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ZUSAMMENFASSUNG

Isolierung, Charakterisierung und Kultivierung von Endothelzellen

aus der Mausaorta
Meral Saraldi

Makrovaskulare arterielle Endothelzellen spielen bei der Entstehung einer Arteriosklerose eine
zentrale Rolle. Fur detaillierte Studien der zugrunde liegenden pathophysiologischen Vorgange sind
daher in-vitro-Modelle aus gut definierten makrovaskularen arteriellen Endothelzellen erforderlich. Es
wurden bereits diverse Methoden zur Isolierung dieser Endothelzellen aus verschiedenen Spezies
beschrieben. In Hinblick auf Effizienz und Reproduzierbarkeit waren diese jedoch unzureichend.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war daher die Etablierung einer einfachen und reproduzierbaren
Methode zur Gewinnung und Kultivierung arterieller makrovaskulérer Endothelzellen aus der Aorta der
Maus fir in-vitro-Studien. Die Maus wurde als Quelle fur makrovaskulére arterielle Endothelzellen
wegen der Verfugbarkeit von transgenen Tiermodellen gewéhlt.

Zu diesem Zweck wurden Aorten 28-35 Tage alter Mause, die vom Aortenbogen bis zur
liakalbifurkation in voller Lange entnommenen wurden, ladngs aufgetrennt und in einem
Enzymgemisch inkubiert. Die sich demarkierende Endothelschicht wurde mit dem Ziel einer hohen
Endothelzellausbeute sowie minimaler Kontamination durch nicht-endotheliale Zellen vorsichtig mit
einem Plastikschaber abgetragen. Nach kurzzeitiger Kultivierung wurde die Zellausbeute aus ca. 16
Aorten gepoolt. Aus dieser primaren Mischkultur wurden die Endothelzellen durch magnetische
Zellseparation mit von Invitrogen speziell fur diese Arbeit zur Verfigung gestellten, CD31-gekoppelten
Dynabeads isoliert und erneut in Kultur genommen.

Die Reinheit der Endothelzellkulturen wurde zu verschiedenen Kulturzeitpunkten durch den Nachweis
der Endothelzellmarker PECAM-1/CD31, ICAM-2/CD102, CD73, ICAM-1/CD54, VCAM-1/CD106,
Endoglin/CD105 sowie des von-Willebrand-Faktors (vVWF) und der Dil-Ac-LDL-Aufnahme mittels
FACS-Analysen und Immunzytochemie bestimmt. Nach diesem Vorgehen wurden insgesamt 6 breit
angelegte Experimente durchgefihrt. Im Laufe der Experimente wurden entsprechend der bereits
gewonnenen Erkenntnisse und der Anforderungen an die Methode optimierende Modifikationen am
Protokoll vorgenommen.

Die Auswertung aller Experimente ergab, dass mit der von uns gewéhlten Methode Endothelzellen
erfolgreich aus der Mausaorta isoliert werden kénnen. Nach der magnetischen Zellseparation hatten
die Kulturen einen sehr hohen Endothelzellanteil. Allerdings wurden auch wesentliche Nachteile der
Methode deutlich: die Ausbeute an Endothelzellen aus den Mausaorten war generell gering. Zudem
gab es Hinweise auf eine Dedifferenzierung der Endothelzellen mit Verlust des endothelialen
Phénotyps. Bei reinen Endothelzellkulturen mit erhaltenem endothelialen Phénotyp wurde ein sehr
langsames Proliferationsverhalten beobachtet, wohingegen dedifferenzierende Endothelzellen
deutlich schneller proliferierten. Als mdégliche Stérfaktoren mussen angesehen werden: die
mechanische Behandlung der Aorten, Trypsin als Serinprotease kdnnte die Aussagekraft von CD31
eingeschrénkt haben und Dynabeads konnten einen toxischen Effekt ausgelbt haben. Es wird
diskutiert, dass eine weitere Verbesserung des Protokolls in der Verwendung von neonatalen M&usen,
der Zellaufreinigung mit der fluoreszenzaktivierten Zellsortierung oder der Immortalisierung muriner
Aortenendothelzellen bestehen kdnnte.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Endothel — Bedeutung fiir die kardiovaskulare Forschung am
Beispiel der endothelialen Dysfunktion

Erkrankungen des Herz-Kreislaufsystems stellen sowohl in Deutschland als auch weltweit
die haufigste Todesursache dar. 2008 starben weltweit geschétzt 17,3 Millionen Menschen
an den Folgen kardiovaskularer Ereignisse, was einem Anteil von 30% an allen Todesféllen
entspricht (WHO, September 2012). Daher hat die Forschung auf diesem Gebiet sowohl in
medizinischer als auch in volkswirtschaftlicher Hinsicht eine groBe Bedeutung. Die koronare
Herzerkrankung, der ischamische Hirninfarkt und die periphere arterielle Verschlusskrankheit
sind die drei wichtigsten und h&ufigsten kardiovaskularen Erkrankungen. Die Arteriosklerose
ist die pathophysiologische Grundlage fur die genannten Krankheiten. Die WHO definiert die
Arteriosklerose als eine variable Kombination von Verdnderungen der Arterienintima. Sie
kann mit einer herdférmigen Anhaufung von Lipiden, komplexen Kohlenhydraten, Blut und
Blutbestandteilen, ferner mit der Bildung eines fibrésen Gewebes und mit Kalkablagerungen
einhergehen und mit Verédnderungen der Arterienmedia verbunden sein (WHO, 2003).

Bei der Entstehung der Arteriosklerose spielt das Endothel eine sehr wichtige Rolle, die
endotheliale Dysfunktion wird als Initialphase der Arteriosklerose betrachtet. Kardiovaskulare
Risikofaktoren wie Dyslipiddmie, Nikotinabusus, arterielle Hypertonie und Diabetes mellitus
begunstigen die Entstehung der endothelialen Dysfunktion. Der Begriff der endothelialen
Dysfunktion entspricht einer gestérten vaskuldren Homdéostase, bei der diverse Funktionen
des Endothels beeintrachtigt sind. Zu diesen Funktionen gehéren die Regulierung des
GeféaBtonus, die Steuerung bidirektionaler Austauschvorgénge von Substraten zwischen Blut
und Gewebe, die Blutstilung und —gerinnung sowie Fibrinolyse, inflammatorische und
immunologische Prozesse und die Angio- und Vaskulogenese (7).

Im Rahmen der endothelialen Dysfunktion sind o.g. Funktionen derart gestdrt, dass das
Endothel u.a. einen prothrombotischen und proinflammatorischen Zustand annimmt sowie
eine erhdhte Permeabilitat aufweist. Zudem wird durch Proliferation von glatten Muskelzellen
die Ausbildung arteriosklerotischer GefaBplaques beglnstigt.

Zur weiteren Aufklarung der pathophysiologischen Vorgénge, die Stérungen wie der

endothelialen Dysfunktion zugrunde liegen, und zur Optimierung der therapeutischen und
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praventiven Mdglichkeiten sind in vitro Zellmodelle notwendig. Da sich die endotheliale
Dysfunktion und Arteriosklerose vorrangig auf makrovaskuldrer Ebene im arteriellen
Stromgebiet manifestieren, besteht groBes Interesse an Zellmodellen aus diesem Abschnitt
des GefaBsystems. Haufig werden aufgrund der einfachen Verflugbarkeit und leichten und
effektiven Zellisolierung HUVECs (human umbilical vein endothelial cells) eingesetzt. Die
Ubertragbarkeit der an HUVECs gewonnenen Ergebnisse auf das arterielle GefaBsystem ist
jedoch kritisch zu sehen, da arterielle und vendse Endothelzellen strukturell und funktionell
unterschiedlich sind.

Die Verfugbarkeit primarer humaner makrovaskularer arterieller Endothelzellen ist stark
limitiert, so dass diese Zellen fur in vitro Untersuchungen bisher nicht in ausreichender
Menge und Reinheit zur Verfugung stehen. Vor dem Hintergrund der guten Verfligbarkeit
von Aorten aus M&ausen sowie des Vorhandenseins diverser transgener Mauslinien ist die
Etablierung muriner in vitro Zellmodelle mit Endothelzellen aus dem makrovaskularen

arteriellen Stromgebiet interessant und erstrebenswert.
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1.2 Das Endothel

1.2.1 Aufbau des Endothels

Endothelzellen kleiden als einschichtiger Zellrasen séamtliche Blut- und LymphgeféaBe von
innen aus und sitzen dabei einer 80 nm dicken Basalmembran auf. Die Einheit aus
Endothelzellen und Basalmembran wird als Tunica intima bezeichnet. Daran schlieBt sich,
getrennt von einer Membrana elastica interna, die Tunica media an, die aus glatten
Muskelzellen und elastischen und kollagenen Fasern besteht. Nach der Membrana elastica
externa folgt die Tunica adventitia. Sie bildet die duBerste Schicht der BlutgefaB3e, die der
Integration der GefaBe in das umgebende Gewebe dient. In der Tunica adventitia verlaufen
die vegetativen Nervenfasern (Innervation der GefaBwandmuskulatur) und die Vasa vasorum

(Blutversorgung der &uBeren GefaBwand).

Endothelzellen sind dinne und langliche Zellen, die ca. 50-70 ym lang, 10-30 ym breit und
0,1-10 ym dick sind. Die Anzahl an gefdBauskleidenden Endothelzellen im menschlichen
Organismus kann auf 10 bis 60 x 10'® Zellen geschéatzt werden, was einer Oberflache von
ca. 300 bis 1000 m? entspricht (2-4). Die gesamte Endothelzellschicht eines Organismus ist
als ein diffus verteiltes, dennoch eigenstdndiges und zusammengehotrendes

Stoffwechselorgan zu betrachten (5).

Strukturell unterscheidet man 3 Endothelarten: kontinuierliches, fenestriertes und
diskontinuierliches Endothel. Arterien und Venen werden von kontinuierlichem Endothel
ausgekleidet. In Kapillaren kdnnen, je nach Organ und Anforderungen, alle drei

Endothelarten nachgewiesen werden.

1. Kontinuierliches Endothel :

Das kontinuierliche Endothel bildet eine durchgehende Zellschicht ohne Licken
zwischen den Zellen. Die Basalmembran ist ebenfalls nicht unterbrochen. Der
Interzellularraum wird durch tight junctions verschlossen, die eine Diffusionsbarriere
zwischen dem Intra- und Extravasalraum darstellen. Uber die tight junctions erfolgt die
Diffusion von Wasser, Glukose, Harnstoff und weiteren hydrophilen Substanzen (1, 6).
Diese Endothelart findet sich in Organen, in denen die strikte Trennung zwischen Intra-
und Extravasalraum von Bedeutung ist. Es kommt u.a. im zentralen Nervensystem vor,

wo das kontinuierliche Endothel den wesentlichen Bestandteil der Blut-Hirn-Schranke



Einleitung

darstellt.

2. Fenestriertes Endothel:

Diese Endothelart zeichnet sich durch ca. 50-60 nm weite Poren zwischen den
Endothelzellen aus. Die Poren sind durch ein ca. 4 nm dickes Diaphragma verschlossen,
das lediglich fur Wasser und niedermolekulare, hydrophile Stoffe permeabel ist. Mit
diesen Eigenschaften findet sich das Endothel dort, wo Filtration, Sekretion und
Absorption erfolgen, z.B. in der Mukosa des Gastrointestinaltraktes, endokrinen Driisen

und in der Niere (7).

3. Diskontinuierliches Endothel:

Diskontinuierliches Endothel weist offene Poren von 0,1 — 1 ym auf. Im Bereich der
Poren ist auch die Basalmembran unterbrochen. Diese Eigenschaft ermdglicht im
Vergleich zum kontinuierlichem Endothel einen ca. 100mal schnelleren Durchtritt von
Flussigkeit. Organe wie die Leber und das Knochenmark, in denen ein zugiger

Flussigkeits- bzw. Blutaustausch notwendig sind, weisen dieses Endothel auf (1, 6).

1.2.2 Endothelzellfunktionen

Das Endothel ist, entgegen der urspringlichen Annahmen, keine einfache, passive und
semipermeable Barriere zwischen Blut und Interstitium. Es ist vielmehr ein komplexes
Stoffwechselorgan, das bei diversen physiologischen sowie pathophysiologischen
Vorgangen im vaskuldren System eine wichtige Rolle spielt. Abbildung 1.1 zeigt eine
schematische Zusammenstellung der wichtigsten Endothelzellfunktionen, die im Folgenden

kurz besprochen werden sollen.
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Abb. 1.1: Endothelzellfunktionen
Erlauterungen siehe Text.

Barrierefunktion — Substrataustausch

Das Endothel ist eine multifunktionelle Grenzschicht zwischen dem Intra- und
Extravasalraum. Es stellt eine semipermeable physikalische Barriere zwischen beiden
Kompartimenten dar und reguliert unter physiologischen Bedingungen die Passage von
gelésten Substanzen, Flussigkeiten, lonen, Makromolekilen, Hormonen und Zellen (7).
Dieser Transport kann Uber einen parazellularen oder transzellularen Weg erfolgen. Diverse
Umstande wie z.B. inflammatorische Prozesse, Ischdmie- und Reperfusionszustande,
Sepsis und Verbrennungen fluhren zu einer gestdrten Barrierefunktion mit erhdhter
Permeabilitat fir Makromolekule wie z.B. Aloumin und Flissigkeiten. Daraus resultieren u.a.
die Extravasation von Plasma und ein interstitielles Odem. Auch im Rahmen der
Arteriosklerose kommt es zu einer Stdérung der endothelialen Permeabilitdt mit dadurch

vermehrtem Transport von Lipoproteinen in den Extravasalraum.

Hamostase — Thrombose - Fibrinolyse
Die Regulation von Hamostase, Thrombose und Fibrinolyse gehért ebenfalls zu den

Hauptfunktionen des Endothels. Im nicht-aktivierten = Normalzustand ist die
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Endotheloberflache nicht-thrombogen, Thrombozyten und Leukozyten adhéarieren nicht am
Endothel, der Blutfluss bleibt ungestért. Diese physiologische antiadhdsive und
antiaggregatorische Eigenschaft beruht in erster Linie auf Stickstoffmonoxid (NO) (8, 9) und
Prostazyklin. Im Falle einer Verletzung des Endothels wird die stark thrombogene
subendotheliale Matrix mit u.a. Kollagenfasern freigelegt und die primare zelluléare
Hamostase wird aktiviert. Im ersten Schritt kommt es Uber die Bindung von subendothelialem
Kollagen-gebundenem  von-Willebrand-Faktor an den thrombozytaren  GPIb/IX/V
Glykoprotein-Rezeptor zur Wandadhésion von Thrombozyten. Durch zusétzliche Bindung an
endotheliale Integrine wird die Thrombozytenadhé&sion verstérkt. Die nachfolgende direkte
Bindung an das subendotheliale Kollagen tber den Kollagenrezeptor GPVI flhrt schlieBlich
zur Formveranderung und Aktivierung der Thrombozyten. Die Thrombozyten-Aktivierung hat
die Ausschuittung verschiedener Mediatoren wie Fibrinogen, ADP, ATP, Arachidons&ure
bzw. Thromboxan A2, Serotonin sowie VWF zur Folge. Dadurch kommt es zur Rekrutierung
weiterer Thrombozyten, zur Thrombozytenaggregation sowie Vasokonstriktion mit dem Ziel
der Stabilisierung des initialen weiBen Thrombus.

Parallel zur zellularen Blutstillung beginnt die sekundadre Hamostase, die plasmatische
Gerinnungskaskade wird aktiviert. Daran wesentlich beteiligt sind plasmatische
Gerinnungsfaktoren, grdBtenteils Serinproteasen, die kaskadenartig aktiviert werden. Die
Endstrecke dieser Kaskade ist die Spaltung von Fibrinogen zu Fibrin, das den initial
gebildeten thrombozytenreichen Thrombus durch Vernetzung weiter stabilisiert. Die
plasmatische Gerinnung kann extrinsisch oder intrinsisch aktiviert werden. Die extrinsische
Gerinnungsaktivierung erfolgt bei einer GefaBverletzung durch Freisetzung von
subendothelial gelegenem  Gewebethromboplastin  /  tissue factor (TF), ein
membrangebundenes Glykoprotein, das im Komplex mit dem Faktor Vlla die
Gerinnungsfaktoren Faktor IX und Faktor X aktiviert. Der aktivierte Faktor Xa katalysiert
zusammen mit dem Kofaktor Va die Umwandlung von Prothrombin (FIlI) zu Thrombin (Flla),
das wiederum Fibrinogen zu Fibrin spaltet. Die intrinsische Gerinnung wird aktiviert, wenn
Blut mit Fremdoberflachen in Kontakt gerat. Dabei kommt es nacheinander zur Aktivierung
von Faktor XII, Faktor XI, Faktor IX und schlieBlich Faktor X. Nach Aktivierung des Faktor X
lauft die Kaskade genauso wie bei extrinsischer Aktivierung ab, Endprodukt ist das Fibrin.
Nach erfolgreicher Hamostase und Abschluss der Reparaturmechanismen wird die
Fibrinolyse aktiviert, wodurch der gebildete Thrombus aufgelést und der normale Blutfluss
wieder hergestellt wird. Der in Endothelzellen gebildete tissue type plasminogen activator (t-
PA) und die hauptséachlich aus dem Urogenitaltrakt stammende Urokinase (u-PA) aktivieren

Plasminogen zu Plasmin. Die Endopeptidase Plasmin I6st Fibrin durch hydrolytische
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Spaltung auf. Abbildung 1.2 zeigt eine vereinfachte schematische Ubersicht von primarer

und sekundéarer Hamostase sowie der Fibrinolyse.

