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Die therapeutischen
Effekte endothelialer
Progenitorzellen beim
LPS-induzierten ARDS

Zusammenfassung

Hintergrund und Fragestellung: Das
Endotoxin-induzierte Acute Respiratory
Distress Syndrome (ARDS) ist durch
Funktionsstérungen in der mikrovasku-
ldren Strombahn mit Permeabilitats-
storung und Ausbildung eines Lungen-
6dems sowie Apoptose und Nekrose
von Endothel- und Epithelzellen gekenn-
zeichnet. Bei Sepsispatienten, von denen
etwa die Hdlfte eine Lungenbeteiligung
aufwies, konnten vermehrt zirkulierende
endotheliale Vorlduferzellen (cEPC) de-
tektiert werden, deren Konzentration sich
umgekehrt proportional zu Schwere und
Mortalitét verhielt und die im erkrankten
Lungengewebe adhérierten. Somit schei-
nen kurz nach der initialen Schadigung
bereits reparative Prozesse der zelluldren
kapilldren Strukturen initiiert zu werden.
Ziel der vorliegenden Studie war es daher,
das Potential von EPC als Therapieoption
beim ARDS zu untersuchen.

Methodik: In einem Modell des Lipopo-
lysaccharide (LPS)-induzierten isolierten
ARDS wurden Ratten allogene EPC aus
dem Knochenmark (10° Zellen) intra-
vends appliziert. Als Kontrollgruppen
dienten sowohl LPS-behandelte Ratten,
die keine EPC injiziert bekamen, als auch
Ratten, die nur NaCl erhielten.

Ergebnisse: Im Vergleich zu den Tieren,
die nur LPS erhielten, konnten nach 24
Stunden in der LPS+EPC-Gruppe ein sig-
nifikant verbesserter Gasaustausch (PaO,:
87 vs 74%, p<0,01), eine Inhibition der
Synthese proinflammatorischer Zytokine
(IL1p: 28 vs 114pg/ml, p<0,03), eine
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verbesserte klinische Symptomatik und
letztendlich eine verminderte Mortalitat
(p<0,024) nachgewiesen werden.

Schlussfolgerungen: EPC scheinen somit
eine mogliche Rolle in der Regeneration
der entziindlich verdnderten kapilldren
Strombahn einzunehmen. Eine Erhthung
der EPC-Konzentration kénnte dement-
sprechend eine neue therapeutische Op-
tion in der Sepsistherapie darstellen.

Summary

Background: Endotoxin-induced ARDS
is characterized by diffuse dysfunction
of the microvasculature including incre-
ased permeability with edema formation
and apoptosis or necrosis of endothelial
and epithelial cells. Concomitantly, an
increased concentration of circulating
endothelial progenitor cells (EPC) was
found in septic patients, of which more
than half have pulmonary involvement.
The number of circulating EPC corre-
lated inversely to disease severity and
mortality. Since these EPC were found
homing to damaged lung tissue, a repa-
rative process seems to be initiated right
after the initiation of vessel damage or
degeneration. In the present study we
investigated the potential of EPC as a
treatment strategy in ARDS.

Method: Bone marrow-derived EPC were
administered systemically to rats suffering
from LPS-induced isolated ARDS. LPS- or
vehicle-treated rats served as controls.

Results: Rats treated with EPC showed
significantly improved pulmonary gas ex-
change, an inhibition of pro-inflammatory
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cytokine synthesis, an improved clinical
course and a reduced mortality (p<0.024)
compared to rats receiving LPS alone.

Conclusion: These findings suggest that
the application of exogenous EPC can re-
duce the severity of septic organ damage.
EPC treatment might therefore become a
novel therapeutic option in the manage-
ment of sepsis.

Einleitung

Das Acute respiratory distress syndrome
(ARDS) ist charakterisiert durch eine
Schadigung der alveolar-kapilldaren
Membran mit gesteigerter vaskuldrer Per-
meabilitdt, Odembildung und Hypoxie.
Begleitet wird dies durch die Anhdufung
von Entziindungszellen am Ort einer
massiven endothelialen und epithelialen
Schadigung mit Schwellung und Defor-
mierung bis zur Apoptose oder Nekrose
der Zellen.

