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SUMMARY

Vascular endothelial growth factor (VEGF) is of growing interest because of its

essential role in blood vessel formation (i.e. vasculogenesisand angiogenesis)in various
physiologicai and pathological processes, including embryogenesis, wound healing,
tumor growth, myocardial ischemia,proliferative retinopathy and chronic inflammatory
diseases such as rheumatoid arthritis. Human VEGF is a homodimeric glycoproteinof
34-46 kDa. Five differentVEGF isoforms containing 121, 145, 165, 189 and 206 amino

acids are producedfrom the single VEGFgene by alternative splicing.Two high affmity
tyrosine-kinase receptors have been identified for VEGF, fms-like tyrosine kinase (flt-1
or VEGFR1) and kinase insert domain containingreceptor (KDR/flk-1 or VEGFR2). A
soluble variant offlt-1, sflt-1, has been described, which binds VEGF with high affmity
and strongly inhibits its biological activity. VEGF receptors are predominantly
expressed in vascularendothelial cells, but they have also been found in some other cell

types. VEGFis a potent endothelial cell mitogenthat promotesangiogenesisin vivo and

strongly enhances vascularpermeability.

Angiogenesis is an important mechanism of physiologicai wound healing. To

investigate whether circulating VEGF was increased in response to tissue injury,
concentrationsof VEGF in serial serum samples of 55 patients with multipletrauma, 23

burn patients and 56 healthy individuals were measured. For determination of VEGF

concentration a sandwich-type ELISA was established, based on a capturing
monoclonal antibody and a polyclonal detecting antibody. In burn patients, serum

VEGFconcentrationswere already significantly elevated on day 1 (369.4 + 88.0 pg/ml)
and on day 3 (452.0 ± 65.3 pg/ml) after burn, when compared with the control group

(82.2 + 10.8 pg/ml).Peak VEGF levels (1809.5 ± 239.7 pg/ml) were reached on day 14,
and VEGF concentrationswere still elevated on day 21 afiter burn (1339.8 ± 208.7

pg/ml). Similarly, in trauma patients, serum VEGF was slightly enhanced on day of

admission and on day 3 after injury and was significantly different from the control

group on day 7. Again, VEGF levels were maximal on day 14 (742.4 + 151.8 pg/ml)
and were still elevated on day 21 after injury (means ± sem, p<0.001). No correlation

was observed between peak serum VEGF and initial severity of mechanical (Injury



Severity Score) or burn injury (percentageof body surface burned). However, in both

trauma and burn patients, increases in serum VEGF concentrationswere significantly
lower in the subgroup of patients who developed severe posttraumaticcomplications,
such as sepsis, adult respiratory distress Syndrome or multiple organ dysfunction
Syndrome, when compared with patients with uncomplicated healing (p<0.05). The

results ofthis study suggest thatVEGF may play an important role in the later stage of

the healing process. Further, oecurrence of severe complications during the

posttraumatic period is associated with lesser increases in serum VEGF. Thus,
therapeutic application of VEGF may improve healing of patients with severe

mechanical or burn injury.

Besides wound healing, angiogenesis plays an important role in many inflammatory
processes, which are offen aecompanied by the aecumulation of leueocytes. Thus,

possible effects of VEGF on immune cell functions were studied. Recombinant VEGF

neither had any significant influence on the proliferation rate of peripheral blood

mononuclear cells (PBMC) nor on the secretion of mediators of basophils. To

investigate VEGF production of PBMC, VEGF concentrationsof culture supernatants
of PBMC that had been eultured with or without addition of the mitogen
phytohemagglutinin (PHA) were determined. Significant amounts of immunoreactive

VEGF were detected in supernatants of unstimulated PBMC, whereas supernatantsof

PHA-activated PBMC contained practically no immunoreactiveVEGF. Recovery of

added recombinant human VEGF was 88% in supernatantsof unstimulated PBMC.

PHA-activation for 3 days caused a drasticreductionin VEGF-recovery in supernatants
to 13%. Thus, PHAStimulation of PBMC may lead to the production of substancesthat

eithermaskthe detection of VEGFor actually destroyVEGF.