Primédre Hamostase Sekundire Hamostase (plasmatische Gerinnung)

Intrinsische Extrinsische Gerinnungsaktivierung
Gerinnungsaktivierung

N

Xla

N\ Antithrombin
IXa

’ Endothelzelle Xa -
Fibrinogen
7\ Kollagen Xilla
§| GP Ib-Rezeptor Prothrombin Thrombin
‘ Thrombozyt aktiviertes Fibrin
Willebrand-Fakt el i
& von-Willebrand-Faktor Protein S Plasmin
D-Dimere

Abb. 1.2: Schematische Darstellung der prir[\éiren und sekundédren Hamostase (70)
Mit freundlicher Genehmigung des Deutschen Arzte-Verlags GmbH veréffentlicht.
a: aktiviert, TFPI: tissue factor pathway inhibitor, GP: Glykoprotein

Inflammation - Transendotheliale Leukozytentransmigration

Eine weitere wichtige Rolle spielt das Endothel im Rahmen immunologischer und
inflammatorischer Prozesse. Bei lokalen und systemischen Entziindungen sowie bei der
Wundheilung werden inflammatorische Zellen vom Endothel zum Ort der Entzindung
rekrutiert. Die Auswanderung von Leukozyten aus dem Intravasalraum in das umgebende
entzindete Gewebe erfolgt in mehreren Schritten und findet gréBtenteils im Bereich
postkapillarer Venolen statt (77). Den ersten Schritt der Leukozyten-Adhéasionskaskade stellt
die Anhaftung (capturing) der rekrutierten Leukozyten an das Endothel dar. Durch
wiederholtes Lésen und erneutes Zustandekommen der Bindung zwischen Endothel und
Leukozyt rollen die abgebremsten Leukozyten entlang des Endothels (72). Dieser erste
Kontakt zwischen Leukozyt und Endothel erfolgt Uber Selektine (E-Selektin, P-Selektin, L-
Selektin), Adhasionsmoleklle, die induziert durch TNF-a und IL-1 sowohl auf Leukozyten (L-
Selektin) als auch endothelial (E- und P-Selektin) exprimiert werden (73). Nachfolgend
kommt es zu einer festen Adhésion der Leukozyten an das Endothel. Uber aktivierte

leukozytare B2-Integrine (LFA-1, Mac-1, VLA-4) binden die Leukozyten an endotheliale
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Liganden aus der Immunglobulin-Superfamilie wie z.B. PECAM-1, ICAM-1 und VCAM-1. Im
letzten Schritt kommt es zur transendothelialen Migration der Leukozyten. Diese erfolgt
Uberwiegend parazellular. Nach Anderungen der Zellmorphologie mit Abflachung der Zelle
und Ausbildung von Zellauslaufern, 16st der Leukozyt interendotheliale Adh&sionsmolekile
wie PECAM-1, CD99 und JAM (2) auf und gelangt durch die entstandene Liicke im Endothel

in das subendotheliale Gewebe.

Vaskulogenese — Angiogenese

Auch an der Vaskulogenese und Angiogenese ist das Endothel mafBgeblich beteiligt.

Als Vaskulogenese wird die de novo Bildung von GefaBen bezeichnet. W&hrend der
Embryonalentwicklung findet die embryonale Vaskulogenese statt. Dabei wandern
Angioblasten, endotheliale Vorlauferzellen aus dem Mesoderm, in den Embryo ein und
differenzieren sich zu Endothelzellen und formieren so einen primitiven GefaBplexus (74).
Unter bestimmten Umstédnden wie bei Ischdmie, Inflammation und Malignomen kann auch
eine postnatale Vaskulogenese beobachtet werden. Unter dem Einfluss von verschiedenen
Wachstumshormonen, Zytokinen und Adhésionsmolekilen wandern endotheliale
Vorlauferzellen aus dem Knochenmark aus und bilden neue GeféaBe.

Bei der Angiogenese sprossen neue BlutgefaBe aus praexistenten GefaBen aus. Beobachtet
wird dieser Prozess z.B. bei der Ausreifung des primitiven embryonalen GefaBplexus zum
organisierten GeféaBsystem und beim neonatalen Organwachstum (75). Angiogenese im
adulten Organismus findet u.a. beim zyklusabhéngigen Aufbau des Endometriums, beim
Aufbau der Plazenta wahrend der Graviditat, bei Wundheilung und Entzindung sowie
Hypoxie statt. Weitere pathologische Zustdnde, die mit einer abnormalen Angiogenese
assoziiert sind, sind Neoplasien, die diabetische Retinopathie sowie die rheumatoide
Arthritis.

Ruhende Endothelzellen werden durch angiogene Wachstumsfaktoren wie VEGF (vascular
endothelial growth factor) und Angiopoietin-1, ausgeschuttet aus z.B. hypoxischem oder
entziindetem Gewebe, aktiviert. Aktivierte Endothelzellen 16sen sich aus den Zellkontakten
und durchwandern die Basalmembran. Nach Degradierung der extrazellularen Matrix
migrieren die Endothelzellen entlang des Gradienten der Wachstumsfaktoren und
Chemokine an den Ort der neu zu entstehenden GeféBe. Dort proliferieren sie und formieren
sich zu tubuléren, geféBartigen Strukturen. Daran schlieBt sich die Reifungs- und
Differenzierungsphase an mit u.a. Rekrutierung von glatten Muskelzellen oder Perizyten und

Ausbildung einer extrazellularen Matrix.
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Regulierung des Vasotonus

Eine entscheidende Rolle spielt das Endothel auch bei der Regulierung des Vasotonus.
Durch  Vasokonstriktion und -dilatation und entsprechende Verdnderung des
GefaBdurchmessers werden Blutfluss und die damit verbundene Perfusion von Organen und
Gewebe durch das Endothel reguliert. Vermittelt werden die Anderungen des GeféBtonus
Uber die Ausschittung von vasoaktiven Substanzen durch das Endothel mit konsekutiver
Modulation des Kontraktionszustands der glatten Muskelzellen der GefdBwand. Zu den
Vasodilatatoren gehéren u.a. Stickstoffmonoxid (NO) (76, 17), Prostazyklin, Bradykinin und
EDHF (endothel derived hyperpolarisation factor). NO spielt bei der Endothel-vermittelten
Vasodilatation die wichtigste Rolle. Es wird von der konstitutiven, membrangebundenen
endothelialen Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS) gebildet, indem eine Nitrogruppe von L-
Arginin abgespalten wird (78, 19). An den glatten Muskelzellen der GefaBwand fihrt NO
durch eine Erniedrigung der intrazelluldren Kalziumkonzentration zu einer Relaxation und
somit zur Vasodilatation. Die Aktivitat der eNOS und die Synthese von NO werden gesteigert
durch erhéhte Schubspannung sowie durch humorale Faktoren wie Acetylcholin, Bradykinin
und Serotonin.

Die Vasokonstriktion wird vermittelt durch u.a. Endothelin-1, Thromboxan A2 und
Prostaglandin H2. Darunter ist das Endothelin-1 als hochpotenter Vasokonstriktor besonders
hervorzuheben. Endothelin-1 wird von Endothelzellen u.a. bei erhéhter Schubspannung (20)
und Hypoxie ausgeschuttet. Auch humorale Mediatoren wie Angiotensin I, Thrombin,
Vasopressin und Noradrenalin fihren zu einer vermehrten Freisetzung von Endothelin-1
(21). Endothelin-1 bindet an Endothelin-Rezeptoren der glatten Muskelzellen der GefaBwand

mit nachfolgender Kontraktion der Zellen und konsekutiver Vasokonstriktion.

1.2.3 Funktionelle und morphologische Heterogenitat des Endothels

Eingangs wurde erwéhnt, dass ventése Endothelzellen wie z.B. HUVECs weniger fir in vitro
Analysen zur endothelialen Dysfunktion und Arteriosklerose geeignet sind. Griinde dafur sind
bedeutende funktionelle und morphologische Unterschiede zwischen arteriellen und vendsen
Endothelzellen.

Funktionell unterscheiden sich Endothelzellen aus Arterien und Venen u.a. in Hinblick auf
den Stickstoffmonoxid(NO)-stoffwechsel, dessen Stérung eine wichtige Rolle bei der
endothelialen Dysfunktion spielt. NO  wirkt  vasodilatierend, hemmt  die
Thrombozytenadhésion und — aggregation und die Proliferation von glatten Muskelzellen.

Die reduzierte arterielle NO-Verfligbarkeit ist die flihrende Ursache der endothelialen
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Dysfunktion (22). Die bisherige Forschung zum endothelialen NO-Stoffwechsel erfolgte
haufig an vendsen Endothelzellen, in vielen Féallen an HUVECs. In verschiedenen Arbeiten
konnte jedoch gezeigt werden, dass die NO-vermittelte GefaBdilatation sowohl auf makro-
als auch auf mikrovaskularer Ebene in Arterien ausgepréagter ist als in Venen (23-27). Eine
Erklarung dafur ist u.a. die héhere basale eNOS-Expression in arteriellen Endothelzellen
(28). Dieser Unterschied verdeutlicht, dass an vendsen Endothelzellen gewonnene
Erkenntnisse nur bedingt auf das arterielle System Ubertragen werden kénnen. Daher sind in
vitro Modelle mit arteriellen Endothelzellen von groBer Bedeutung.

Wagner et al. verglichen arterielle und vendse Endothelzellen und wiesen weitere
Unterschiede in  Hinblick auf Zellmorphologie, Proteinsyntheseverhalten  und
Zellproliferationsrate nach (29). Sie zeigten, dass vendse Endothelzellen langer, dinner und
polymorpher sind und zudem Zellfortsatze ausbilden. Endothelzellen aus dem arteriellen
Stromgebiet haben hingegen eine deutlich hdhere Expressionsrate fur ca. % der
untersuchten Proteine. Nach Verletzung der Integritat der koh&renten Endothelzellschichten
wurde beobachtet, dass arterielle Endothelzellen eine erhdhte Proliferationsrate aufweisen,
wahrend vendse Zellen den Schaden vielmehr Uber die Zunahme der ZellgréBe
kompensieren und die Proliferationsrate nur gering ansteigt.

Auch Liu et al. analysierten die Unterschiede im Expressionsverhalten der Endothelzellen
(30). Sie zeigten, dass im Organkulturmodell (Kultivierung von ganzen Nabelschniren und
anschlieBende Zellisolierung) die TNF-a induzierte Expression inflammatorischer
endothelialer Oberflachenmolekile auf vendsen Endothelzellen ausgepréagter ist als auf
arteriellen Zellen. Gleichzeitig demonstrierten sie, dass diese Unterschiede im
Zellkulturmodell (direkte Isolierung der Zellen aus der Nabelschnur) zum einen nicht mehr
nachweisbar sind und zum anderen die Expression der genannten Proteine nur noch
minimal ist. Daraus folgerten sie, dass die Expression von Adhé&sionsmolekiilen stark von
den h&dmodynamischen und metabolischen Umgebungsfaktoren und der lokalen Anatomie
abhangig ist. Bei Fehlen dieser Einflussfaktoren, wie es in Zellkultur der Fall ist, kommt es zu
einem stark verdnderten Expressionsverhalten, bzw. zu einem Verlust phé&notypischer
Eigenschaften.

Die vermehrte Expression von E-Selectin und VCAM-1 auf venésen Endothelzellen im
Organkulturmodell wurde durch die hdhere Leukozytenaffinitdt vendser Zellen begrundet.
Die Leukozytenadhésion und —migration im Rahmen einer Inflammation findet hauptséachlich
in den postkapillaren Venolen und Venen statt.

Bereits zuvor hatten mehrere Arbeitsgruppen nachgewiesen, dass die meisten induzierbaren
Adhasionsmolekile (u.a. P-Selectin/CD62P, E-Selectin/CD62E, ICAM-1/CD54)
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hauptsachlich von vendsen Endothelzellen exprimiert werden (71, 31, 32), vor allem auf
mikrovaskularer Ebene (33).
Ursachlich fir die exemplarisch beschriebene Heterogenitat der Endothelzellen werden zwei

verschiedene Hypothesen diskutiert: die genetische und die extrinsische Hypothese.

1.2.4 Endotheliale Heterogenitét - genetische und extrinsische Hypothese

Die genetische Hypothese postuliert, dass die funktionellen und phéanotypischen
Eigenschaften und der Bestimmungsort von Endothelzellen epigenetisch vorbestimmt sind.
Noch vor Emigration aus dem Mesoderm und Einsatz des Blutflusses ist der Werdegang der
endothelialen Progenitorzellen genetisch festgelegt (34, 35). Diese Informationen sind jedoch
nicht in der DNA-Sequenz festgelegt, sondern werden durch DNA-Methylierungen codiert,
die erworben werden.

Die extrinsische Hypothese geht hingegen davon aus, dass lokale Faktoren, wie
Hamodynamik (u.a. Blutdruck und Flussrichtung), O,- und COy-Partialdricke und
metabolische Faktoren die Differenzierung der Endothelzellen beeinflussen (36). Die
extrinsische Hypothese wird gestitzt durch Arbeiten, die nachweisen, dass sich der
Phénotyp von Endothelzellen unter veré&nderten Umgebungsbedingungen é&ndern kann.
Mehrere  Arbeitsgruppen zeigten, dass vendése Endothelzellen, die arteriellen
Flusseigenschaften wie hohem pulsatilem Druck und Schubspannung ausgesetzt werden,
einen arteriellen Phanotyp annehmen (37, 38). Dies ist beispielsweise bei vendsen
Koronarbypassen der Fall. Dabei kommt es u.a. zu einer gesteigerten eNOS- (39) und
verminderten  Thrombomodulin-Expression (40) in den arterialisierten vendsen
Endothelzellen.

Es ist jedoch davon auszugehen, dass sowohl genetische Faktoren als auch lokale,
umgebungsabhéngige Faktoren die phénotypische Heterogenitdt der Endothelzellen
bedingen (47).

1.2.5 Endotheliale Marker

Der Endothelzellnachweis kann in vivo und in vitro durch den Nachweis von spezifischen,
von Endothelzellen exprimierten Markern erbracht werden. Garlanda und Dejana
beschrieben mehrere konstitutive sowie durch inflammatorische Zytokine und
Wachstumshormone induzierbare endotheliale Marker (42). Darunter sind die wichtigsten
konstitutiv. exprimierten Endothelzellmarker der von-Willebrand-Faktor (VWF) (43),

CD31/PECAM-1 (44, 45), Angiotensin-converting enzyme (ACE), der Typ | Scavenger
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Rezeptor (Aufnahme von acetyliertem LDL) (46), Ulex europaeus | agglutinin binding / O(H)
blood-type antigen (47), VE-Cadherin (48), CD102/ICAM-2 (49), CD105/Endoglin (50), CD36
(57) und CD73/VAP-2 (52). Die wichtigsten induzierbaren Marker sind CD54/ICAM-1 (49),
CD106/VCAM-1, CD62E/E-Selektin (53) und CD62P/P-Selektin.

Die meisten der genannten Marker sind endotheliale Zelladhasionsmolekile (CD31, VE-
Cadherin, CD102, CD105, CD36, CD73, CD54, CD106, CD62E). Dies sind Molekiile auf der
Oberflache von Endothelzellen, die u.a. der Kommunikation und Interaktion mit
benachbarten Endothelzellen oder anderen Zellen wie z.B. Leukozyten und Thrombozyten
dienen.

Die in unseren Analysen eingesetzten Endothelzellmarker werden im Folgenden néher

erlautert.

PECAM-1/CD31:

PECAM-1 (Platelet endothelial cell adhesion molecule) ist ein auf Endothelzellen und
hamatopoetischen Zellen wie Thrombozyten, Monozyten, Neutrophilen und Lymphozyten
exprimierter Rezeptor fur Zelladhdsion und Signaltransduktion. Zudem stellt es die
wesentliche Komponente der interzelluldren Bindungsstellen in konfluenten Endothelzellen
dar (54-57).

Auf Endothelzellen, insbesondere interzellular, liegt PECAM-1 mit einer Anzahl von 10%/Zelle
in sehr hoher Dichte vor (im Vergleich: ca. 5000 Molekile pro Thrombozyt) (58).