Aktuell gibt es zunehmend Hinweise
darauf, dass gleichzeitig mit dieser Scha-
digung auch reparative Prozesse induziert
werden. In diesem Rahmen bewirken
endotheliale Vorlauferzellen (EPC), wel-
che durch eine Reihe von Mediatoren
(z.B. Zytokine und Wachstumsfaktoren)
vermehrt aus dem Knochenmark in die
Zirkulation freigesetzt werden, eine Re-
Endothelialisierung und fihren durch
die Stabilisierung der kapillaren Struktu-
ren zu signifikanten Verbesserungen der
Perfusion, der Sauerstoffversorgung und
damit der Organfunktion.

Im peripheren Blut von Gesunden ent-
spricht die Anzahl an zirkulierenden EPC
nur etwa 0,001-0,05% der mononuklea-
ren Zellfraktion [1]. Sie stammen aus dem
Knochenmark (KM), welches u.a. hima-
topoetische (HSC) und mesenchymale
Stammzellen (MSC) beinhaltet. Diese
wiederum kénnen sich entsprechend den
vorhandenen Wachstumsbedingungen in
verschiedene Zelltypen mit unterschiedli-
chem Phanotyp differenzieren. Zellen mit
endothelialem Phanotyp differenzieren
sich primar aus HSC. Gleichzeitig kdnnen
aber auch SC der Myeloid-Reihe und
der MSC-Reihe endotheliale Marker ex-
primieren und einen endothelialen Pha-
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notyp annehmen [2]. Trotz anhaltender
kontroverser Diskussionen ist etabliert,
dass der Nachweis der Kombination des
hdmatopoetischen Stammzellmarkerpro-
teins CD34, des Progenitormarkerproteins
CD133 und des Endothelmarkerproteins
CD31 oder VEGFR-2 eine Identifizierung
endothelialer Stammzellen erlaubt [3].

Das regenerative oder reparative Poten-
tial dieser Zellen wurde in einer Reihe
von Tiermodellen mit akuter Gefafscha-
digung, peripherer und myokardialer
Ischdmie oder Ischdmie/Reperfusions-
schaden nach Organtransplantation durch
die intravendse oder lokale Applikation
von EPC bereits bestétigt. In eigenen
Voruntersuchungen an Sepsispatienten
konnten wir im Vergleich zu nicht-septi-
schen Patienten und Gesunden einen
signifikanten Anstieg der Anzahl zirku-
lierender EPC (cEPC) im Vollblut zeigen
[4]. Die cEPC-Konzentration war dabei
umgekehrt proportional zu Schweregrad
der Sepsis und Mortalitdt. Auch bestand
eine positive Korrelation zwischen den
Serumkonzentrationen von an der EPC-
Freisetzung beteiligten Mediatoren wie
Vascular endothelial growth factor (VEGF),
Granulocyte macrophage-colony stimula-
ting factor (GM-CSF) und Erythropoietin
und der cEPC-Konzentration. Aus diesen
Daten schlussfolgerten wir, dass die ver-
mehrte Freisetzung endothelialer Vor-
lduferzellen aus dem Knochenmark in der
Friihphase der Sepsis bereits Reparatur-
mechanismen des geschadigten Endothels
initileren konnte. Eindrucksvoll wurde
dies auch kiirzlich in einer In-vitro-Studie
bestatigt, in der die Zugabe von EPC zu
einer geschadigten endothelialen Zell-
schicht deren gesteigerte Permeabilitdt
signifikant reduzieren konnte [5].

Andere Forschungsgruppen bestatigen
derzeit vorrangig im Tiermodell die er-
hohte Konzentration von cEPC bei akuter
Lungenerkrankung mit oder ohne zu-
grunde liegender Sepsis [6,7]. Sie beob-
achteten ebenfalls eine Assoziation von
erhohter EPC-Konzentration im periphe-
ren Blut und gilinstigem klinischem Ver-
lauf. Chen-Fu et al. [8], Gao et al. [9] und
Mao et al. [10] zeigten, dass die intrave-
nose Transplantation von kultivierten EPC
den Schweregrad eines ARDS reduziert.