Using Real Time RT-PCR, the expressionof VEGF and sflt-1 mRNAsof PBMCwas

investigated. Significant amounts of VEGF mRNA and low levels ofsflt-1 mRNAwere

detected in freshly isolated PBMC. Both VEGF mRNA and sflt-1 mRNA were

markedlyupregulatedby eulturing the cells. Expression ofboth VEGF mRNA and sflt-

1 mRNA was maximal after 2 hours and was still enhanced after 24 hours of PBMC

ineubation. PHA activation had no significant effect on the rapid increase in mRNA

expression; however, after 24 hours of ineubation, VEGF mRNA expression was



significantly lower in PBMC that had been cultured with PHA compared with PBMC

cultured in mediumalone (p<0.002). In contrast, at this point of time, sflt-1 mRNA

expression was significantly stronger in PHA-activatedPBMC than in unstimulated

PBMC. Thus, PHA appears to promote the return ofVEGFmRNA and to slow down

the return of sflt-1 mRNA to basal levels. These results indicate that PBMC may,

depending on their mode of activation, either promote or inhibit VEGF-dependent
angiogenesis.
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ZUSAMMENFASSUNG

Der vaskuläre endotheliale Wachstumsfaktor(VEGF) ist von wachsendem Interesse

aufgrund seiner Bedeutung für die Blutgefässbildung(Vaskulogenese und Angiogenese)
in zahlreichen physiologischen und pathologischen Prozessen, einschliesslich

Embryogenese, Wundheilung, Tumorwachstum, myokardialer Ischämie,

proliferierender Augenkrankheiten und chronisch entzündlicher Erkrankungen wie

rheumatoider Arthritis.

Humaner VEGF ist ein homodimeres Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von

34-46 kDa. Durch alternatives Splicing entstehen aus dem einzigen VEGF-Gen
verschiedene Isoformen mit 121, 145, 165, 189 und 206 Aminosäuren. Zwei

Tyrosinkinase-Rezeptoren hoher Affinität sind für VEGF identifiziert worden, fms-

ähnlicheTyrosinkinase (flt-1 oder VEGFR1) und Kinase-Insertionsdomäne enthaltender

Rezeptor (KDRoder VEGFR2). Von flt-1 existiert auch eine lösliche Variante, sflt-1,
die VEGF mit hoher Affinität bindet und dessen biologische Aktivität hemmen kann.

VEGF-Rezeptoren finden sich vorwiegendauf Endothelzellen,vereinzelt aber auch auf

anderen Zelltypen. VEGF ist ein potentes Endothelzell-Mitogen, fördert die

Angiogenesein vivo und bewirkt eine starke Erhöhung der Gefässpermeabilität.

Angiogeneseist ein wichtigerMechanismus der physiologischen Wundheilung.Um zu

untersuchen,ob nach einer Gewebeschädigung erhöhte VEGF-Konzentrationenin der

Zirkulation nachweisbar sind, wurden VEGF-Serumspiegel von 55 Polytrauma-
patienten, 23 Verbrennungspatienten und 56 gesundenPersonenbestimmt. Zur Messung
der VEGF-Konzentrationen wurde ein Sandwich-ELISAentwickelt, basierend auf

einem monoklonalen Fangantikörper und einem polyklonalen Detektorantikörper. Bei

den Verbrennungspatienten zeigten sich schon am ersten (369.4 ± 88.0 pg/ml) und

dritten Tag (452.0 ± 65.3 pg/ml) nach der Verbrennung signifikant erhöhte VEGF-

Serumspiegel,verglichenmit der Kontrollgruppe (82.2 ± 10.8 pg/ml). Maximale Werte

(1809.5 ± 239.7 pg/ml) wurden am Tag 14 erreicht, und am Tag 21 waren sie immer

noch stark erhöht (1339.8 ± 208.7 pg/ml). Auch bei den Traumapatienten waren die

VEGF-Serumspiegelam Tag derAufnahmeund am dritten Tagnach demTraumaleicht

erhöht und ab Tag 7 signifikant verschieden von den Werten der Kontrollgruppe.
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Wiederum waren die Werte am Tag 14 maximal (742.4+ 151.8 pg/ml) und am Tag 21

immer noch stark erhöht (Mittelwerte± Standardfehler, p<0.001). Es bestand keine

Korrelationzwischenmaximaler VEGF-Konzentration und dem initialen Ausmass der

Schädigung, quantifiziert durch den Injury Severity Score bei Polytrauma- oder den

betroffenenAnteil der Körperoberfläche bei Verbrennungspatienten. Jedoch wurden

sowohlbei den Verbrennungs-als auch bei den Traumapatienten in der Untergruppe der