PECAM-1 wurde anfangs eine ausschlieBlich proinflammatorische Funktion zugesprochen.
DeLisser et al. zeigten, dass im Rahmen inflammatorischer Prozesse die Adhasion von
Leukozyten an Endothelzellen und die nachfolgende Transmigration iber PECAM-1 erfolgt
(59). In den letzten Jahren wurde jedoch zunehmend evident, dass PECAM-1 sowohl
proinflammatorische als auch antiinflammatorische  Funktionen  besitzt.  Das
antiinflammatorische Potential wirkt sich Uber die Abschwéachung der Leukozytenaktivierung,
die Hemmung der Zytokinproduktion und die Aufrechterhaltung der endothelialen
Barrierefunktion aus (60). Auf welche Art die gegensatzlichen Funktionen gesteuert werden
ist nicht geklart.

Aufgrund der hohen Dichte auf Endothelzellen und fehlender Expression auf nicht-
endothelialen Zellen wie Fibroblasten oder Muskelzellen (67) wird PECAM-1 haufig zur
Charakterisierung von Endothelzellen eingesetzt. Obwohl es zu den konstitutiven
endothelialen Markern gehért, gibt es in der Literatur Hinweise fir eine Herabregulierung

unter Einfluss von Chemokinen (62).
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ICAM-2/CD102:

Beim Menschen wird ICAM-2 auf Endothelzellen und Leukozyten-Subpopulationen (u.a.
Lymphozyten und Monozyten) exprimiert (63-66). In Mausen konnte eine starke Expression
auf Endothelzellen und lymphatischen Zellen nachgewiesen werden. Auf Zellen der
myeloiden Linie, wie z.B. Granulozyten, Makrophagen und Thrombozyten zeigt sich eine nur
schwache Expression, wéhrend sie auf Fibroblasten génzlich fehlt. ICAM-2 ist ein
konstitutives Adhé&sionsmolekil, dessen Expressionsrate durch Zytokin-Stimulation nicht
erhdht wird (66). Allerdings gibt es auch hier Hinweise flr eine Zytokin/TNF-a/IL-1 vermittelte
Reduktion der ICAM-2-Expression (67).

Zu den wesentlichen Funktionen von ICAM-2 gehort die Beteiligung an der
Lymphozytenrezirkulation, bei der Lymphozyten transendothelial ins Gewebe emigrieren und
anschlieBend uber die Lymphe wieder ins Blut gelangen (68). ICAM-2 scheint eher nicht an

entzliindlichen Vorgéngen teilzunehmen.

Endoglin / CD105:

Endoglin ist ein Integrin und ein Co-Rezeptor des TGF-B Rezeptorkomplexes. Endoglin wird
bevorzugt und stark auf Endothelzellen exprimiert, vor allem auf mikrovaskuléarer Ebene (69).
Allerdings kommt es in Situationen gesteigerter Zellproliferation und Angiogenese, wie z.B.
bei Entziindungen, Geweberegenerationen und tumordsen Prozessen, zu einer Steigerung
der Expressionsrate (70-73). Daher eignet sich Endoglin sehr gut als Proliferationsmarker fur
Endothelzellen. Es wird jedoch auch eine schwache Endoglin-Expression auf nicht-
endothelialen Zellen, wie z.B. Fibroblasten, glatten GefaBmuskelzellen und kardialen
Mesenchymzellen beschrieben (73).

Als Co-Rezeptor des TGF-B Rezeptorkomplexes moduliert Endoglin die Rezeptorantwort auf
TGF-B. TGF-B (Isoformen TGF-81, -B2, -B3) ist ein pleiotropes Zytokin, das Einfluss hat auf
Zellproliferation, Zelldifferenzierung, Apoptose und Angiogenese, vor allem im Rahmen der

Tumorentstehung (74).

ICAM-1/CD54:

ICAM-1 ist neben Endothelzellen auch auf Lymphozyten und Monozyten sowie auf
Fibroblasten, dendritischen Zellen und Thymusepithelien zu finden(75).

In Endothelzellen gehért es im Gegensatz zu den bisher aufgezéahlten Adhasionsmolekulen
zu den induzierbaren Integrinen. Proinflammatorische Zytokine wie TNF-a, IFN-y, LPS oder

IL-1 verursachen eine deutliche Steigerung der Expressionsrate (um das 2- bis 40-fache),
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wahrend ruhende, nicht stimulierte Endothelzellen nur eine niedrige basale Expressionsrate
aufweisen (76). An HUVECs wurde ein rascher Anstieg der ICAM-1 Expression unter IL-1
und TNF-a Einfluss nachgewiesen. Bei anhaltender Zytokin-Stimulation zeigte sich eine 24-
72 Stunden anhaltende Persistenz von ICAM-1. Die Expressionsrate fiel nach Entzug des
Zytokin-Stimulus auf den Basalwert nicht-stimulierter Zellen zurick (77).

Uber ICAM-1 erfolgt im Rahmen inflammatorischer Prozesse die feste Adhésion und
Transmigration von Leukozyten. Dies geschieht hauptséchlich Uber die leukozytaren
Liganden Mac-1 und LFA-1 (78, 79).

Eine erhéhte ICAM-1 Expression findet sich in arteriosklerotischen GefaBarealen, sowie bei

aktiven und fortschreitenden Autoimmunprozessen (80).

VCAM-1/CD106:

VCAM-1 kommt auf Endothelzellen, Makrophagen, dendritischen Zellen, der Synovia und auf
dem Mesothel vor. Auf nicht aktivierten Endothelzellen findet sich eine niedrige basale
Expressionsrate, die nach Zytokinstimulation (TNF-a, IL-1, IL-4, IFN-y) hochreguliert wird.
Dabei kann ca. 2 h nach Zytokinstimulus ein Anstieg der Expression verzeichnet werden, die
nach 4-6 h ihr Maximum erreicht und fir ca. 48-72 h anhélt (87). Ebenso wie ICAM-1 ist
VCAM-1 wesentlich an der Leukozytenadhasion und Diapedese im Rahmen von
entziindlichen Vorgéngen beteiligt. Uber VCAM-1 erfolgt dabei hauptséchlich die
Rekrutierung und Transmigration von Lymphozyten und mdglicherweise auch Monozyten,
nicht jedoch von Granulozyten(87).

Klinische Bedeutung hat VCAM-1 in der Pathogenese der Arteriosklerose und rheumatoiden
Arthritis. Bei beiden Erkrankungen finden sich erhéhte VCAM-1-Expressionen (82, 83).

Von-Willebrand-Faktor (VWF)

Der vVWF ist ein multimeres Glykoprotein, das aus 50-100 Monomeren besteht und dadurch
multiple Bindungsstellen fur seine Bindungspartner Faktor VI, Glykoprotein Ib, Glykoprotein
lIb/llla, Kollagen und Heparin besitzt.

vWF wird nur von Endothelzellen und Megakaryozyten/Thrombozyten (84) exprimiert und
findet sich in den Weibel-Palade-Kérperchen der Endothelzellen, in den o-Granula der
Thrombozyten (85), in der Basalmembran / extrazellularen Matrix und in geléster Form im
Plasma. Die Weibel-Palade-Kérperchen der Endothelzellen und die o-Granula der
Thrombozyten stellen die VWF-Speicher dar.

Die im Plasma geléste vWF-Fraktion liegt als vWF/Faktor VIII-Komplex vor und dient als

Trager fur Faktor VIII hauptséchlich dessen Stabilisierung und Schutz vor Proteolyse (86).
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Eine wichtige Rolle spielt der vVWF bei der primaren Blutstillung bzw. der zellularen
Gerinnung. Uber den vWF erfolgt die Thrombozytenadhésion an die verletzte GeféBregion
und die nachfolgende Thrombozytenaktivierung und —aggregation (87, 88).

Hohe Schubspannung verursacht eine Veradnderung der vWF-Form, so dass es an
extrazelluldare Matrixproteine bindet und ebenfalls die Thrombozytenadhasion und -
aggregation nach sich zieht (89).

Da der vVWF nur von Endothelzellen und Thrombozyten exprimiert wird, ist anzunehmen,
dass es als endothelspezifischer Marker zur Charakterisierung von Endothelzellen gut
geeignet ist. Yamamoto et al. haben 1998 die Endothelspezifitdt des vVWF evaluiert (90). Sie
kamen zu dem Ergebnis, dass es auf GefaBebene Unterschiede in der Expression des
endothelialen vVWFs gibt. In murinem Gewebe ist der VWF im Endothel weniger gut
durchbluteter Organe 5 bis 50-fach héher exprimiert, als in gut perfundierten Organen wie
z.B. in der Leber oder Niere. AuBerdem ist die Expressionsrate des vWFs auf
makrovaskuladrer Ebene und in vendsen Endothelzellen héher, als auf mikrovaskulérer
Ebene und in Arterien. Senis et al. zeigten zudem, dass in der Rattenaorta die VWF-
Expression sogar von Zelle zu Zelle variierte (97). Die Variation der vVWF-Expression muss
beim Einsatz des vVWF zum Nachweis von Endothelzellen bericksichtigt werden. Die

Eignung des vWF als genereller Endothelzellmarker ist daher fraglich.

Dil-Ac-LDL-Inkorporation

Zum Nachweis von Endothelzellen wird sehr hé&ufig die Dil-Ac-LDL-Farbung eingesetzt.
Endothelzellen und Makrophagen nehmen im Rahmen des Cholesterinmetabolismus Uber
den ,scavenger cell pathway* acetyliertes LDL auf. Das Dil-Ac-LDL ist acetyliertes LDL, das
an Fluoreszein 1,1’-dioctadecyl-3,3,3’,3’-tetramethyl-indocarbocyanine Perchlorat gekoppelt
ist. Nach Aufnahme des Dil-Ac-LDL in die Endothelzelle kann die Fluoreszenz sowohl unter
dem Fluoreszenzmikroskop als auch mittels FACS-Analyse detektiert werden. Bis zu einer

Konzentration von 10 pyg/ml hat Dil-Ac-LDL keinen Einfluss auf das Zellwachstum (46).
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1.3 Methoden zur Isolierung muriner Endothelzellen

Insbesondere auf dem Gebiet der kardiovaskularen Forschung werden Zellmodelle benétigt,
die geeignet sind fur Untersuchungen am Endothel. Da in vielen Féallen Fragen zu
pathophysiologischen Vorgadngen im Rahmen der Arteriosklerose bzw. der endothelialen
Dysfunktion Ausgangspunkt fur weitere Analysen sind, besteht groBes Interesse an
Endothelzellen aus dem makrovaskularen arteriellen GefaBsystem. Die begrenzten
Ressourcen an humanen arteriellen makrovaskularen Endothelzellen fihren zur Suche nach
alternativen Zellmodellen. Aufgrund der einfachen Verflgbarkeit sowie diverser zur
Verfugung stehender transgener Mauslinien kommt murinen Zellmodellen dabei die gréBte
Bedeutung zu. Es wurden verschiedene Methoden beschrieben, mit denen Endothelzellen
aus unterschiedlichen GefaBabschnitten der Maus isoliert werden kénnen. Die in der
Literatur vorhandenen Protokolle zur Isolierung muriner Endothelzellen kénnen in zwei
Grundmethoden eingeteilt werden, die entweder mikrovaskuldre oder makrovaskulére
Endothelzellen zum Ziel haben.

Bei der ,Explant“Technik werden GefaBsticke, meist Aortensticke, auf Matrigel-
beschichteten Platten ausgefaltet. Matrigel ist eine geléste Basalmembranvorbereitung und
dient der Anhaftung und Differenzierung der Endothelzellen. Nach Ausbreitung der
GefaBsegmente wandern Endothelzellen, friher als Myozyten und Fibroblasten, aus der
GefaBwand auf die beschichteten Kulturplatten aus (92). Nach 4 bis 6 Tagen werden die
GefaBsticke entfernt, bevor die nicht-endothelialen Zellen in die Kultur Gbergehen. Es gibt
diverse Modifikationen dieser Technik. Die Aorten werden in Streifen, Ringe oder kleine
Stucke geschnitten. Zudem wird in einigen Protokollen das periaortale Binde- und
Fettgewebe entfernt.

In weiterentwickelten Protokollen wird die ,Explant“Technik durch eine anschlieBende
fluoreszenzaktivierte Zellsortierung (FACS: Fluorescence-activated cell sorting) erganzt.
Dabei werden die mit Fluorochromen markierten Endothelzellen im FACS-Gerat aus dem
Zellgemisch isoliert. Magid et al. haben dafiir beispielsweise die Fluoreszenz des griinen
Fluoreszenzproteins (GFP) der transgenen, GFP-exprimierenden Maus genutzt (92). Huang
et al. haben die Priméarkultur mit Dil-Ac-LDL gefarbt, und die Zellsortierung anhand des darin
enthaltenen Fluoreszein 1,1’-dioctadecyl-3,3,3’,3’-tetramethyl-indocarbocyanine Perchlorat
durchgefuhrt (93). Die ,Explant“Methoden dienen der Isolierung aortaler, makrovaskularer
Endothelzellen.

Die alternative Grundmethode zur Gewinnung muriner Endothelzellen basiert auf

enzymatischer Dissoziation der GeféaBe. Dabei werden die GefaBe meist mit Kollagenase
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und/oder Trypsin behandelt, um das Endothel von der subendothelialen Matrix abzulésen
und eine Einzelzellsuspension zu erhalten. Diese Methode erfordert in den meisten Fallen
eine anschlieBende Zellseparation, mit der Endothelzellen von nicht-endothelialen Zellen wie
Fibroblasten und glatten Muskelzellen getrennt werden. Dazu gibt es die Mdéglichkeit der
seriellen Zelltrennung mittels Fluoreszenz-aktivierter Zellsortierung (FACS)(94) und der
parallelen Zelltrennung mittels magnetischer Zellseparation mit Microbeads (MACS) (95)
oder Dynalbeads (96). Bei der magnetischen Zellseparation werden die Zielzellen mit
spezifischen Antikérpern markiert, die entweder direkt an superparamagnetische Partikel
gebunden sind, oder erst in einem zweiten Schritt an diese gekoppelt werden. Letztlich
werden die Zielzellen, die mit den magnetischen Beads beladen sind, im Magnetfeld von den
restlichen Zellen der Priméarkultur separiert.

Die enzymatischen Methoden sind zu unterteilen in Methoden zur Isolierung
makrovaskularer oder mikrovaskularer Endothelzellen. Zur Gewinnung makrovaskularer
Endothelzellen wird die Mausaorta kanuliert und mit Kollagenaseldsung beflllt. Nach der
Kollagenaseinkubation werden die Endothelzellen aus der Aorta herausgespult, aufgefangen
und in Kultur genommen (97, 98). Diese Methode, fir die mehrere Protokolle mit
verschiedenen Modifikationen beschrieben sind, ist vergleichbar mit der Isolationsmethode
fur HUVECs (99) und bedarf keiner weiteren ZellseparationsmaBnahme.

Der von intraluminal erfolgenden Enzymbehandlung steht die mechanische
Gewebezerkleinerung mit anschlieBendem Enzymverdau gegenliber. Diese Protokolle
dienen in erster Linie der Gewinnung mikrovaskuléarer Endothelzellen. Daher werden meist
Lunge und Herz entnommen und in kleinste Gewebestlicke geschnitten (95, 96). Die
Gewebestiicke werden anschlieBend mit Enzymen (Kollagenase, Trypsin, Dispase) verdaut,
um die Endothelzellen von der Basalmembran ab- und aus dem Zellverband herauszulésen.
In einigen Protokollen wird das Zell-/Gewebegemisch nach der Enzymbehandlung noch
gesiebt (94). Diese Art von Isolationsmethoden erfordern jedoch stets im Anschluss eine
Zellseparation wie oben beschrieben (7100).

Trotz der vielen verschiedenen Isolationsprotokolle hat sich bis heute kein Standardprotokoll
zur Gewinnung muriner arterieller Endothelzellen, wie es bei der Isolierung von HUVECs
bereits seit 1973 der Fall ist (99), etablieren lassen.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Etablierung einer reproduzierbaren Methode zur
Isolierung muriner aortaler Endothelzellen durch die Weiterentwicklung bereits bestehender
Protokolle. Die Besonderheit unseres Ansatzes besteht darin, dass die Mausaorta im
Ganzen einem Enzymverdau unterzogen wird und anschlieBend die sich demarkierende

Intima gezielt mit einem Plastikschaber abgetrennt wird. Das priméare Ziel dieses Vorgehens
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ist die Erzielung einer hohen Endothelzellausbeute mit gleichzeitig geringer Kontamination

durch nicht-endotheliale Zellen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Bovines Serumalbumin Sigma-Aldrich

Dil-Ac-LDL Biomedical Technologies Inc.