Auch konnten sie nachweisen, dass die
intravends applizierten Zellen tatsdchlich
in das geschadigte Lungengewebe migrie-
ren und dort auch adhdrieren.

Die erhohte Zahl von cEPC kénnte somit
nicht nur als ein diagnostischer oder
prognostischer Parameter einer Lungen-
schiadigung dienen, sondern durch die
offensichtlich verbesserte Regenerations-
fahigkeit der endothelialen Barriere eine
neue Therapieoption bei Schrankensto-
rungen darstellen. In der vorliegenden
Studie wurde am isolierten Endotoxin-
induzierten ARDS im Rattenmodell un-
tersucht, ob exogen applizierte EPC zu
Verbesserungen der Lungenfunktion und
des Uberlebens fiihren kdnnen.

Tierversuche

Die Versuche wurden beim Regierungs-
prasidium  Karlsruhe —angezeigt und
genehmigt. Die ,Principles of Laboratory
Animal Care” und das Tierschutzgesetz
wurden in der jeweils aktuellen Fassung
eingehalten.

Wistar-Ratten wurde unter Sedierung
zundchst ein Polypropylen-Katheter in die
A. femoralis zur mehrmaligen arteriellen
Blutentnahme implantiert. AnschlieBend
wurde ein Kathetersystem (AeroProbe,
Trudell Medical International, Ontario,
Canada) zur Verneblung von LPS oder
Placebo in die Trachea eingebracht. Das
Betriebssystem (LABneb, Trudell Medical
International, Ontario, Canada) gibt an
dieses einen Druck von 60 psi und ei-
nen Fluss von 1,4 I/min. Das Intervall
wurde auf 60 ms festgesetzt, der daraus
resultierende  kurze Sprithstols  wurde
atemsynchron appliziert. Nach Deposi-
tion der gewlinschten LPS-Dosis wurde
das Kathetersystem entfernt.

Im weiteren Versuchsablauf wurden die
Tiere unter den Gesichtspunkten Aktivitt,
Augenrandverfarbung durch Sekret der
Harderschen Drisen, Fellpflege sowie
Gewichtsverdnderungen beobachtet und
Blutentnahmen durchgefiihrt. Die Para-
meter wurden zu den Zeitpunkten 12,
24, 40 und 72 Stunden nach LPS oder LPS
plus EPC-Applikation erfasst. Nach 72
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Stunden wurden die Tiere im Finalversuch
unter tiefer Narkose euthanasiert und die
Lunge zur Entnahme freiprapariert. Der
rechte Mittellappen wurde zur Quantifi-
zierung des Lungenddems als Korrelat der
Wet/dry-ratio direkt nach dem Finalver-
such und nach 24 h im Trockenschrank
gewogen. Weitere Lungenlappen und
Organe wurden in Paraffin konserviert.

Bei den Langzeitversuchen (ber 10
Tage wurde auf die Anlage eines Femo-
raliskatheters verzichtet, die Ubrigen
Schritte der LPS- und EPC-Applikation
wurden wie beschrieben durchgefiihrt.
Die Verlaufsparameter wurden taglich
erfasst, der Finalversuch am 10. Tag nach
LPS-Lungenschéddigung in gleicher Form
durchgefiihrt.

Knochenmark-Entnahme

Zur Gewinnung von Knochenmarkzellen
(KM-PBMC) wurde das Knochenmark von
Femuren ca. 8 Wochen alter Wistar-Ratten
verwendet, die vorher mit Isoflurane
narkotisiert und mittels zervikaler Dislo-
kation euthanasiert worden waren. Der
Zellzylinder wurde Uber ein 40 pm Sieb
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gefiltert, und die mononukledren Zellen
mittels Dichtezentrifugation gewonnen.
Die Vitalitatspriifung der Zellsuspension
erfolgte mit Trypanblaufarbung.