Patienten mit schweren posttraumatischen Komplikationen wie Sepsis,
Ateminsuffizienz oder Multiorganversagen signifikant geringereAnstiege der VEGF-

Serumkonzentrationen festgestellt als bei den Patienten mit komplikationslosem
Heilungsverlauf(p<0.05). Die Studie zeigt, dass VEGF offenbar in der späteren Phase

des Heilungsprozesses von Bedeutung ist. Ausserdem ist das Auftreten von schweren

posttraumatischen Komplikationenmit einem reduzierten VEGF-Anstieg verbunden.

Eine therapeutische Applikation von VEGF könnte bestimmten Patienten zu

verbesserter Heilung verhelfen.

Neben dem Heilungsprozess spielt die Angiogenese bei diversen entzündlichen

Zuständen eine wichtige Rolle. Diese sind oft begleitet von einer Ansammlung von

Leukozyten. So wurden möglicheEffektevon VEGF auf die Funktion von Immunzellen

untersucht. Dabei wurde festgestellt, dass rekombinanter VEGF weder die

Proliferationsrate von peripheren mononukleären Blutzellen (PBMC) noch die

Mediatorfreisetzungvon basophilen Granulozyten in irgendeiner Weise beeinflussen

konnte. Um andererseits die VEGF-Produktion von PBMC zu untersuchen, wurden
VEGF-Konzentrationenin Zellüberständen von PBMC bestimmt, die in Kulturmedium

allein oder unter Zugabe des Mitogens Phytohämagglutinin (PHA) kultiviert worden

waren. Unstimulierte, d.h. in Medium ohne PHA kultivierte PBMC setzten spontan
VEGF frei. Die Zugabe höherer, jedoch für die Zeilproliferation optimaler
Konzentrationen an PHA bewirkte hingegen eine drastische Reduktion der VEGF-

Immunoreaktivität im Zellüberstand bis zur Undetektierbarkeit. Zudem betrug die

Wiederfmdungsratevon zugefügtem rekombinantem humanemVEGF in Überständen
von nur in Medium kultivierten PBMC durchschnittlich 88%, während sie in

Überständen von während 3 Tagen mit PHA aktivierten Zellen auf 13% sank.
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Stimulierte Zellen scheinen also Substanzen freizusetzen, die eine Maskierung oder den
Abbau vonVEGF bewirken.

Mittels Real Time RT-PCR wurde die mRNA-Expressionvon VEGF und dessen

löslichem Rezeptor sflt-1 in PBMCuntersucht. Signifikante Mengen an VEGFmRNA

sowie geringe Mengen an sflt-1 mRNA konnten in frisch isolierten PBMC

nachgewiesen werden. Durch das Kultivieren der Zellen wurde sowohl die VEGF

mRNA als auch die sflt-1 mRNA stark aufreguliert.Die Expression beidermRNAswar

bereits nach einer Inkubationszeit von 2 Stunden maximal und auch nach 24-stündiger
Inkubation noch erhöht. Die Zugabe von PHA hatte keinen signifikanten Einfluss auf

den schnellenAnstieg der mRNA-Expression, jedochwar nach 24-stündigerInkubation
die VEGFmRNA in mit PHA kultivierten PBMC signifikant schwächerexprimiertals
in den Zellen, die nur in Mediumkultiviertworden waren (p<0.002).Im Gegensatzdazu
war die sflt-1 mRNA in den mit PHA kultivierten PBMC nach 24 Stunden noch

signifikant stärker exprimiert als in den unstimuliertenZellen (p<0.01). Somit scheint

PHAden Rückgang der VEGFmRNAzum Basalwert zu beschleunigen,jenen der sflt-1

mRNAhingegenzu verzögern.Diese Befunde zeigen, dass PBMC,abhängig von ihrem

Aktivierungszustand, eine VEGF-induzierte Angiogenese entweder fördern oder

unterdrücken können.