Ethanol Merck

FCS (fetal calf serum) Biochrom
HEPES Carl Roth GmbH & Co. KG

NGS (normal goat serum) VectorLabs

Gibco / Invitrogen,
Roth

SlowFade Gold (Eindeckmittel) Invitrogen
| Tumor necrosis factor-a Sigma |
2.1.2 Enzyme

Biochrom

Sigma-Aldrich

Roche

Sigma-Aldrich

| Trypsin Sigma-Aldrich |

2.1.3 Medien

Dulbecco’s MEM Eagle Gibco / Invitrogen
MVECG-Medium Provitro
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2.1.4 Puffer

HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution)

Material & Methoden

0,137 M NacCl, 5,4 mM KCl, 0,25 mM
Na2HPO4, 0,44 mM H2PO4, 1,3 mM
CaCl2, 1,0 MM MgS0O4, 4,2 mM NaHCO3

PBS (phophate buffered saline)

2,7 mM KCI, 2 mM KH2PO4, 137
mM NaCl,10 mM Na2HPO4 (pH 7,4)

s-EDTA (s- ethylene diamine tetraacetic
acid)

0,7 mM EDTA, 137 mM NaCl,
2,7 mM KCI, 8 mM Na2HPO4, 1,5 mM

KH2PO4 (pH 7,2)

2.1.5 Antikoérper

Primarantikdrper

| Rat Anti-mouse CD31, monoklonal BD Pharmingen, 553370 |

Rat Anti-mouse CD62e, monoklonal R&D Systems, MAB575

BD Pharmingen, 550738

Rat Anti-mouse CD73, monoklonal

Rat Anti-mouse CD 102, monoklonal BD Pharmingen, 550544

Rat Anti-mouse CD 105, monoklonal

BD Pharmingen, 550546

Rat Anti-Mouse CD 106, monoklonal BD Pharmingen, 550547

| Polyklonal Rabbit Anti-Human vWF DakoCytomation, A 0082 |

Sekundarantikérper

| Rh-Goat-Anti-Rat Jackson ImmunoResearch |

| FITC-Goat-Anti-Rat

Jackson ImmunoResearch
| FITC-Goat-Anti-Rabbit Jackson ImmunoResearch |

Fluorochrom-gekoppelie Primarantikdrper

R-PE Rat Anti-Mouse CD31,monoklonal
FITC Hamster Anti-Mouse CD54,

BD Pharmingen 553373

BD Pharmingen 553252
monoklonal

PE Rat Anti-Mouse CD73, monoklonal

BD Pharmingen 550741
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FITC Rat Anti-Mouse CD102, monoklonal BD Pharmingen 557444

2.1.6 Gerate

Autoklav Webeco

Durchflusszytometer, FACSCalibur ™ Becton Dickinson

Feinanalysenwaage BP 121 S Sartorius

Fluoreszenzmikroskop, Axiovert35 Zeiss

Fluoreszenzmikroskop, Olympus BX50 Olympus

Hellfeldkamera Sony

Fluoreszenzkamera Olympus

Kaltlichtquelle, KL 1500 electronic Schott

Magnetblock, Dynal MPC-S Invitrogen

Neubauer Zahlkammer Hecht

Pipetten (10, 20, 100, 200, 1000 ul) Gilson

pH-Meter, MP 220 Mettler

Schiuttler Edmund Buhler

Schittelwasserbank, GFL 1083 GFL

Sicherheitswerkbank, LaminAir® TL 2472 Heraeus Instruments

Stereomikroskop, Leica MZ6 Leica

Sterilwerkbank, Antair BSK Steril S.p.A

Vortexer, Vortex-Genie®2 Scientific Industries

Zellkulturinkubator, HERAcell 240 Heraeus Instruments

Zellkultur-Petrischalen Techno Plastic Products AG

Tischzentrifugen Eppendorf
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2.2 Methoden

2.2.1 Isolierung muriner Endothelzellen (MAEC) aus der Mausaorta

Base-Medium DMEM mit 25 mM HEPES, 20% FCS, 100
U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin, 2
mM L-Glutamin (Sean P. Colgan)

Kollagenase-L6ésung: Kollagenase Typ I: 450 U/ml

Kollagenase Typ II: 4 mg/ml

Kollagenase Typ XI: 125 U/ml

Hyaluronidase Typ 1-s: 60 U/ml
DNase [: 60 U/ml

Fir die Gewinnung muriner Endothelzellen aus der Mausaorta wurden Mause im Alter von
28-35 Tagen benutzt, wobei jeweils 4 M&use pro Durchgang prépariert wurden. Die Tétung
der M&use zum Zweck der Organentnahme erfolgte mittels Genickbruch durch Kollegen aus
der Arbeitsgruppe (Organisationsnummer O54/90, Tierversuchsanlage der Medizinischen
Einrichtungen der Heinrich-Heine-Universitat, Disseldorf).

AnschlieBend wurden Thorax und Abdomen groB3ziigig mit 70 % Ethanol eingespriht, um
eine Kontamination mit Keimen aus dem Tierfell bei der anschlieBenden Préparation der
Aorta zu reduzieren. Mit sterilisierter Pinzette und Schere wurde das Abdomen von der Mitte
aus eroffnet, wobei zwei Schnitte von Abdomenmitte zu beiden Seiten in Richtung Axilla
gesetzt wurden. Nach Erdéffnen des Thorax wurde die ventrale Thoraxwand nach oben
weggeklappt, so dass man Einsicht auf die Thoraxorgane erhielt. Die weitere Praparation
erfolgte erneut mit sterilisierten Instrumenten. Als erstes wurden beidseits die Lungenfligel
entfernt und der Zugang zur Aorta geschaffen. Die Aorta wurde dann im Bereich der
proximalen Aorta ascendens abgesetzt und von der Wirbelsdule frei prépariert. Das
herauspréparierte Aortenstiick, von der proximalen Aorta ascendens bis zur distalen Aorta
abdominalis reichend, wurde schlieBlich in ein 50ml-Falcongefa3 mit eisgekihltem Base-
Medium transferiert, mehrmals gespult und dann auf Eis gelagert (Abb. 2.1). In einem
Durchgang wurden 4 Aorten nach beschriebener Art herausprépariert.

Die weitere Praparation der Aorten fand unter der Sicherheitswerkbank (LaminAir® TL 2472,
Heraeus) statt. In eine 60 x 16 mm Petri-Schale wurden ca. 5ml Base-Medium gefullt und die

Aorten auf die Schale transferiert. Unter einem Stereomikroskop (MZ6, Leica) mit einer
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Kaltlichtquelle (KL 1500 electronic, Schott) wurde das umgebende Fett- und Bindegewebe
mit sterilen Pinzetten von den Aorten abprépariert (Abb. 2.2). Im Anschluss wurden die

Aorten in eine neue 60 x 16 mm Petri-Schale mit frischem Base-Medium (5 ml) Gberfihrt, wo

sie mit einer sterilen Federschere unter dem Mikroskop der L&nge nach aufgeschnitten
wurden (Abb. 2.3).

Abb. 2.1: Abb. 2.2:
Murine Aorten mit noch umgebendem Murine Aorten, von Fett- und Bindegewebe
Fett- und Bindegewebe freiprépariert

Abb. 2.3:
Freipréaparierte, der Lange nach aufgeschnittene
murine Aorten vor der enzymatischen Behandlung

Die longitudinal erdffneten Aorten wurden im néchsten Schritt fur den Kollagenaseverdau in
2 ml einer vorgewéarmten und steril filtrierten Kollagenase-Ldsung gegeben. Die Inkubation in
der Kollagenase-Ldsung erfolgte fir 45 min bei 37 °C im schiittelnden Wasserbad. Alle 5 min
wurde das Falcon-GefaB mit den Aorten auf dem Vortex-Gerat durchgemischt.

Nach dem Kollagenase-Verdau wurden 10 ml frisches, eisgeklhltes Base-Medium

hinzugefiigt, um die Aktivitdit der Enzyme zu stoppen. Der Uberstand mit bereits
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herausgeldsten Endothelzellen wurde dekantiert und auf Eis gelagert. Mit einer sterilen
Pinzette wurden die Aorten aus der Restlésung herausgeholt und auf eine frische 60 x 16
mm Petri-Schale mit ca. 1 ml Base-Medium Uberflhrt. Unter dem Stereomikroskop wurden
die Aorten, mit der Endothelflaiche nach oben zeigend, ausgebreitet. Mit einem sterilen
Plastikschaber wurde die Tunica intima, die sich sichtbar von der Tunica media abhob,
vorsichtig, ohne die Aorta zu zerreiBen, abgetrennt. Das isolierte Zellmaterial wurde
abpipettiert und in ein Falcon-Réhrchen Uberfuhrt. Alle 4 Aorten wurden auf gleiche Art und
Weise behandelt und die Endothelschicht aller Aorten (ohne die Aorten selbst) in einem
Falcon-Gefa3 gesammelt. AnschlieBend wurde die Zellsuspension bei 1000 rpm und 4 °C fur
8 min zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand dekantiert, das Zellpellet in
500 pl Trypsin resuspendiert und fur 5 min ins 37 °C Wasserbad gestellt, um eine
Einzelzellsuspension zu erhalten. Die Trypsinaktivitdt wurde mit 15 ml Base-Medium
gestoppt und die Zellsuspension erneut bei 1000 rpm, 4 °C fur 8 min zentrifugiert.

Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet in 5 ml Base-Medium resuspendiert und erneut
bei gleicher Einstellung zentrifugiert, um den letzten Rest an Trypsin und Kollagenase aus
der Zellsuspension herauszuwaschen. Nach dem weiteren Waschgang wurde das Zellpellet
in 3-4 ml MVECG-Medium (Provitro, GmbH) resuspendiert und in einer
gelatinebeschichteten Kammer (9,6cm?) einer 6-well-Platte ausgesét. Die isolierten Zellen
wurden bis zum Erreichen einer 80-90%igen Konfluenz (ca. 6-8 d) bei 37 °C und 5% CO,-

Atmosphére im Brutschrank inkubiert. Alle 2-3 Tage erfolgte ein Mediumwechsel.

2.2.2 Aufreinigung der Primarkultur mit cleavable Dynabeads NSA

Prinzip der Aufreinigung mit cleavable Dynabeads NSA

Um die murinen Endothelzellen aus der Primérkultur zu isolieren, erfolgte die magnetische
Zellseparation mit Dynabeads. Dynabeads sind ca. 1-5 pm groBe, uniforme und
monodisperse Kigelchen mit einem magnetischen Kern aus y-Fe,O3; und Fe;O4 und einer
dinnen Polystyrolhiille, die u.a. der Isolierung des toxischen Eisenkerns dient. Aufgrund ihrer
paramagnetischen Eigenschaft sind Dynabeads nur in einem Magnetfeld magnetisch und
verlieren ihre magnetische Potenz auBerhalb des Magnetfeldes (707). Bei einer
GroBendimension im Mikrometerbereich ist die Gefahr der Endozytose der Dynabeads mit
daraus folgender Zelltoxizitéat im Vergleich zu den MicroBeads gering. GréBenbedingt sind
Dynabeads jedoch nicht fir FACS-Experimente geeignet. Daher missen sie nach der
Zellseparation von den Zielzellen abgetrennt werden, sofern FACS-Analysen vorgesehen

sind.
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Bei der Anwendung von Dynabeads gibt es zwei Mdglichkeiten der Zellseparation: die
positive und negative Separationsmethode (s. Abb. 2.4).

Bei der positiven Methode werden die gewlinschten Zielzellen direkt mit an Antikdrper oder
Liganden gekoppelten Dynabeads beladen und so aus dem Zellgemisch herausgefiltert. Bei
der negativen Methode werden nicht die Zielzellen, sondern die restlichen, nicht
erwinschten Zellen mit Dynabeads markiert und isoliert, so dass am Ende die Zielzellen
Ubrig bleiben. Der Vorteil der Negativisolierung besteht darin, dass die Zielzellen unversehrt

bleiben, da sie den Strapazen der Dynabeadbehandlung nicht ausgesetzt werden.
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Abb. 2.4:

Direkte und indirekte Isolationstechnik mit Dynabeads & positive und negative Zellseparation
(101); Modifiziert und verdffentlicht mit freundlicher Genehmigung des Springer-Verlags Berlin
Heidelberg und des Autors; Erlduterungen siehe Text

Weiterhin wird bei der Zellseparation mit Dynabeads zwischen der direkten und indirekten
Technik unterschieden (s. Abb. 2.4). Bei der direkten Zellisolierung sind die Dynabeads von
vornherein an den Primarantikdrper bzw. -liganden gekoppelt und kénnen so direkt Uber das
spezifische Antigen an die Zielzellen binden.

Bei der indirekten Methode werden im ersten Schritt die Zielzellen mit dem Erstantikérper
bzw. Erstliganden markiert. Im Anschluss werden die an den Sekundarantikérper bzw. -
liganden gekoppelten Dynabeads hinzugefligt, die gegen den Erstantikbrper bzw.
Erstliganden gerichtet sind. Die Markierung der Zielzellen mit Dynabeads erfolgt somit in
zwei Schritten.

Die in dieser Arbeit eingesetzten abtrennbaren Dynabeads wurden von Invitrogen speziell far
unser Projekt hergestellt und waren nicht kommerziell zu erhalten. Auf deren Empfehlung
erfolgte die Zellseparation in der indirekten Technik in Form einer Positivselektion. Zuerst
wurde die Priméarkultur mit dem CD31-Antiképer markiert. Dann wurden die Dynabeads
hinzugefiigt, die an den Primé&rantikbrper gebunden haben und daruber an die
Endothelzellen gekoppelt wurden. Nach der Markierung der Zielzellen mit Dynabeads wurde
das Zellgemisch im Hochgradienten-Magnetfeld eines Magnetpartikelkonzentrators platziert,
so dass die Dynabeads mit den gebundenen Endothelzellen vom Magneten angezogen
wurden. Die Negativzellen bzw. Nicht-Endothelzellen, die bei fehlender CD31-Expression
nicht mit Dynabeads markiert wurden, verblieben in Lésung und konnten separat
aufgefangen werden. Nach Entnahme der Zellen aus dem Magnetfeld erhielt man die
Dynabead-gekoppelten murinen Endothelzellen.

Da die weitere Charakterisierung der Endothelzellen u.a. mit FACS-Analysen erfolgen sollte
und Proliferationsprobleme von Dynabead-beladenen HUVECs beschrieben waren (102),
wurden von Invitrogen abtrennbare (cleavable) Dynabeads zur Verfligung gestellt. Nach der
Zellseparation erfolgte die Abtrennung der Dynabeads mit dem im Kit von Invitrogen

befindlichen Abtrennpuffer (Release Buffer).
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Durchfiihrung der Zellseparation mit cleavable Dynabeads NSA

Im Kitvon Invitrogen: Release Buffer

Dynabeads NSA (10 mg/ml, 4 x 10® beads/mg)

Empfohlene Konzentration: 0,75 mg beads/mi

CD31 Antikérper (0,2 mg/ml)

Empfohlene Konzentration: 1 pyg/1 Mio. Zellen

Weiterhin benétigt:
PBS-Puffer: PBS w/ 0,1% BSA und 2 mM EDTA (pH7,4)

Die Priméarkultur wurde mit der magnetischen Zellseparation aufgereinigt, sobald die Zellen
eine Konfluenz von 80 — 90% erreicht hatten, was im Durchschnitt nach 6-8 Tagen gegeben
war.

Aufgrund der geringen GefaBgréBe der murinen Aorta mussten die Zellen aus mehreren
Aorten fur die magnetische Zellseparation gepoolt werden. Kevil et al. beschrieben eine
Isolationsmethode, bei der sie die murine Aorta ebenfalls nach Langsinzision in toto einer
Enzymdigestion unterzogen mit nachfolgender fluoreszens-aktivierter Zellsortierung (94).
Dabei isolierten sie aus 12 Aorten 50000 Endothelzellen. Um eine etwas hoéhere
Endothelzellzahl zu erzielen, poolten wir initial die Zellen aus 16 Aorten, die in vier
Praparationsdurchgangen erhalten worden waren.

Da die Zellseparationsprozedur eine Einzelzellsuspension erfordert, wurden die konfluenten
Zellschichten passagiert. Dafur wurden die Zellen zweimal mit 3 ml s-EDTA gewaschen und
anschlieBend fir 10 min mit 0,5 ml s-EDTA/Trypsin (0,05% Trypsin/0,02% s-EDTA) inkubiert.
Nach 10 min wurde die Trypsinaktivitat mit 3 ml Medium (MVECGM) mit 20% FCS gestoppt,
die Zellen aller Praparationen in einem 50 ml Falcon-Tube gesammelt und bei 1000 rpm und
4 °C fur 6 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert und das Zellpellet in 1-2 ml
MVECGM resuspendiert. AnschlieBend wurde die Zellzahl bestimmt (Neubauer-
Zahlkammer: Tiefe 0,1 mm, 0,0025 mm?2) und ein weiteres Mal zentrifugiert (1000 rpm, 4 °C
fur 6 min).