Gewinnung endothelialer Progenitor-
zellen

EPCs wurden durch positive Selektion
mittels CD133 Microbeads (Miltenyi
Biotech) aus der KM-Zellsuspension se-
lektiert. Es handelt sich bei den Beads um
paramagnetische Mikromolekiile, verbun-
den mit monoklonalen anti-CD133-1-
Antikorpern. Mit Hilfe dieser Beads findet
eine selektive Bindung der CD133-posi-
tiven Progenitorzellen in einem Magnet-
feld statt. Fiir die CD133-Microbead-
Sdule wurden 2x10°® PBMC eingesetzt
und die Magnetsdule nach Herstelleran-
leitung verwendet.

Injektion endothelialer Progenitorzellen
Die Tiere erhielten unmittelbar nach
LPS-Injektion in Narkose entweder eine
in Tml NaCl 0,9% geldste 1x10° EPC-
Suspension oder 1ml NaCl 0,9% als
Kontrollgruppe in die Schwanzvene
injiziert.

Enzyme-linked Immunosorbent Assay
(ELISA)

Die Konzentrationen von TNF-a,, IL-1 und
IL-6 im Plasma wurden mittels ELISA ent-
sprechend den Angaben des Herstellers
bestimmt (R&D Systems Inc, Minneapo-
lis). Die Sensitivitdt der Assays ist mit ca.
15 pg/ml angegeben.

Statistik

Die statistische Analyse wurde mittels
Wilcoxon-Rangsummen-Test, One-way-
ANOVA oder Mann-Whitney-U-Test
durchgefihrt. Die Signifikanz wurde mit
p<0.05 definiert. Die nach Kaplan-Meier
ermittelten Uberlebensraten wurden mit
dem LogRank-Test verglichen. Die Kor-
rektur auf multiple Vergleiche erfolgte mit
dem Holm-Sidak-Test.

Das Ergebnis einer umfangreichen Dosis-
Wirkungsanalyse zeigte, dass mit 25 g/
kg KG LPS eine reproduzierbare Scha-
digung der Lungen und eine eindeutige
klinische Symptomatik induziert werden
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konnte. Neben dem Monitoring der kli-
nischen Symptomatik wurde zur Etablie-
rung des ARDS die TNF-a-Konzentration
im Serum bestimmt. Die Anzahl der
Tiere in den einzelnen Versuchsgruppen
war: NaCl-Gruppe: n=9, LPS-Gruppe:
n=17, davon 9 vorzeitig verstorben,
LPS+EPC-Gruppe: n=17, davon 4 vor-
zeitig verstorben, LPS-Langzeit: n=6,
LPS+EPC-Langzeit: n=6.

Mortalitat

Eine der Hauptfragestellungen dieser
Studie war, ob eine exogen induzierte
cEPC-Erhéhung therapeutische Effekte hat
und damit die Gesamtmortalitdt in diesem
ARDS-Modell giinstig beeinflusst werden
kann. Dies konnte bestdtigt werden, da
die Uberlebenswahrscheinlichkeit der
Tiere in der LPS-Gruppe signifikant ge-
geniiber der LPS+EPC-Gruppe reduziert
war (p<0,024) (Abb. 1).

Makroskopische Verinderungen
und klinische Symptome

Makroskopisch konnten 72 Stunden
nach LPS- bzw. LPS+EPC-Applikation
deutliche Unterschiede der Lungen in
beiden Untersuchungsgruppen nachge-
wiesen werden. Die Lungen der Ratten

Intensivmedizin

Intensive Care Medicine

Abbildung 1

Originalia

Original Articles

Survival Analysis

1,0

0,8

0,6

NaCL
LPS

p<0,024

Survival (%)

0,4

0,2

0,0 T T

0 20 40

Time (h)

60 80

Mortalitdt der Tiere der LPS- (dunkelgrau) versus LPS+EPC-Gruppe (hellgrau) versus Kontrolle (schwarz).

nach LPS-Applikation waren grofflachig
oder disseminiert kleinfleckig infiltriert,
teilweise waren livide Verfarbungen und
Hamorrhagien sichtbar. Diese Symptome
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waren bei den Lungen der Tiere, die zu-
satzlich EPC erhalten hatten, wesentlich
weniger ausgepragt (Abb. 2).
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Abbildung 2
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Makroskopische Verdanderungen der Lunge nach LPS-Verneblung (A) und LPS-Verneblung

plus EPC-Applikation (B).

