der Proteine der VEGF-Familie darstellen. Hier konnten wir in
einer aktuellen Arbeit zeigen, dass auch der plazentare Wachs-
tumsfaktor (PIGF) durch Plasmin-vermittelte Proteolyse der C-ter-
minalen, heparinbindenden Domadne reguliert wird [19].
Zusammenfassend verdeutlichen die vorliegenden Untersuchun-
gen, dass der von der Arbeitsgruppe gewdhlte Ansatz, der neben
In-vitro-Analysen und experimentellen Tiermodellen auch die
Humansituation einbezieht, sehr wertvoll fiir das Verstdndnis
der Physiologie des Wundprozesses und die Identifizierung
klinisch relevanter Pathomechanismen ist. Die vorliegenden
Arbeiten tragen zur Aufkldrung von Mechanismen bei, die einen
physiologischen Wundschluss verhindern. Dariiber hinaus bieten
die Erkenntnisse neue Ansdtze zur Entwicklung rationaler Thera-
pien.
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VEGF family members are key mediators in vascular remodeling.
Structure-function analysis of this protein family is not complete
and a detailed analysis is mandatory for a comprehensive under-
standing of this essential growth factor family in processes such
as tissue repair and cancer. A common structural feature of
VEGF proteins is differential mRNA splicing, which gives raise to
different protein isoforms, that differ primarily in the absence or
presence of a C-terminal domain of highly basic-amino acids. This
so called heparin-binding domain (HBD) has been identified as
the epitope for neuropilin and proteoglycans, both of which are
central receptor molecules to control vascular growth. Further-
more, there is genetic evidence demonstrating that the HBD is
essential for vascular patterning and survival. However, it is still
unclear how cell functions are specifically modulated by HBD-in-
teractions in different VEGF proteins. Furthermore, beside genet-
ic mechanisms no other process has been identified that controls
the activity of the HBD. We performed systematic structure-func-
tion analysis of different VEGF family members (Vascular endo-
thelial growth factor-A, VEGF-A; Placenta growth factor, PIGF-
1/-2). Using screens for protease sensitivity, MALDI-TOF-mass-
spectrometry, BlAcore analysis and functional in vitro and in
vivo angiogenic assays, we revealed novel chemotactic and mol-
ecular binding activities of the C-terminal domain of PIGF iso-
forms. Furthermore, in different VEGF proteins (VEGF-A, PIGF)
we identified a specific plasmin-cleavage site, which leads to
loss of the HBD and significant alterations in functional proper-
ties of VEGF proteins. Differential analysis of the amino acid
sequence of the plasmin cleavage site in VEGF proteins across dif-
ferent species revealed a high conservation. Our data strongly
support the significant impact of the HBD of different VEGF pro-
teins on vascular remodeling and emphasize plasmin-mediated
cleavage as a general mechanism that controls interactions of dif-
ferent VEGF family members with neuropilins and proteoglycans.
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