Die Zellen wurden in 1 ml MVECGM / 25mM HEPES resuspendiert und der monoklonale Rat
Anti-Mouse CD31 Antikérper (Klon MEC 13.3) der Zellsuspension in der Konzentration

1 pg/1 Mio. Zellen hinzugefugt. Die Inkubation mit dem Antikérper fand bei 4 °C fur 25 min
auf einem Rotator bei sehr niedriger Geschwindigkeit statt. Wahrend der
Antikdrperinkubation wurden die Dynabeads vorbereitet. Das gewlinschte Beadvolumen

(0,75 mg/ml Zellsuspension = 75ul) wurde in ein autoklaviertes 1,5 ml Eppendorf—
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ReaktionsgefaB (Eppendorf, Hamburg) uberfihrt, 1 ml PBS-Puffer hinzugefligt und auf dem
Vortexer durchmischt. AnschlieBend wurde das GefaB mit den Beads fir 3 min in den
Magnetblock (Dynal MPC-S, Invitrogen) gesetzt und der Uberstand nach 3 min abpipettiert.
Die auf diese Weise gewaschenen Beads wurden vom Magneten genommen und im selben
Volumen PBS-Puffer wie das urspringliche Beadvolumen (75 ul) resuspendiert. Die Beads
wurden bis zum Einsatz bei 4 °C aufbewahrt. Nach Ablauf der Antikérperinkubation wurde
die Zell-Antikdrpersuspension mit 500 ul PBS-Puffer verdiinnt und bei 1000 rpm und 4 °C far
10 min zentrifugiert. Der Uberstand mit freien, ungebundenen Antikérpern wurde verworfen
und das Zellpellet in 1 ml PBS-Puffer resuspendiert. Die vorbereiteten Beads wurden, nach
erneuter Durchmischung auf dem Vortexer, den Zellen hinzugefligt. Die Inkubation der
Antikérper-markierten Zellen mit den Beads erfolgt fir 15 min bei 4 °C auf einem Rotator mit
Plastikdrehscheibe bei sehr niedriger Geschwindigkeit. Die Drehgeschwindigkeit musste so
eingestellt werden, dass sich die Beads nicht auf dem Boden des ReaktionsgefaBes
absetzen konnten. Nach der Inkubation wurden 500 pl PBS-Puffer der Zellsuspension
hinzugefligt und das Reaktionsgefal3 fir 3 min in den Magneten gesetzt. An Endothelzellen
gebundene Beads und freie Beads wurden vom Magneten angezogen. Der Uberstand mit
den nicht-endothelialen Zellen wurde vorsichtig entnommen und separat aufgefangen
(,Durchflusszellen®).

Nach dieser priméren Zellseparation erfolgten 4 Waschgange, um mdglichst alle nicht-
endothelialen Zellen herauszuwaschen und eine annéhernd reine Endothelzellfraktion zu
erhalten. Daftr wurde das Reaktionsgeféd3 vom Magneten genommen, das Zellpellet in 800
ul PBS-Puffer auf dem Vortexer resuspendiert und anschlieBend erneut fir 2,5 min in den
Magneten gesetzt. Die Uuberschiissigen Nichtendothelzellen wurden jeweils zu den
,ourchfluss-Zellen“ hinzugefugt. Nach dem letzten Waschgang erfolgte die Abtrennung der
Dynabeads von den Endothelzellen. Dafir wurde das Zellpellet in 1 ml Releasing Buffer
(Invitrogen) resuspendiert und in ein neues ReaktionsgefaB Uberfuhrt. Die Zellen wurden 8-
10mal mit Druck auf- und abpipettiert und schlieBlich fir 10 min bei 4 °C auf dem Rotator bei
relativ hoher Geschwindigkeit im Releasing Buffer inkubiert.

Wéhrend der Inkubation im Releasing Buffer wurden die ,Durchfluss-Zellen® bei 1000 rpm, 4
°C fir 6 min zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in MVECG-Medium resuspendiert, die Zellen
gezéahlt und schlieBlich auf einer gelatinebeschichteten Platte in Kultur genommen.

Nach der Trennung von Beads und Endothelzellen wurden die Zellen ein weiteres Mal fur 3
min in den Magneten gesetzt. Wahrend die Beads vom Magneten angezogen wurden
verblieben die Endothelzellen in Lésung. Die Endothelzellen wurden vorsichtig abpipettiert, in

einem 15 ml Falcon-Gefa3 aufgefangen und bei 1000 rpm und 4 °C fir 6 min zentrifugiert.
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Das Endothelzellpellet wurde schlieBlich in MVECG-Medium resuspendiert, die Zellzahl
bestimmt und die Zellen in einer gelatinebeschichteten Kammer (3,9 cm?) einer 12 well

Platte ausgesét.

2.2.3 Charakterisierung der murinen Endothelzellen mittels Imnmunzytochemie

Prinzip der Inmunzytochemie

Das Prinzip der Immunzytochemie beruht darauf, dass man Antigene in/auf Zellen mit
spezifischen monoklonalen oder polyklonalen Antikérpern detektieren und visualisieren kann.
Dabei wird im ersten Schritt mit einem priméren Antikdérper das gesuchte Antigen Uber eine
Antigen-Antikérper-Bindung markiert. Im zweiten Schritt wird der gebundene priméare
Antikérper mit einem fluoreszenzgekoppelten sekundéaren Antikorper, der gegen den
Primarantikdrper gerichtet ist, sichtbar gemacht. Alternativ gibt es die Option direkt
Fluorochrom-gekoppelte Primarantikérper einzusetzen. Unter einem Fluoreszenzmikroskop
kann man schlieBlich die Fluoreszenz nachweisen und durch die Verteilung der Fluoreszenz
auf die Verteilung der spezifischen Antigene schlieen.

Mittels immunzytochemischem Nachweis endothelialer Antigene auf den isolierten Zellen
konnte der Nachweis erbracht werden, dass es sich bei den isolierten Zellen um

Endothelzellen aus der Mausaorta handelte.

Durchfiihrung der Inmunzytochemie

Die isolierten Endothelzellen wurden in verschiedenen Stadien der Zellkultur per
Immunzytochemie analysiert. Eine bestimmte Endothelzellzahl wurde auf einem
gelatinisierten Objekttrager mit 8 Kammern (Chamber Slide) ausgesat und bis zum Erreichen
einer 80-90%igen Konfluenz kultiviert. Die Positivkontrolle erfolgte mit murinen,
mikrovaskularen bEnd.3 Zellen und die Negativkontrolle mit jenen Zellen, die bei der
Zellseparation als nicht-endotheliale Durchflusszellen aufgefangen wurden. Um eine
unspezifische Bindung des Sekundarantikérpers auszuschlieBen, wurde fur jede Zellsorte
auch eine ,Sekundarantikdrper-Kontrolle® durchgefihrt. Dafir wurden die murinen
Endothelzellen, bEnd.3 Zellen und Durchflusszellen jeweils in einer Kammer kultiviert und
ausschlieBlich mit dem Sekundérantikérper behandelt.

Dementsprechend sah die Belegung der 8kammerigen Chamber Slides folgendermaBen

aus:
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Abb. 2.5: Schematische Darstellung der Chamber Slide Belegung
Erlauterungen siehe Text

Die immunzytochemische Férbung erfolgte nachdem die Zellen auf den Chamber Slides eine
ausreichende Konfluenz erreicht hatten.

Als erstes wurde das Uberschussige Kulturmedium entfernt und die Zellen zweimal mit
raumtemperiertem PBS gewaschen. Nach dem zweiten Waschgang wurde unverzuglich,
ohne Austrocknung der Zellen, in jede Kammer 250 pyl Zamboni-Fixativ (4%
Paraformaldehyd, 15% Pikrinsaure, 0,1 M Natriumphosphatpuffer, pH 7,4) hinzugeftigt. Die
Fixation erfolgte fur 10 min bei Raumtemperatur auf dem Schuttler. Nach 10 min wurde das
Fixativ abpipettiert und restliches Fixativ mit 500 pl PBS herausgewaschen. Die Zellen
wurden zwei weitere Male fur jeweils 10 min auf dem Schittler mit je 500 yl PBS
gewaschen, um verbliebenes Fixativ zu entfernen. AnschlieBend wurden die Zellen mit 150
ul Blockierserum (10% normal goat serum in PBS + 0,1% Saponin) pro Kammer fir 30 min
inkubiert, so dass unspezifische Bindungsstellen flir das IgG blockiert wurden. Das
Blockierserum musste nach Moglichkeit aus der gleichen Tierspezies stammen, in der auch
der Sekundarantikdrper produziert wurde.

Nach 30 min wurde das Blockierserum abgenommen und der Primarantikdrper direkt
hinzugefigt. In jede Kammer wurden 150 pl Antikérperlésung (Antikdrper in PBS, 2% NGS,
0,1% Saponin) gegeben und Uber Nacht auf dem Schuttler bei Raumtemperatur inkubiert.

In die Kammern der Sekundarantikérper-Kontrollen wurden, nach Entfernen des
Blockierserums, je 150 pyl PBS/2% NGS/0,1% Saponin gegeben. Am Folgetag wurde die
Primérantikdrperlésung abgenommen und die Zellen wurden einmal kurz mit 500 pyl
PBS/0,1% Saponin gewaschen. Im Anschluss erfolgten 3 Waschgénge fir jeweils 10 min mit
PBS/0,1% Saponin auf dem Schuttler. Es folgte die Inkubation mit dem Sekundarantikérper.
150 pl Antikérperlésung wurden in jede Kammer hinzugefligt und fir zwei Stunden im

Dunkeln inkubiert. Nach 2 Stunden wurde der Sekundarantikbrper abpipettiert und die
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Kammern in insgesamt 4 Waschschritten gewaschen. Die ersten beiden Male wurden die
Kammern fir jeweils 20 min mit PBS/0,1% Saponin gewaschen. Danach wurden die
Kammern von den Objekttragern abgetrennt und die Objekttrager im Ganzen zweimal 20 min
nur in PBS gewaschen. Im Anschluss wurde 1 Tropfen Eindeckmedium (SlowFade Gold,
Invitrogen) auf jedes Kammerfeld gegeben und ein Deckglas vorsichtig, ohne Ausbildung
von Luftblasen, Uber alle Kammerfelder hinweg auf den Objekttrager gelegt. Mit diesem
Schritt wurde die immunzytochemische Farbung beendet, so dass die Auswertung der

Farbung unter dem Fluoreszenzmikroskop erfolgen konnte.

Antikorper fiir die Inmunzytochemie

Primarantikdrper

Antikérper Verdlnnung Hersteller

Rat Anti-Mouse CD31 monoklonal BD Pharmingen, 553370
Rat Anti-Mouse CD62e monoklonal R&D Systems, MAB575

Rat Anti-Mouse CD73 monoklonal BD Pharmingen, 550738
Rat Anti-Mouse CD 102 monoklonal BD Pharmingen, 550544
Rat Anti-Mouse CD 105 BD Pharmingen, 550546
Polyclonal Rabbit Anti-Human vWF DakoCytomation, A 0082

Sekundarantikdrper

Jackson ImmunoResearch

Jackson ImmunoResearch,

FITC-Goat-Anti-Rabbit Jackson ImmunoResearch

32



Material & Methoden

2.2.4 Charakterisierung der murinen Endothelzellen mittels Durchflusszytometrie

Prinzip der Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie (FACS: fluorescent activated cell sorting) erméglicht als optisches
Messverfahren die Beurteilung physikalischer Eigenschaften von Zellen / Teilchen anhand
der Analyse von Streulicht und Fluoreszenzsignalen. Die zu untersuchenden Zellen werden
als Einzelzellsuspension mittels Uberdruck in eine Messkammer beférdert, in der die von
einem Argon- und Diodenlaser ausgehenden Laserstrahlen die passierenden Zellen als
monochromatisches Licht im rechten Winkel durchstrahlen. Voraussetzung fur die Messung
ist das Vorliegen einer Einzelzellsuspension, die mittels hydrodynamischer Fokussierung
erreicht wird. Entsprechend der physikalischen Eigenschaften (GréBe und Granularitat) und
Fluoreszenzmarkierung der Zellen wird der Laserstrahl zum einen gestreut (Streulichtsignal)
und zum anderen durch die an die Zellen gekoppelten Fluorochrome absorbiert und
anschlieBend als Licht héherer Wellenlange emittiert (Fluoreszenzsignal). Die so erzeugten

Lichtsignale werden von Detektoren erfasst und computergestitzt verarbeitet.

Streulichtsignal: Das Streulicht dient in erster Linie der Analyse von physikalischen

Eigenschaften der Zellen. Dabei wird unterschieden zwischen dem Vorwérts- und
Seitwartsstreulicht. Beim Vorwartsstreulicht (Forward Scatter, FSC) handelt es sich um
Strahlen, die durch die Zellen in einem geringen Winkel (2-20° zum einfallenden Lichtstrahl)
gestreut werden und eine Aussage zur Zellgr6Be erméglichen. Das zum einfallenden Licht
im 90° gestreute Seitwartsstreulicht (Side Scatter, SSC) gibt Auskunft Uber die Granularitat

der Zellen.

Fluoreszenzsignal: Sind die zu analysierenden Zellen mit Fluorochromen (Tab 2.1)

markiert, entstehen bei der Messung auch Fluoreszenzsignale. Die Zellen werden zum einen
durch Strahlen eines Argonlasers (blaues Licht, A = 488 nm) und zum anderen durch
Strahlen eines Diodenlasers (rotes Licht, A = 635 nm) angeregt. Werden Fluorochrome
eingesetzt deren Absorptionsmaxima in diesem Bereich liegen (488-635 nm) emittieren sie
Fluoreszenzlicht, das mittels optischer Systeme (Spiegel und Bandpassfilter) in vier
unterschiedliche Spektren aufgeteilt wird und auf photosensitive Detektoren (Photomultiplier)
auftrifft. Die optischen Signale werden verstarkt und in digitale Signale weiterverarbeitet. Im
FACS Calibur stehen 4 Fluoreszenzkandle (FL) zur Verfligung. Die Fluoreszenzkanale FL 1-

3 sind sensible fur Licht der Fluorochrome, die sich durch den Argonlaser anregen lassen. Im
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FL-1 wird 530 nm, im FL-2 585 nm und im FL-3 650 nm langes Fluoreszenzlicht detektiert.
Der vierte Fluoreszenzkanal FL-4 ist Detektor fur Licht der Wellenldange 670 nm, das durch
die Anregung des Diodenlasers entsteht. Die vier Fluoreszenzkanale ermdglichen das
gleichzeitige Messen von vier Fluoreszenzen bzw. die gleichzeitige Analyse von bis zu vier

Zelleigenschaften.

Fluorochrome Absorptionsmaximum Emissionsmaximum | Fluoreszenzkanal

in nm (Anregungslaser) (in nm) (FL)

495 (Argonlaser)

565 (Argonlaser)

490 (Argonlaser)

(
(
(Ar
650 (Diodenlaser)

Tab. 2.1: Absorptions- und Emissionsmaxima der géngigen Fluorochrome und korrelierende
Fluoreszenzkanéle des FACS Calibur

FL: Fluoreszenzkanal, FITC: Fluoresceinisothiocyanat, R-PE: R-phycoerythrin, PerCP: Peridinin
Chlorophyll Protein Complex, APC: Allophycocyanin, nm: nanometer

Durchfiihrung der durchflusszytometrischen Messungen

Die Durchflusszytometrie wurde eingesetzt, um die Reinheit der Endothelzellkulturen nach
der Zellseparation mit den Dynabeads zu bestimmen. Die Reinheit wurde gemessen als
Anteil der Endothelzellen an der Gesamtzellzahl. Die Detektion der Endothelzellen in der
Durchflusszytometrie erfolgte Gber die Markierung von endothelialen Adh&sionsmolekiilen

mit Fluorochromen oder mittels Dil-Ac-LDL Farbung.

Fir die Messungen wurden die auf Kulturplatten befindlichen Zellen (in einem well einer 6-
well Platte) mit Trypsin und s-EDTA passagiert (0,5 ml s-EDTA und 0,5 ml Trypsin) und in
PBS/FCS 20% (2 ml / well) aufgefangen. Nach der Zentrifugation (1000 rpm, 6 min, 4 °C)
erfolgte die Resuspension des Zellpellet in 1 ml PBS/FCS 10%. AnschlieBend wurde die
Zellzahl in einer Neubauer Zahlkammer bestimmt. Die Zellen wurden in ein FACS-Réhrchen
(5 ml) gegeben und gewaschen. Dafir wurden die Zellen mit 2 ml PBS/FCS 10% verdlnnt
und anschlieBend zentrifugiert (1000 rpm, 6 min, 4 °C). Der Uberstand wurde so dekantiert,
dass das Zellpellet in einem Restvolumen von ca. 50 ul verblieb. Zu diesem Restvolumen
wurde der Primédrantikdrper in gewunschter Verdinnung hinzugefiugt und es erfolgte die
Inkubation fur 30 min auf Eis. Nach 30 min wurden die Zellen gewaschen. Daflir wurden 3 ml

PBS/FCS 10% der Zell-Antikdrpersuspension hinzugefligt. Im Anschluss erfolgte ein weiterer
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Zentrifugationsschritt (1000 rpm, 6 min, 4 °C). Nach dem Waschgang wurde der Uberstand
erneut dekantiert und es folgte die Sekundé&rantikbrperinkubation, wenn nicht schon der
Primérantikérper Fluorochrom-gekoppelt war. Die Inkubation mit dem Fluorochrom-
gekoppelten Antikoérper (Erst- oder Zweitantikdrper) erfolgte im Dunkeln. Nach einer 30-
minltigen Inkubationsdauer mit dem Sekundarantikérper erfolgte ein erneuter Waschgang
(s.0.), um Uberschissige Antikdrper herauszuwaschen. Das gewaschene Zellpellet wurde in
500 pyl PBS/FCS 10% resuspendiert und konnte fir die Messungen am FACS Calibur

genutzt werden.