Die vier klinischen Symptome rotlicher
Tranenfluss, Fellbeschaffenheit, Aktivitat
und Nahrungsaufnahme wurden zur
Evaluierung in unterschiedliche Schwe-
regrade (1=sehr gut bis 4=sehr schlecht)
tber die Zeit von drei Tagen klassifiziert.
Die Augensymptomatik mit Rotung und
Ausfluss rotlichen Sekretes war bei allen
Versuchstieren durch die LPS-Verneblung
bereits 12 Stunden nach der Applikation
sehr deutlich ausgepragt und iiber die Zeit
auch unverandert nachweisbar (Abb. 3A).

Eindrucksvolle Unterschiede zwischen
den Untersuchungsgruppen gab es aber
bei den weiteren drei Symptomen: Ein
ungepflegtes, mattes und struppiges Fell
zeigte sich innerhalb der ersten zwei
Tage nur in der LPS-Gruppe, die keine
EPC-Applikation erhalten hatte (Abb.
3B). Diese Tiere wiesen deutlich mehr
Krankheitssymptome und eine schlech-
tere Nahrungsaufnahme auf (Daten hier
nicht abgebildet) und waren sichtlich in-
aktiver (Abb. 3C).

Blutgasanalysen

Arterielle Blutgasanalysen wurden zu
allen Untersuchungszeitpunkten durch-
gefihrt. Die Applikation von EPC fiihrte
zu einer signifikanten Verbesserung der
Oxygenierung (Abb. 4). Der PaO, war bei
den Tieren in der LPS+EPC-Gruppe Uber
insgesamt 2 Tage signifikant gegeniiber
den Tieren in der LPS-Gruppe erhoht,
wobei Werte nahe denen der Tiere in der
NaCl-Gruppe erreicht wurden (Abb. 4A).
Nach drei Tagen waren die PaO,-Werte
immer noch besser, aber ohne statistische
Signifikanz. Anhand der PaCO,-Werte
zeigte sich eine diskrete Hyperventilation
aller LPS-behandelten Tiere unabhdngig
von der EPC-Injektion. Die Sauerstoffst-
tigung hingegen war wiederum sowohl
nach 24 als auch nach 40 Stunden durch
die EPC-Injektion signifikant gegeniiber
der LPS-Gruppe verbessert (Abb. 4B).

Zytokinkonzentrationen

Zur Bestatigung der Initiierung einer pro-
inflammatorischen Kaskade durch LPS
wurde die Konzentration der Zytokine
TNF-o, IL-T und IL-6 im Serum gemes-
sen. TNF-a erreichte nach der ersten
Stunde sein Punctum maximum; danach

Abbildung 3
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Klinische Symptome der Tiere nach NaCl-Verneblung (schwarze Linie), LPS-Verneblung (graue Linie) und LPS-Verneblung plus EPC-Applikation
(gestrichelte Linie). Die Punkte wurden wie folgt vergeben: Tranenflu (1=normal bis 4=hochrot), Fellbeschaffenheit (1=normal bis 4=struppig,
zerzaust, schmutzig) und Aktivitdt (1=normal bis 4=adynam).
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Abbildung 4
A B
110 98
*
9%
100
*
94 h——___
90 *‘~~-§
~ 92 Th—————- A
g —~
=
E 80 gi 90
= .
@) *
88
£ 70
86
60
84
50 82
12h 24h 40 h 72 h 12 h 24 h 40h 72 h

PaO, (A) und SaO, (B) iiber 72 Stunden in der Blutgasanalyse von Ratten, die entweder NaCl (schwarze Linie), LPS (graue Linie) oder LPS+EPC
(gestrichelte Linie) appliziert bekommen hatten; *p<0,05 LPS- vs. LPS+EPC-Gruppe.

fiel die Konzentration kontinuierlich auf
den Ausgangswert ab (Daten hier nicht
aufgefiihrt). Der maximale Anstieg der IL-
1-Serumkonzentration wurde 12 Stunden
nach LPS-Verneblung gemessen. Bereits
zu diesem Zeitpunkt waren signifikante
Unterschiede zwischen den beiden Un-

tersuchungsgruppen messbar: In der
LPS+EPC-Gruppe kam es zu einer deut-
lich geringeren IL-1-Synthese lber den
gesamten Beobachtungszeitraum (Abb.
5A). Ein ahnliches Ergebnis wurde fiir
die IL-6-Synthese nach LPS+EPC-Appli-
kation gefunden (Abb. 5B).