Antikérper fur die Durchflusszytometrie

Primérantikérper & Fluorochrom-gekoppelte Primarantikérper

Antikérper Verdlinnung (Menge) Hersteller

R-PE-rat Anti-mouse CD31 1:10 (= 1uQ) BD Pharmingen,
monoklonal 553373
FITC Hamster Anti-Mouse CD54, | 1:25 (= 1ug) BD Pharmingen,
monoklonal 553252
PE Rat Anti-Mouse CD73, 1:10 (= 1uQ) BD Pharmingen,
monoklonal 550741
FITC Rat Anti-Mouse CD102 1:25 (= 1uQ) BD Pharmingen,
monoklonal 557444
Rat Anti-Mouse CD105, 1:1,56 (= 1uQ) BD, Pharmingen

monoklonal

Purified rat anti-mouse CD106 1:1,56 (= 1uQ) BD, Pharmingen

Sekundarantikérper

Antikdérper Verdinnung (Menge) Hersteller

FITC Goat Anti-Rat IgG 1:50 (= 1,4 ug) Jackson ImmunoResearch

Messung und Auswertung

Die durchflusszytometrischen Messungen erfolgten am FACS Calibur (BD). Die Auswertung

erfolgte computergestitzt mit der Cell Quest-Software.
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2.2.5 Dil-Ac-LDL Farbung

Der Nachweis endothelialer Eigenschaften der isolierten murinen Endothelzellen erfolgte in
erster Linie mittels Detektion von endothelialen Oberflichenmarkern. Ergénzend dazu
nutzten wir die Méglichkeit, Endothelzellen durch die Dil-Ac-LDL Aufnahme nachzuweisen.
Endothelzellen nehmen acetyliertes LDL (low density lipoprotein) tber den ,scavenger cell
pathway" des LDL-Cholesterin Metabolismus auf. Die Visualisierung des internalisierten
acetylierten LDL erfolgt durch den daran gekoppelten Floureszenzfarbstoff Dil (7,7-
dioctadecyl-3,3,3",3 -tetramethylindocarbocyanine perchloratf). Nach Aufnahme des Dil-Ac-
LDL erfolgt intrazelluléar die lysosomale enzymatische Abspaltung des Dil mit nachfolgender
Akkumulation des Fluoreszenzfarbstoffs in den lysosomalen Membranen. Unter dem
Fluoreszenzmikroskop kann die Fluoreszenz der Endothelzellen, die Dil-Ac-LDL
aufgenommen haben, nachgewiesen werden. Das Fluoreszenzsignal kann alternativ per
Durchflusszytometrie nachgewiesen werden. Die Dil-Ac-LDL Fé&rbung erfolgte durch 4-
stiindige Inkubation der Endothelzellen mit Dil-Ac-LDL. Dafur wurden 10 pg Dil-Ac-LDL pro
ml Kulturmedium zu den Zellen hinzugefugt und fir 4 Stunden bei 37°C im Brutschrank
inkubiert. Nach der Markierung wurde das Medium mit Dil-Ac-LDL abpipettiert, die Zellen

mehrmals gewaschen, anschlieBend fixiert und unter dem Fluoreszenzmikroskop analysiert.
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3 Ergebnisse

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Etablierung einer Préparationsmethode zur
Isolierung von Endothelzellen aus der murinen Aorta. Die Anforderungen an die Methode
waren in erster Linie die einfache Umsetzbarkeit, eine hohe Endothelzellausbeute und
Endothelzellreinheit und die Reproduzierbarkeit. Das Hauptmerkmal der Methode ist die
gezielte Isolierung der Endothelschicht, um so die Kontamination mit nicht-endothelialen
Zellen aus der Tunica media und adventitia auf ein Minimum zu reduzieren. Dazu wurden die
der Lange nach entnommenen und langsaufgeschnittenen Aorten im Ganzen in einem
Enzymgemisch inkubiert. Die angedaute und sich dadurch demarkierende Endothelschicht
wurde gezielt mit einem Plastikschaber abgetragen. In einem Durchgang wurden auf diese
Art vier Mausaorten prapariert und die daraus isolierten Zellen in einer Kammer (9,6 cm?)
einer 6-well Platte kultiviert. Die Priméarkultur wurde mit von Invitrogen speziell fir dieses
Projekt hergestellten cleavable Dynabeads NSA magnetisch aufgereinigt, um Endothelzellen
von Nicht-Endothelzellen zu trennen und reine Endothelzellkulturen zu erhalten. Fir die
magnetische Zellseparation wurden die Zellen aus mehreren Praparationen/Aorten gepoolt.
Nach der Zellseparation und einer variablen Kulturdauer erfolgten die Reinheitsanalysen, die
Bestimmung des Endothelzellanteils der Kulturen. Dafir wurden die endothelialen
Zelladhasionsmolekile PECAM-1/CD31, ICAM-2/CD102, CD73, ICAM-1/CD54, VCAM-
1/CD106, Endoglin/CD105 und der von-Willebrand Faktor mit fluoreszenzmarkierten
Antikérpern behandelt und eine Dil-Ac-LDL-Féarbung der Zellen vorgenommen. Der
quantitative Nachweis von positiv gefarbten Endothelzellen erfolgte mittels FACS-Analyse

und immunzytochemischer Untersuchung.

Nach diesem Protokoll wurden zum Nachweis der Reproduzierbarkeit insgesamt sechs
Experimente durchgefiihrt. Die Endothelzellreinheit wurde in den ersten drei Experimenten
mittels FACS-Analyse bestimmt, in den anderen drei mittels Immunzytochemie. Die
Isolierung der Endothelzellen aus der murinen Aorta und die magnetische Zellseparation
wurden in allen sechs Experimenten standardisiert nach unserem Protokoll durchgefiihrt. Nur
die Anzahl der fur die magnetische Zellseparation gepoolten Aorten war bei jedem der sechs
Versuche variabel. Wie der Tabelle 3.1 zu enthehmen ist wurde bei dem ersten Experiment
die magnetische Zellseparation mit den gepoolten Zellen aus insgesamt 16 murinen Aorten

durchgefiihrt. Aufgrund der sehr geringen Ausbeute von 56000 murinen aortalen
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Endothelzellen (MAEC), entsprechend einem Anteil von 4,8% an der Gesamtzellzahl vor der
Zellseparation, wurden fir die nachfolgenden Experimente deutlich mehr Aorten pro
Experiment eingesetzt. Die Unterschiede in der Anzahl der Aorten zwischen den weiteren
(H-V1)

Experimenten sind durch den Verlust von Zellen bedingt durch mikrobielle

Kontamination und das teilweise langsame Wachstum der Zellen mit verzbgert erreichter

Konfluenz und damit verzdégertem Einsatz in der magnetischen Aufreinigung zu erklaren.

EXPERIMENT |

Aortenzahl 16 23 32

Gesamtzellzahl

1,16x10°

2.4x10°

2,7x10°

1,84x10°

3,5x10°

1,59x10°

MAEC-Ausbeute

56.000
(4,8%)

120.000
(5%)

90.000
(3,3%)

60.000
(3,3%)

62.500
(1,8%)

100.000
(6,3%)

Tab. 3.1: Gesamtzellzahl und Endothelzellausbeute der sechs Experimente
Erlauterungen siehe Text

Aufgrund der geringen Endothelzellzahlen war der Einsatz der Zellen in den
Reinheitsanalysen begrenzt. Mit Anfangszellzahlen wie z.B. 56000 Endothelzellen beim 1.
Experiment war es nicht méglich mittels FACS-Analyse einen oder zwei Endothelzellmarker
zu untersuchen. Fur eine Reinheitsanalyse hétte ca. die Haélfte der Zellen unwiederbringlich
in FACS-Untersuchungen eingesetzt werden missen und die verbleibende Zellzahl wére zu
gering, um die Kultur und die Experimente fortzufihren. Daher wurden die ersten
Reinheitsbestimmungen bei der 2. Passage durchgefihrt, wobei nur ein Endothelmarker
bestimmt werden konnte. Bei den nachfolgenden Passagen konnten mit zunehmender
Zellzahl auch mehrere endotheliale Marker untersucht werden.

Bei einigen Experimenten wurden nach der magnetischen Zellaufreinigung aufgrund
unerwarteter Resultate geringe Modifikationen am Versuchsablauf vorgenommen, um
einerseits die Methode zu optimieren und andererseits weitere Erkenntnisse Uber das
Verhalten und die Eigenschaften der isolierten MAEC zu gewinnen.

Die in den Einzelexperimenten gewonnenen Ergebnisse werden im Folgenden dargestellt.
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3.1 Experiment |

In dem ersten Experiment wurden insgesamt 1,16 Mio. Zellen aus 16 Aorten gewonnen.
Durch die CD31-vermittelte magnetische Zellseparation konnten daraus 56.000 MAEC
isoliert werden, entsprechend einem Endothelzellanteil von 4,8 %.

Die Zellen wurden nach der Aufreinigung Uber 36 Tage kultiviert und dabei insgesamt
viermal passagiert. Der Anteil an Endothelzellen (Reinheit der Kultur) wurde durch FACS-
Untersuchungen bestimmt. Die erste Reinheitsbestimmung war aufgrund der niedrigen
Zellzahl erst bei der 2. Passage maglich. Eine graphische Ubersicht tber die Entwicklung der
Gesamtzellzahl und des Anteils an Endothelzellen mit positivem Nachweis von endothelialen
Markern liefert die Abbildung 3.1.

300000 -

250000 -

200000 -

[

Zellzahl 150000 - e ¥
100000 - 79.1% —e—Gesamtzellzahl
== Endothelzellen (CD31+)
50000 1 Endothelzellen (CD102+)
= Endothelzellen (CD73+)
Stat 1.P 2.P 3P 4P
d1)  (d8) (d14)  (d28)  (d36)
Passage

Abb. 3.1: Gesamtzellzahl und Endothelzellanteil gemessen an CD31- , CD102 und CD73-positiven
Zellen, tiber 4 Passagen (Experiment I)
Erlduterungen siehe Text.

Blaue Kurve: Entwicklung der Gesamtzellzahl von Tag 1 bis Tag 36; rote Kurve: Anteil CD31-positiver
Zellen an der Gesamtzellzahl von der 2. bis zur 4. Passage; griine Kurve: Anteil CD102-positiver Zellen
an der Gesamtzellzahl in der 3. und 4. Passage; lila Punkt: Anteil CD73-positiver Zellen an der

Gesamtzellzahl in der 4. Passage; P: Passage, d: Tag

Ein erstes Ergebnis bei diesem Experiment war ein sehr langsames Zellwachstum. Nach
insgesamt 36-tagiger Kulturdauer war ein Anstieg der Zellzahl von anfanglichen 56.000 auf
210.000 zu verzeichnen. Dabei ist zu beachten, dass ab der 2. Passage bei jeder Passage
Zellen fir die FACS-Analysen entnommen wurden, die in den Gesamtzellzahlen fehlen. Das
ist auch die Erklarung fir den Abfall der Gesamtzellzahl von 240.000 bei der 3. Passage auf

210.000 bei der 4. Passage bzw. Endanalyse. Bei der 3. Passage wurden drei
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Endothelmarker untersucht und daftir ca. 60.000 Zellen in den FACS-Analysen eingesetzt,
so dass die Kultur mit 180.000 Zellen fortgefthrt wurde.

Die Reinheitsanalysen zeigten bei diesem Versuch einen relativ hohen Endothelzellanteil,
der zwischen 71 % (Anteil CD31-positiver Zellen bei der 2. Passage, s. Abb. 3.2) und 79,1 %
(Anteil CD73-positiver Zellen bei der 4. Passage, s. Abb. 3.5) variierte. Ab der 2. Passage
wurde bei jeder Passage der Anteil CD31-positiver Zellen bestimmt, so dass dieser
Parameter als Verlaufsmarker fir die Endothelzellreinheit dienen konnte. Uber die
Kulturdauer zeigte sich demnach ein anndhernd gleichbleibender, von der 3. zur 4. Passage
sogar leicht steigender Anteil CD31-positiver Zellen (s. Abb. 3.1). Nach 36-tagiger Zellkultur
waren im Vergleich zu anfanglichen 71 % bei der 2. Passage (s. Abb. 3.2) und 71,1 % bei
der 3. Passage (s. Abb. 3.3), 74,2 % der Zellen (s. Abb. 3.4) bei der 4. Passage positiv fur
CD31.

Der Anteil CD102-positiver Zellen war nahezu identisch mit dem Anteil CD31-positiver Zellen
und nahm ebenfalls von der 3. zur 4. Passage zu. Wéahrend bei der 3. Passage 71,2 % (s.
Abb. 3.6) der Zellen CD102-positiv waren, waren es bei der 4. Passage 76,5 % (s. Abb. 3.7).
Bei der 4. Passage wurde auch eine CD73-Markierung vorgenommen. Mit 79,1 % (s. Abb.
3.5) zeigte sich die CD73-Positivitat vergleichbar mit dem Anteil CD31- und CD102-positiver
Zellen (74,2% und 76,5%).

In Tabelle 3.2 sind die Gesamtzellzahlen und die Endothelzellanteile Gber die Kulturdauer

von 36 Tagen zusammengefasst.

1. Passage
(Tags)

2. Passage
(Tag14)

3. Passage
(Tag28)

4. Passage
(Tag36)

Gesamtzellzahl

120.000

120.000

240.000

210.000

CD31+ Zellen,
relativ (abs.)

n.a.

71%
(85.200)

71,1%
(170.640)

74,2%
(155.820)

CD102+ Zellen,
relativ (abs.)

n.a.

n.a.

71,2%
(170.880)

76,5%
(160.650)

CD73+ Zellen,
relativ (abs.)

n.a.

n.a.

n.a.

79,1%
(166.110)

Tab. 3.2: Gesamtzellzahl und Endothelzellanteil, gemessen an CD31- , CD102- und CD73-
positiven Zellen, liber 4 Passagen (Experiment I)
n.a. = nicht analysiert

Zusammenfassend kann flir dieses Experiment festgehalten werden, dass Endothelzellen
erfolgreich aus der murinen Aorta isoliert und magnetisch aufgereinigt werden konnten und
in relativ hoher Reinheit Uber vier Passagen kultiviert wurden, dabei jedoch ein langsames

Wachstum aufwiesen.
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Die Bestimmung der endothelialen Marker erfolgte in diesem Experiment mittels FACS-
Analyse. Die entsprechenden FACS-Diagramme werden an dieser Stelle aufgefihrt und am
Beispiel des ersten Diagramms in Abbildung 3.3 erldutert. Fur die Darstellung der Analysen
wurden aufgrund der geringen Zellzahlen bei den FACS-Untersuchungen und im Sinne einer
besseren Visualisierung der Zellpopulationen ~Density Plot“-Diagramme
(Verteilungsdichtediagramme), statt ,Dot Plot“-Diagramme (Punktwolkendiagramme)
benutzt. Wahrend bei den ,Dot Plot“-Diagrammen jeder Punkt eine Zelle entsprechend ihrer
Messwerte darstellt, werden in ,Density Plot“-Diagrammen die Haufigkeitsverteilungen der
Zellen farblich kodiert. Den Diagrammachsen wurden Fluoreszenzkanéle zugewiesen. Die
Fluoreszenzsignale eines Fluorochroms auf der x-Achse wurden gegen die
Fluoreszenzsignale eines zweiten Fluorochroms auf der y-Achse aufgetragen. In diesem Fall
wurden die vom Fluorochrom FITC emittierten und im Fluoreszenzkanal-1 gemessenen
Signale auf der x-Achse gegen die vom Fluorochrom R-PE emittierten und im
Fluoreszenzkanal-2 gemessenen Signale auf der y-Achse aufgetragen. Das bedeutet, dass
die mit R-PE-gekoppelten, Anti-CD31-Antikérper markierten Endothelzellen im
Fluoreszenzkanal-2 gemessen und auf der y-Achse dargestellt wurden. Auf diese Weise
konnten R-PE-markierte Endothelzellen mit der emittierten Rotfluoreszenz, die im
Fluoreszenzkanal-2 detektiert wurde, als Zellpopulation bzw. ,Wolke* auf der y-Achse
abgegrenzt werden. Fir eine quantitative Auswertung dieser Population wurde, wie in
Abbildung 3.3 zu erkennen ist, eine polygonale Region um diese Population gelegt. Die
Auswertung dieser Region erfolgte mit der CellQuest Software und ergab fur die in diesem
Fall definierte Region der rotfluoreszierenden CD31-positiven Endothelzellen einen Anteil
von 71 % an allen untersuchten Zellen. Auf diese Weise wurden alle FACS-Analysen und

Auswertungen gemacht und der Anteil an Endothelzellen bestimmt.
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CD31-positive Zellen
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Abb. 3.2: Anteil CD31-positiver Zellen
bei der 2. Passage: 71 %
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Abb. 3.3: Anteil CD31-positiver Zellen
bei der 3. Passage: 71,1%
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Abb. 3.4: Anteil CD31-positiver Zellen
bei der 4. Passage: 74,2 %
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Abb. 3.5: Anteil CD73-positiver Zellen
bei der 4. Passage: 79,1 %
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CD102-positive Zellen CD102-positive Zellen
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Abb. 3.6: Anteil CD102-positiver Zellen Abb. 3.7: Anteil CD102-positiver Zellen
bei der 3. Passage: 71,2% bei der 4. Passage: 76,5 %
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3.2 Experimentll

Nachdem im ersten Experiment aus 16 Aorten nur 56.000 Endothelzellen isoliert werden
konnten, wurde fir dieses Experiment eine Verdopplung der Aortenanzahl vorgesehen, um
eine hdhere Zellzahl zu erzielen. In diesem Fall wurden insgesamt 2,4 Mio. Zellen aus 32
Aorten gewonnen. Durch die magnetische Zellseparation konnten 120.000 CD31-positive
MAEC isoliert werden, was einem Anteil von 5 % entsprach und somit vergleichbar war mit
dem Resultat des ersten Experiments (4,8%). Auch in diesem Fall erfolgte die

Reinheitsbestimmung der Kultur ab der 2. Passage durch FACS-Untersuchungen.