Feucht-Trockengewicht

Die finale Bestimmung des Feucht-
Trockengewichtes diente der Quantifizie-
rung des Lungenddems. Im Vergleich der
Gruppen zeigte sich zwar erwartungs-
gemdl ein deutlicher Unterschied im
Feucht-Trockengewicht zur NaCl-Gruppe,

Abbildung 5
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Serumkonzentration von IL-1 (A) und IL-6 (B) tiber 72 Stunden von Ratten, die entweder NaCl (schwarze Linie), LPS (graue Linie) oder LPS+EPC
(gestrichelte Linie) appliziert bekommen hatten; *p<0,05 LPS- vs. LPS+EPC-Gruppe.
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aber die beiden LPS-Gruppen unter-
schieden sich beziiglich des gemessenen
Lungengewichtes und der wet/dry-Ratio
nicht signifikant.

Langzeitergebnisse

In den klinischen Symptomen und dem
Verlauf der Zytokinsynthese gab es nach
dem tiblichen Beobachtungszeitraum von
3 Tagen zwischen den Untersuchungs-
gruppen keine signifikanten Unterschiede
mehr.

Es ist heute unumstritten, dass im Rah-
men der Angiogenese und Vaskulogenese
Vorlduferzellen aus dem Knochenmark
rekrutiert werden und zum Ort der Re-
vaskularisierung wandern, dort parakrine
Effekte entfalten oder sich direkt in
ausgereifte endotheliale oder andere Zel-
len differenzieren. Diesen Vorlauferzellen
wird jetzt auch eine zunehmende Bedeu-
tung fiir die Endothelzellregeneration nach
akuter und chronischer entziindungs-
bedingter Gewebeschadigung nachge-
wiesen [11]. Ausgehend von den Er-
gebnissen eigener Studien und den
ermutigenden Erfahrungen anderer For-
schungsgruppen, dass Progenitorzellen
bei Sepsis, ARDS und anderen entziindli-
chen Lungenerkrankungen [12] vermehrt
aus dem Knochenmark freigesetzt und in
die Zirkulation abgegeben werden sowie
deren Konzentration mit dem klinischen
Outcome der erkrankten Patienten korre-
liert, war es Ziel dieser Studie zu unter-
suchen, ob die Applikation exogener EPC
auch tatsdchlich klinisch relevante Effekte
auf die Lungenfunktion unter Sepsisbe-
dingungen induzieren kann.

Es konnte am isolierten ARDS bei der
Ratte gezeigt werden, dass nach LPS-
Vernebelung durch die Injektion von
EPC sowohl das makroskopische Bild
der Lunge als auch der funktionelle Gas-
austausch verbessert und die Synthese
proinflammatorischer Zytokine inhibiert
wurden; letztlich wurde dadurch auch die
Mortalitdt signifikant reduziert. Insbeson-
dere in der Friihphase des ARDS konnte
der klinische Verlauf signifikant verbessert
werden.
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LPS wurde in diesem vulnerablen In-vivo-
System nur einmal vernebelt und damit
konnte unser Ziel einer Beobachtung der
Akutphase des ARDS uber 72 Stunden
gut erfiillt werden. Fiir die Langzeitbeob-
achtungen miissen sicher Mehrfach- oder
Dauerapplikationen von LPS erwogen
und evaluiert werden, da die Tiere in
dieser Versuchsreihe, die nur LPS erhalten
und das Akutstadium nach 72 Stunden
tiberstanden hatten, auch danach stabil
und gesund blieben.