Im Unterschied zum ersten Experiment wurde eine rapide Zellproliferation von anféanglichen
120.000 Zellen auf 1.050.000 Zellen binnen 22 Tagen beobachtet. Der Endothelzellanteil
dieser schnell proliferierenden Kultur nahm jedoch konstant ab. Anfangs, bei der zweiten
Passage, betrug der Anteil CD31-positiver Endothelzellen noch 69,2 %, fiel jedoch bei der 3.
Passage auf 50,8 % und bei der 4. Passage schlieBlich auf 16,9 % ab. Nahezu identisch
verhielt es sich mit dem Anteil CD102-positiver Zellen. Dieser lag bei der 3. Passage bei 43,6
% und bei der letzten Passage nur noch bei 15,6 %. In Abbildung 3.8 sind der Verlauf der
Gesamtzellzahl und der Verlauf des Endothelzellanteils gemessen an der CD31- und

CD102-Positivitat graphisch dargestellt.

1200000 1
1000000 -
800000 1

Zellzahl 600000 - —o—Gesamizellzahl
—&—Endothelzellen (CD31+)

Endothelzellen (CD102+)

400000 -

200000 1

50,8%
69,2% 43,6% T

16,9%

15,6%

Start 1. P 2.P 3.P 4. P

(d1) (d5) (d11)  (d17)  (d22)
Passage

Abb. 3.8: Gesamtzellzahl und Endothelzellanteil, gemessen an CD31- und CD102-positiven
Zellen, liber 4 Passagen (Experiment Il)
blaue Kurve: Entwicklung der Gesamtzellzahl von Tag 1 bis Tag 22; rote Kurve: Anteil CD31-positiver
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Zellen an der Gesamtzellzahl von der 2. bis zur 4. Passage; griine Kurve: Anteil CD102-positver
Zellen an der Gesamtzellzahl in der 3. und 4. Passage; P: Passage, d: Tag
Erlauterungen siehe Text.

Es gab zwei mdgliche Erklarungen fur die Abnahme des Endothelzellanteils. Es lag entweder
eine zunehmende Kontamination durch nicht-endotheliale Zellen bei gleichzeitig fehlender
Proliferation der Endothelzellen vor, oder aber es handelte sich um eine Dedifferenzierung
der Endothelzellen mit sich verédnderndem endothelialen Ph&notyp und Verlust der
untersuchten endothelialen Marker. Die Betrachtung der absoluten Zellzahlen deutete auf
eine Dedifferenzierung. Wahrend bei der 2. Passage absolut 242.200 CD31-positive
Endothelzellen gezahlt wurden, waren es bei der 4. Passage nur noch 177.450. Gleiches
galt auch fur die CD102-positiven Zellen, von der 3. zur 4. Passage nahm deren absolute
Zahl von 300.840 auf 163.800 ab. Diese Beobachtung war am ehesten dadurch zu erklaren,
dass ein Teil der Endothelzellen, bedingt durch einen veradnderten Phéanotyp, die
untersuchten Endothelmarker nicht mehr exprimierte. Um diese Vermutung weiter zu
untersuchen, wurde bei der 3. Passage eine Modifikation des Versuchsablaufs
vorgenommen. Erganzend zu der Analyse der konstitutiv exprimierten Endothelzellmarker
wurde die Expression der induzierbaren endothelialen Adhasionsmolekile untersucht, um
weitere Aussagen zum Phéanotyp der kultivierten Zellen zu erhalten.

Fir diese Untersuchung wurden bei der 3. Passage Zellen entnommen und mit TNF-a
stimuliert. Als Entziindungsmediator induziert TNF-a auf Endothelzellen die Expression von
ICAM-1 (CD54), VCAM-1 (CD106) und E-Selectin (CD62¢), die u.a. die Adhé&sion und
Migration von Leukozyten vermitteln. Es wurde eine Markierung von CD54 und CD106
vorgenommen und eine FACS-Analyse durchgefiihrt.

Die bei der 3. Passage entnommenen Zellen wurden nach eintagiger Kultur tber 16h mit
TNF-a inkubiert (703). Im Anschluss erfolgte eine erneute FACS-Analyse mit Nachweis von
CD31, CD54 und CD106.

Nach der TNF-a Stimulation waren 30,1 % der Zellen CD31-positiv, wahrend 71,8 % CD54-
und 85,2 % CD106-positiv waren (Abb. 3.9-3.11).
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CD31-positive Zellen nach TNF-alpha

1I:I4

107 1

10 7

Fluoreszenzkanal-2 / Anti-CD31-R-PE

ity l
T T ad T T T

10" 10! 10° 10° 10*

Fluoreszenzkanal-1/ FITC

Abb. 3.9: Anteil CD31-positiver Zellen nach 16-stiindiger TNF-a Inkubation, 2 Tage
nach der 3. Passage: 30,1 %
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Abb. 3.10: Anteil CD54-positiver Zellen
nach 16-stindiger TNF-a
Inkubation: 71,8%

Abb. 3.11: Anteil CD106-positiver Zellen
nach 16-stindiger TNF-a
Inkubation: 85,2%

Der hohe Anteil CD54 und vor allem CD106 exprimierender Zellen war beweisend fir das
Vorliegen von Endothelzellen. Der Anteil CD31 exprimierender Zellen war im Vergleich zur
Vorbestimmung bei der 3. Passage von 50,8% auf 30,1% weiter abgefallen. Die nicht TNF-a
stimulierten und weiter kultivierten Zellen wurden an Tag 22 ein viertes Mal passagiert mit

erneuter Bestimmung der CD31- und CD102-Expression. CD31 wurde von nur noch 16,9%
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der Zellen exprimiert und CD102 von 15,6%.

Diese Resultate stlutzten den Verdacht, dass der stark abnehmende Anteil CD31- und
CD102-positiver Zellen bedingt war durch die Dedifferenzierung der Endothelzellen und nicht
durch eine Kontamination mit nicht-endothelialen Zellen. Die Zytokin-Stimulation zeigte, dass
entsprechend der CD54- und CD106-Expression ein GroBteil der Zellen dieses Experiments
Endothelzellen waren. Diese wiesen jedoch nicht mehr alle endothelialen Eigenschaften auf,
CD31 und CD102 wurden nur noch von einem geringen Teil der Zellen exprimiert. Diese
Beobachtung deutete auf einen sich in vitro verdndernden Phanotyp der Endothelzellen mit
Herabregulierung einiger konstitutiv exprimierter Endothelzellmarker.

Zusammenfassend konnte also auch bei diesem Experiment eine reine Endothelzellkultur
nachgewiesen werden, die im Gegensatz zum ersten Experiment eine sehr schnelle
Proliferation zeigte. In Tabelle 3.3 sind die Entwicklung der Gesamtzellzahl Gber die
Kulturdauer von 22 Tagen und der Endothelzellanteil von der 2. bis 4. Passage

zusammengefasst.

1.Passage | 2.Passage | 3.Passage 4.Passage
(d 5) (d11)

Gesamtizellzahl,
absolut 230.000 350.000 690.000 1050.000

CD31+ Zellen, 69,2% 16,9%

relativ (abs.) = < (242.200) | (350.520) (177.450)
CD102+ Zellen,
relativ (abs.) a. = n.a. (300.840)

CD54+ Zellen,
relativ

CD106+ Zellen,
relativ

Tab. 3.3: Gesamtzellzahl und Endothelzellanteil gemessen an der CD31-, CD102-, CD54 - und
CD106-Expression, iiber 4 Passagen (Experiment Il)

n.a. = nicht analysiert, abs.: absolut, d: Tag

Erlduterungen siehe Text
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3.3 Experiment lll

In den ersten beiden Experimenten konnte fiir die nach unserer Methode isolierten MAEC-
Kulturen ein jeweils hoher Anteil an Endothelzellen nachgewiesen werden. Die Kultur des
zweiten Experiments bot jedoch Anzeichen flr eine Dedifferenzierung mit zunehmender
Herabregulierung der Expression von CD31 und CD102. AuBerdem wurde ein
divergierendes Wachstumsverhalten der Zellen beider Experimente beobachtet. Wahrend
die erste Kultur langsam proliferierte, stieg die Zellzahl der zweiten, dedifferenzierenden
Kultur rapide. Daher wurde ein weiteres Experiment nach identischer Isolationsmethode
durchgefihrt, um zu evaluieren, welches der oben beschriebenen Verhalten zu
reproduzieren war.

Aufgrund mikrobieller Kontamination und langsamen Wachstums einiger Primérkulturen
erfolgte die magnetische Zellseparation mit 2,7 Mio. Zellen aus 24 Aorten und 90.000
Endothelzellen konnten isoliert und in Kultur genommen werden. Bei der 2. Passage an Tag
14 wurde eine hohe Gesamitzellzahl von 450.000 ermittelt. Die Endothelzellreinheit fiel
jedoch sehr gering aus. Der Anteil CD31-positiver Zellen lag bei 18,6 % und 17,9 % der
Zellen waren CD102-positiv (s. Abb. 3.12 und 3.13). Dies entsprach einer absoluten Zellzahl
von ca. 83.700 fur CD31-positive MAEC.
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Fluoreszenzkanal-1 / FITC Fluoreszenzkanal-1 / Anti-CD102-FITC
Abb. 3.12: Anteil CD31-positiver Zellen Abb. 3.13: Anteil CD102-positive Zellen
bei der 2. Passage: 18,6% bei der 2. Passage: 17,9%
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Diese Resultate waren vergleichbar mit denen des zweiten Experiments. Auch in diesem Fall
lag entsprechend der CD31- und CD102-positiven MAEC ein geringer Endothelzellanteil vor
mit ebenfalls schneller Zellproliferation wie in Experiment Il. Daher musste auch bei diesem
Experiment ein Verlust des endothelialen Phanotyps angenommen werden, zumal auch die
absolute MAEC-Zahl von 90.000 auf ca. 83.700 abfiel, wahrend die Gesamitzellzahl auf
450.000 angestiegen war. Da dieses Phdnomen sehr frih, bereits bei der 2. Passage,
beobachtet wurde und der Endothelzellanteil mit 18,6 % und 17,9 % sehr gering ausfiel,
wurde an dieser Stelle eine Modifikation des weiteren Prozederes vorgenommen.

Es erfolgte eine erneute magnetische Zellseparation mit Anti-CD31-Dynabeads, um den
geringen Anteil an nicht dedifferenzierten Endothelzellen fur weitere Analysezwecke zu
extrahieren. Diese wurde an Tag 17 nach ublichem Protokoll durchgefihrt. Aus 790.000
Zellen konnten jedoch nur 20.000 Endothelzellen isoliert werden, entsprechend einem Anteil
von nur 2,5%, obwohl bei der 2. Passage drei Tage =zuvor ein CD31-positiver
Endothelzellanteil von 18,6% festgestellt wurde. Bei dieser Differenz war eine rasch
progrediente Dedifferenzierung mit weiter abfallender CD31-Positivitdt anzunehmen. Es
musste jedoch auch in Erwdgung gezogen werden, dass ein GroBteil der MAEC bei der
Zellaufreinigung mit den Dynabeads nicht detektiert wurde oder im Rahmen der Aufreinigung
abgestorben war. Diese alternative Uberlegung wiirde die Effizienz der magnetischen
Zellseparation in Frage stellen.

Die isolierten 20.000 MAEC wurden weiter kultiviert. Eine letzte Reinheitsbestimmung nach
12-tagiger Kulturdauer ergab bei 100.000 Zellen eine CD31-Positivitdt von 53,9 % (abs.
53.900) und eine CD102-Positivitat von 56,9 % (abs. 56.900). Demnach proliferierten die
MAEC weiter, waren jedoch z.T. auch von einer Dedifferenzierung betroffen, da ein Teil der
Zellen die untersuchten Endothelzellmarker nicht mehr exprimierte. Dies zeigte, dass
MAEC, die zu Beginn der Kultur ihren Phanotyp beibehielten, im weiteren Verlauf der Kultur
durchaus ihr Expressionsverhalten &ndern konnten.

In Abbildung 3.14 und Tabelle 3.4 wurde der Ablauf des beschriebenen Experiments

graphisch und tabellarisch zusammengefasst.
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Abb. 3.14: Gesamtzellzahl und Endothelzellanteil gemessen an CD31- und CD102- positiven
Zellen, nach 1. und 2. Dynabead-Aufreinigung (Experiment Ill)

Bei sehr niedrigem Endothelzellanteil bei der 2. Passage nach initialer Aufreinigung erfolgt eine 2.
Dynabead-Aufreinigung; blaue Kurve: Entwicklung der Gesamtzellzahl von Tag 1 bis Tag 15 und
Tag 18 bis Tag 30; roter Punkt: Anteil CD31-positiver Zellen an der Gesamtzellzahl; griiner Punkt:
Anteil CD102-positiver Zellen an der Gesamtzellzahl; P: Passage, d: Tag

Erlauterungen siehe Text

1.Passage | 2.Passage
(Tag7) (Tag14)

Gesamtzellzahl 110,000 | 450.000 100.000
CD31+ Zellen, - 18.6% 53,9%
relativ (abs.) & & (83.700) 2| 53.900)

CD102+ Zellen, na 17,9% 56,9%
relativ (abs.) hn o (80.550) h (56.900)

Tab. 3.4: Gesamtzellzahl und Endothelzellanteil relativ und absolut gemessen an CD31- und
CD102- positiven Zellen, nach 1. und 2. Dynabead-Aufreinigung (Experiment Ill)

n.a.: nicht analysiert, Z.: Zellen, abs.: absolut

Erlduterungen siehe Text
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3.4 Experiment IV

Die Auswertung der ersten drei Experimente erfolgte mit FACS-Untersuchungen. Um die
Reproduzierbarkeit der bisherigen Beobachtungen mit einer alternativen analytischen
Methode zu prifen, wurden die weiteren Experimente mittels Immunzytochemie
ausgewertet. Bei dieser Methode werden Endothelzellmarker mit Antikérpern markiert und
Uber Antikdrper-gekoppelte Fluorochrome visualisiert. Unter einem Fluoreszenzmikroskop
wird die Fluoreszenz der Zellen und somit die Expression der analysierten Marker evaluiert.
Die Experimente Il und lll hatten Hinweise auf eine Dedifferenzierung der MAEC wéhrend
der Kultur ergeben. Daher wurden bei den nachfolgenden drei Experimenten frihe
Kulturstadien analysiert, um zu evaluieren, inwiefern die Dedifferenzierung Kulturdauer
abhéngig ist.