Wir konnten somit die ersten In-vivo-
Ergebnisse, die an einem Kaninchen-
Lungenmodell mit Olsiure-induziertem
ARDS im Jahre 2008 veroffentlicht wor-
den waren [14], bestdtigen. Durch eine au-
tologe Transplantation von EPC konnten
die Expression von iNOS in der Pulmo-
nalarterie, die Leukozyteninfiltrationen
sowie Hamorrhagien im Lungengewebe
signifikant reduziert werden. Im Gegen-
satz zu den Ergebnissen unserer Studie
konnte auch die Odembildung in der
Lunge signifikant reduziert werden. In Er-
weiterung dieser Untersuchungen wurde
erst kiirzlich am gleichen Modell gezeigt,
dass auch die Oxygenierung und der
Gasaustausch unter intravendser EPC-
Applikation signifikant verbessert werden
kann [15].

In einer anderen 2011 publizierten Un-
tersuchung wurde beim LPS-induziertem
ARDS des Kaninchens durch eine systemi-
sche EPC-Applikation die Expression von
Adhdsionsmolekiilen und die Synthese
proinflammatorischer Zytokine (TNF-a
oder IL-1-p) inhibiert sowie die Synthese
antiinflammatorischer  Zytokine (IL-10)
signifikant gesteigert. Auch wir konnten
eine signifikant reduzierte IL-1-Synthese
zeigen und als zweites Akutphaseprotein
ebenfalls eine reduzierte IL-6-Synthese
nachweisen. Interessanterweise konnten
die Autoren auch zeigen, dass durch
die EPC-Applikation die entziindungs-
bedingte Apoptose endothelialer und
epithelialer Zellen substantiell reduziert
wird [9].

Progenitorzellen scheinen damit neben
der Neovaskularisation auch die Gefdl%-
regeneration oder -reparatur zu stimu-
lieren und die lokale Inflammation zu
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inhibieren [16,17]. Die zugrunde liegen-
den Mechanismen dieser Effekte durch
EPC sind groftenteils noch unklar.
Aufgrund eigener und anderer Untersu-
chungen kénnen wir davon ausgehen,
dass EPC zum Ort der Schadigung wan-
dern und am geschddigten Endothel
adharieren, wenn auch wahrscheinlich
nur kurzzeitig. Beeindruckend wurde
dies nach intravendser EPC-Applikation
bei einem einseitig induzierten ARDS
gezeigt [18]: Die EPC ,homen” nur auf
der geschddigten und nicht auf der ge-
sunden Seite und auch in keinem ande-
ren gesunden Organ. Trotzdem konnte
eine In-vivo-Differenzierung von EPC in
mature Endothelzellen in experimentel-
len Modellen nicht bestatigt werden.

In Ischdmiemodellen wurde gezeigt,
dass sich die cEPC dabei nicht in die
Gefawand integrieren, sondern sich
paravaskuldar oder nur oberflichlich
ansiedeln und ihre Effekte eher Uber
parakrine Mechanismen induzieren. Es
wurde nachgewiesen, dass sie verstarkt
Wachstumsfaktoren wie VEGF, Insulin-
like growth factor (IGF)-1, Stromal derived
factor (SDF)-1 sowie Chemokine und
Zytokine ins Blut sezernieren und so eine
proangiogene Umgebung schaffen. Da-
durch sollen sie die bereits angesiedelten
Endothel- und andere Zellgruppen zur
Proliferation anregen [19,20].

Ausgehend  von  Angiogenesestudien
wurden kirzlich erste Ergebnisse tiber die
mogliche Bedeutung der in die Adhdsion
an der endothelialen Matrix involvierten
EPC-Oberflichenmolekiile  a4-  oder
a5-Integrine verdffentlicht. Am  Modell
der LPS-infizierten septischen Mduse mit
Lungenschddigung wurde gezeigt, dass
80-95% der injizierten EPC innerhalb von
20 min im geschiddigten Lungengewebe
zu finden waren, deren Konzentration
tber die nédchsten 24 h aber bereits um
40% abnahm [21]. Dies konnte auch
die Ergebnisse unserer Untersuchungen
erklaren, dass EPC bei einem isolierten
ARDS durch eine einmalige LPS-Injektion
nur in der akuten Phase bis 48 Stunden
signifikante Effekte erzielten und die
Studiengruppen sich danach nicht mehr
voneinander unterschieden. In der oben
genannten Arbeit von Warry et al. konnte
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auch wieder gezeigt werden, dass durch
Applikation exogener EPC die Gefdl-
schidigung, Odembildung und Mortalitit
nach LPS-Inflammation reduziert werden
und fiir die Vermittlung dieser Effekte die
Adhésion der EPC im Gewebe notwendig
ist. Eine Blockade der Integrine und damit
der Adhasionsfahigkeit fiihrte zur Aufhe-
bung der therapeutischen Effekte der EPC.

Die Charakterisierung und Isolierung der
EPC erfolgte tber das Vorhandensein des
transmembranen Glykoproteins CD133,
das als Oberflachenantigen auf humanen
endothelialen Progenitorzellen, jedoch
auch auf humanen Hamangioblasten
exprimiert wird [22,23,24]. Anders als
der hdmatopoetische Progenitormarker
CD34 wird CD133 nicht auf maturen
Endothelzellen exprimiert und Subpo-
pulationen von CD34*Zellen, die auch
CD133 exprimieren, haben eine hohe
proliferative Kapazitit und fiihren in
der Zellkultur zur Bildung endothelialer
Kolonien. Es wird aus Tiermodellstudien
berichtet, dass zirkulierende CD133+
endotheliale Progenitorzellen an der
Neoangiogenese nach Gewebsischimie
und an der Regeneration des geschadig-
ten Organs beteiligt sind [25,26]. Die
Funktion des CD133-Antigens ist wie die
des CD34-Antigens nicht abschliefend
geklart. Von der Molekdlstruktur ausge-
hend kénnte es sich um einen Wachs-
tumsfaktorrezeptor handeln, ein Ligand
wurde aber bisher noch nicht identifiziert.
Durch die begrenzte Lokalisierung der
CD133-Expression auf zytoplasmatischen
Ausstiilpungen wird auch eine Rolle in
der Organisation der Membran und/
oder interzellularen Interaktion postuliert
[27,28].

Die Erhohung der EPC-Konzentration
als therapeutische Option bei schwerer
Entzindung kann prinzipiell auf zwei
Wegen erfolgen: Die erste Moglichkeit
ist die Steigerung der endogenen Mobi-
lisation der EPC aus dem Knochenmark
mit Hilfe von Wachstumsfaktoren wie
VEGF oder GM-CSF. Auf diesem Weg
konnte allerdings bisher nur bei einer
kardiologischen Studie ein Effekt doku-
mentiert werden, und eine eigene Ver-
suchsreihe in unserem LPS-induzierten
isolierten ARDS-Rattenmodell ist ge-

rade in Bearbeitung. Die exogene Ap-
plikation der EPC als zweite und in
dieser Studie durchgefiihrte Moglichkeit
scheint signifikante Effekte im Inflamma-
tionsmodell zu bewirken, hat aber den
Nachteil der notwendigen vorherigen
EPC-Gewinnung. Zusatzlich muss die
Therapie lokaler GefaRschaden mit
direkter ,Vor-Ort-Applikation” von einer
allgemeinen mikrovaskuldren Schadigung
mit peripherer EPC-Gabe unterschieden
werden. Die etablierten Quellen der
Zellgewinnung fir die Therapie mit endo-
thelialen Progenitorzellen sind heute das
Knochenmark und das zirkulierende Blut.

Schlussfolgerung

EPC scheinen bei einer Endotoxin-
induzierten pulmonal-endothelialen
Barrieredysfunktion Reparaturmecha-
nismen zu initiieren, die dazu fiihren,
die gesteigerte Permeabilitit und Odem-
bildung zu reduzieren, die Oxygenie-
rung zu verbessern und damit die Mor-
talitit zu senken. Weiterhin werden
proinflammatorische Prozesse inhibiert
und der Gasaustausch verbessert. Zu-
kiinftige Studien miissen zeigen, wel-
che Mechanismen diesen reparativen
Prozessen zugrunde liegen, damit EPC
moglicherweise als innovative neue The-
rapieoption beim ARDS oder der Sepsis
eine Rolle spielen konnen.
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