Die Endothelzellisolation und —aufreinigung erfolgten bei dem vierten Experiment nach
bekanntem Protokoll. Aus 40 Mausaorten wurden 1,84 Mio. Zellen gewonnen und daraus
60.000 Endothelzellen (Anteil: 3,3%) isoliert. Die erste Passage der Zellen erfolgte nach
sechs Tagen von einer Kammer einer 12-well Platte direkt auf einen Objekttrager mit acht
Kammern (,Chamber Slide, 0,7 cm? pro Kammer, s. Abb. 3.15). Dabei wurden insgesamt
ca. 178.000 MAEC gezahlt. In jeweils zwei Kammern wurden die isolierten
Mausendothelzellen, bEnd.3-Zellen als Positivkontrolle und aus der Dynabead-Aufreinigung
stammende, nicht-endotheliale ,Durchflusszellen als Negativkontrolle ausgesat. bEnd.3-
Zellen (brain endothelial cells) sind immortalisierte, murine Gehirnkapillar-Endothelzellen, die
die untersuchten endothelialen Marker exprimieren und daher als Positivkontrolle gut
geeignet sind. Jeweils eine Probe der genannten Zellentitdten wurde nur mit dem
Sekundérantikérper behandelt, um eine unspezifische Bindung des Zweitantikdrpers

auszuschlieBen.
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,Chamber Slide“

MAEC MAEC bEnd.3-Zellen bEnd.3-Zellen
+ Priméar-Ak + Sekundar-Ak + Priméar-Ak + Sekundar-Ak
+ Sekundar-Ak + Sekundar-Ak

Durchfluss- Durchfluss-
Zellen Zellen

+ Priméar-Ak + Sekundar-Ak

+ Sekundar-Ak

Abbildung 3.15: Schematische Darstellung der ,,chamber slide* Belegung
MAEC: mouse aortic endothelial cells, bEnd.3-Zellen: brain endothelial cells, Ak: Antikdrper
Erlauterungen siehe Text

Bei diesem Experiment wurde die Expression der endothelialen Zelladh&dsionsmolekule
CD31, CD102, CD105 und des vWFs untersucht, und die Dil-Ac-LDL Inkorporation
analysiert. Nach 3-tdgiger Kultur auf dem ,Chamber Slide* wurden die
immunzytochemischen Farbungen vorgenommen und ausgewertet. Die Auswertung ergab
einige  Unterschiede zwischen der Expression der genannten endothelialen
Oberflachenantigene.

Die Abbildung 3.17 zeigt die CD31-Farbung der MAEC. Es ist deutlich zu erkennen, dass
nahezu alle Zellen CD31 exprimierten. Die Zellzdhlung in diesem Ausschnitt der Kultur
ergab, dass von insgesamt 407 Zellen nur eine Zelle keine Rotfluoreszenz aufwies.

Demnach lag mit einem Endothelzellanteil von 99,7 % eine reine Endothelzellkultur vor.

Abb. 3.16:
Hellfeld-Aufnahme der CD31-
markierten MAEC,
VergréBerung 20-fach
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Abb. 3.17:
Fluoreszenzaufnahme der
CD31-markierten MAEC: CD31
(Rhodamin, rot), Zellkerne
(DAPI, blau),

VergréBerung 20-fach

406 von 407 Zellen mit CD31-
Nachweis = 99,7%
Endothelzellen

Bei der CD102-Markierung waren auf den ersten Blick nur wenige, deutlich
rotfluoreszierende Zellen zu erkennen (Abb. 3.19). Ein GroBteil der Zellen zeigte jedoch bei
genauerer Betrachtung, eine nur sehr schwache Rotfluoreszenz. In Abbildung 3.19 waren
von insgesamt 454 Zellen ca. 54 Zellen ohne jeglichen Nachweis einer Rotfarbung bzw.
einer CD102-Expression, so dass demnach 87,5 % der Zellen Endothelzellen waren. Als
Positivkontrolle wurden bEnd.3-Zellen ebenfalls CD102-gefarbt (Abb. 3.20). Dabei kamen,
vergleichbar mit den MAEC, sowohl Zellen mit sehr intensiver Rotfluoreszenz als auch Zellen
mit nur schwacher Fluoreszenzintensitat zur Darstellung. Quantitative Aussagen kénnen aus
Immunfluoreszenzfarbungen jedoch nicht abgeleitet werden, so dass bei den
unterschiedlichen Fluoreszenzintensitdten nicht von verschiedenen Expressionsgraden

gesprochen werden kann.

Abb. 3.18:

Hellfeld-Aufnahme der CD102-
markierten MAEC,
VergréBerung 20-fach
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Eine weitere Analyse erfolgte mit der Doppelfarbung von CD105 und des von-Willebrand-
Faktors (VWF). In Abbildung 3.22 ist die Farbung beider endothelialer Marker sowie der
Zellkerne dargestellt. Die Rotfluoreszenz entspricht der CD105-Expression, wahrend die
Grinfluoreszenz der VWF-Expression zuzuordnen
erkennbare, eher schwache Rotfluoreszenz nahezu aller Zellen. In Abbildung 3.22 war auf
allen 498 Zellen eine Rotfluoreszenz nachzuweisen, so dass von einer absolut reinen
Endothelzellkultur auszugehen war. Die Fluoreszenz der CD105-markierten bEnd.3-Zellen

(Positivkontrolle) fiel vergleichbar aus, auf allen Zellen konnte eine schwache, aber dennoch

ist.

Abb. 3.19:

Fluoreszenzaufnahme der
CD102-markierten MAEC; CD102
(Rhodamin, rot), Zellkerne (DAPI,
blau),

VergréBerung 20-fach

400 von 454 Zellen mit CD102-
Nachweis = 87,5% Endothelzellen

Abb. 3.20:
Fluoreszenzaufnahme der
CD102-markierten bEnd.3-Zellen
(Positivkontrolle);

CD102 (Rhodamin/rot), Zellkerne
(DAPI/blau),

VergréBerung 20-fach

deutlich erkennbare Fluoreszenz gezeigt werden (s. Abb. 3.23).
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Abb. 3.21:

Hellfeld-Aufnahme der CD105-
und vWF-markierten MAEC,
VergréBerung 20-fach

Abb. 3.22:
Fluoreszenzaufnahme der
CD105- und vWF-markierten
MAEC: CD105 (Rhodamin, rot),
vWF (FITC/griin), Zellkerne
(DAPI, blau),

VergréBerung 20-fach

498 von 498 Zellen mit C105-
Nachweis = 100% Endothelzellen

Abb. 3.23:
Fluoreszenzaufnahme der
CD105- und vWF-markierten
bEnd.3-Zellen (Positivkontrolle);
CD105 (Rhodamin/rot), Zellkerne
(DAPI/blau),

VergréBerung 20-fach

Die Farbung des von Willebrand Faktors (VWF) zeigte Zellen mit unterschiedlicher

Fluoreszenzintensitat (s. Abb. 3.24). Wa&hrend einige Zellen eine starke Fluoreszenz
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aufwiesen, war bei den restlichen Zellen bei genauer Betrachtung eine nur geringe
Fluoreszenz zu erkennen. In Abbildung 3.24 waren von insgesamt 498 Zellen 27 Zellen
eindeutig ohne Nachweis einer Fluoreszenzaktivitdt, so dass demzufolge ein
Endothelzellanteil von 94,6% vorlag. Auch die vWF-markierten bEnd.3-Zellen
(Positivkontrolle) zeigten deutliche Fluoreszenzunterschiede, darunter ebenfalls auch Zellen
ohne jegliche Fluoreszenz (Abb. 3.25). Diese Variabilitdt der vWF-Expression ist bekannt
und in der Literatur beschrieben (90, 91). Abhangig von GefaBebene und -typ und sogar
innerhalb eines GefaBes kénnen unterschiedliche Expressionsgrade fur den vWF vorliegen.

Dieses Expressionsmuster ist bei der Beurteilung der vVWF-Féarbung und beim Vergleich mit

anderen Endothelzellmarkern zu berucksichtigen.

Abb. 3.24:
Fluoreszenzaufnahme der
CD105- und vWF-markierten
MAEC; vWF (FITC/griin),
Zellkerne (DAPI/blau),
VergréBerung 20-fach

471 von 498 Zellen mit vVWF-
Nachweis = 94,6% Endothelzellen

Abb. 3.25:
Fluoreszenzaufnahme der
CD105- und vWF-markierten
bEnd.3-Zellen (Positivkontrolle);
vWF (FITC/griin), Zellkerne
(DAPI/blau),

VergréBerung 20-fach

Zuletzt wurde die Dil-Ac-LDL Inkorporation dieser Kultur untersucht. Charakteristisch fur

Endothelzellen ist die Aufnahme von acetyliertem LDL Uber den ,scavenger cell pathway".
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Die Visualisierung dieses Stoffwechselprozesses gelingt durch den Fluoreszenzfarbstoff Dil
(1,1 -dioctadecyl-3,3,3",3 -tetramethylindocarbocyanine perchlorat), der an acetyliertes LDL
gekoppelt ist. Nach einer 4-stindigen Inkubation mit Dil-Ac-LDL zeigte ein GroBteil der
MAEC eine deutliche Rotfluoreszenz. Wéahrend bei einigen Zellen eine nur geringe
Fluoreszenzintensitdt zu beobachten war, lag bei wenigen Zellen Uberhaupt keine
Fluoreszenz vor. In Abbildung 3.27 hatten von 274 Zellen 26 kein Dil-Ac-LDL aufgenommen

und fluoreszierten daher nicht. Somit lag in diesem Fall der Endothelzellanteil bei 90,5%.

Abb. 3.26:

Hellfeld-Aufnahme der Dil-Ac-
LDL-markierten MAEC,
VergréBerung 20-fach

Abb. 3.27:

Fluoreszenzaufnahme der Dil-Ac-
LDL-markierten MAEC:
Endothelzellen (Dil-Ac-LDL /rot),
Zellkerne (DAPI, blau),
VergréBerung 20-fach

248 von 274 Zellen mit Dil-Ac-LDL-
Aufnahme = 90,5%
Endothelzellen

Eine Ubersicht (iber die Expression der verschiedenen Endothelzellmarker in diesem
Experiment zeigt die Tabelle 3.5. Zusammenfassend ergab dieses Experiment einen sehr
hohen Anteil an Endothelzellen. Bei der CD105-Markierung wurde sogar ein
Endothelzellanteil von 100% nachgewiesen, jede Zelle exprimierte CD105. Die geringste,

aber dennoch sehr hohe Expression wurde fur den vWF nachgewiesen, 87,5 % der Zellen
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waren VWF-positiv. Zum Proliferationsverhalten der MAEC konnte bei den
immunzytochemischen Untersuchungen keine quantitative Aussage gemacht werden, so
dass lediglich eine qualitative Beschreibung des Wachstums zuldssig war. Entsprechend der
demonstrierten Bilder lag in diesem Experiment im Vergleich zu den bEnd.3 Zellen (siehe
Abb. 3.28), die in selber Anzahl ausgesat wurden, kein hoher Konfluenzgrad der MAEC vor.
Die typische Morphologie makrovaskularer Endothelzellen mit polygonaler Form und
Ausbildung eines Pflastersteinreliefs, wurde aufgrund der fehlenden Konfluenz in keiner

Probe beobachtet. Aufgrund dessen wurde eine geringe Proliferationsrate vermutet.

i

Abb. 3.28:
Konfluenzgrad von bEnd.3 Zellen (mit gleicher Ausgangszellzahl und Kulturdauer),
VergréBerung 20-fach

Endothelzellmarker Anteil exprimierender Zellen

CD31
CD102

CD105
vWF
Dil-Ac-LDL

Tab. 3.5: Ubersicht Endothelzellmarker und Anteil exprimierender MAEC in Experiment IV
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3.5 ExperimentV

Aufgrund der guten Ergebnisse des vierten Experiments mit hohem Endothelzellanteil in der
Kultur wurde zum Nachweis der Reproduzierbarkeit der Methode und der Ergebnisse das
finfte Experiment nahezu identisch gestaltet. Aus 23 Aorten wurden 3,5 Mio. Zellen
gewonnen und daraus 62.500 Endothelzellen isoliert (Anteil: 1,8%). Diese wurden Uber acht
Tage, bis zum Erreichen einer 80-90%igen Konfluenz, in einer Kammer einer 12-well Platte
kultiviert. Die nachfolgende 1. Passage erfolgte direkt auf einen ,gekammerten Objekttrager*
(Chamber Slide). Nach b5tagiger Kultur auf dem ,Chamber Slide* erfolgten die
immunzytochemischen Analysen. Der Endothelzellnachweis erfolgte auch in diesem Fall
Uber den Nachweis von CD31, CD102, CD105, von-Willebrand-Faktor (VWF) und der Dil-Ac-
LDL-Inkorporation. Im vorherigen Experiment war eine variable vVWF-Expression beobachtet
worden, die Zellen derselben Kultur zeigten bei der Markierung des vWFs groBe
Unterschiede in der Fluoreszenzintensitat. Auf einigen Zellen war zum Teil eine nur diskrete
Fluoreszenz erkennbar. Eine &hnliche Beobachtung war auch auf den bEnd.3 Zellen
gemacht worden. Daher wurde in diesem Experiment jede immunzytochemische Farbung als
Doppelfarbung mit dem vWF durchgefuhrt, um dessen Expression systematisch zu
beobachten und mit den anderen Endothelmarkern zu vergleichen.

Die CD31 und vWF- Doppelmarkierung (Abb. 3.29 — 3.32) zeigte einheitlich einen sehr
geringen Endothelzellanteil. Von 726 Zellen (gezéhlte Zellkerne) waren auf 30 Zellen CD31
und auf 18 Zellen der vWF nachzuweisen, wonach ein Endothelzellanteil von 4,1% und 2,5%

vorlag.

Abb. 3.29:

Hellfeld-Aufnahme der CD31- und
vWF-markierten MAEC,
VergréBerung 20-fach
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Abb. 3.30:

Fluoreszenzaufnahme der CD31-
und vWF-markierten MAEC: CD31
(Rhodamin/rot), Zellkerne (DAPI,
blau),

VergréBerung 20-fach

30 von 726 Zellen mit CD31-
Nachweis = 4,1% Endothelzellen

Abb. 3.31:

Fluoreszenzaufnahme der CD31-
und vWF-markierten MAEC: vWF
(FITC, griin), Zellkerne (DAPI, blau),
VergréBerung 20-fach

18 von 726 Zellen mit vVWF-Nachweis
= 2,5% Endothelzellen

Abb. 3.32:

Fluoreszenzaufnahme der CD31-
und vWF-markierten MAEC: CD31
(Rhodamin/rot), vWF (FITC, griin),
Zellkerne (DAPI, blau),
VergréBerung 20-fach

Die Fluoreszenzmarkierung von CD102 und des vWFs fiel vergleichbar aus. Es waren
ebenfalls nur wenige Zellen positiv fiir beide Marker. Die Rotfluoreszenz der CD102

exprimierenden Zellen fiel wie bereits im Vorexperiment sehr schwach aus. Von insgesamt
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465 Zellen (der obere Abschnitt mit dem intensiv rot fluoreszierenden Artefakt wurde nicht
berucksichtigt) exprimierten 18 Zellen CD102 (Abb. 3.34) und 30 Zellen den vVWF (Abb.

3.35). Somit lag ein Endothelzellanteil von ca. 3,9% bzw. 6,5% vor.

Abb. 3.33:

Hellfeld-Aufnahme der CD102 und
vWF-markierten MAEC,
VergréBerung 20-fach

Abb. 3.34:

Fluoreszenzaufnahme der

CD102- und vWF-markierten MAEC:
CD102 (Rhodamin, rot), Zellkerne
(DAPI, blau),

VergréBerung 20-fach

18 von 465 Zellen mit CD102-
Nachweis
= 3,9% Endothelzellen

Abb. 3.35:

Fluoreszenzaufnahme der

CD102- und vWF-markierten MAEC:
VvWF (FITC, griin), Zellkerne (DAPI,
blau),

VergréBerung 20-fach

30 von 465 Zellen mit vWF-Nachweis
= 6,5% Endothelzellen
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Abb. 3.36:

Fluoreszenzaufnahme der

CD102- und vWF-markierten MAEC:
CD102 (Rhodamin, rot), vVWF (FITC,
griin), Zellkerne (DAPI, blau),
VergréBerung 20-fach

In diesem Fall war der vVWF auf deutlich mehr Zellen zu detektieren als CD102. Der Anteil
CD102-positiver Zellen war vergleichbar mit dem Anteil CD31-positiver Zellen, 3,9% (CD102)
und 4,1% (CD31). Der vWF-Nachweis hingegen ergab bei der ersten Doppelfarbung mit
CD31 2,5% vWF-positive Zellen versus 6,5% bei der zweiten Doppelfarbung mit CD102.

Aus der Doppelfarbung von CD105/VWF resultierte ebenfalls ein sehr geringer
Endothelzellanteil. Auf vereinzelten Zellen war eine Rotfluoreszenz nachzuweisen, die
jedoch so schwach war, dass Zellgrenzen kaum zu erkennen waren. Aufgrund dessen war
eine verlassliche Ermittlung der Anzahl CD105-positiver Zellen nicht mdglich. Auch die
starke Rotfluoreszenz der in Kultur verbliebenen Dynabeads mit Uberstrahlung der
Fluoreszenz der CD105 exprimierenden Zellen stellte ein Hindernis fur die Zellzdhlung dar.
Auf dem Nativbild der CD105/vVWF-markierten Zellen (Abb. 3.37) sind die persistierenden
Dynabeads deutlich zu erkennen.

Die Grunfluoreszenz der vVWF-positiven Zellen war hingegen deutlich zu erkennen. Diese
konnte auf 21 von 963 Zellen nachgewiesen werden (Abb. 3.39). Somit ergab sich ein

Endothelzellanteil von 2,2%.
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Abb. 3.37:

Hellfeld-Aufnahme der CD105-
und vWF-markierten MAEC,
VergréBerung 20-fach

Abb. 3.38:

Fluoreszenzaufnahme der

CD105- und vWF-markierten MAEC:
CD105 (Rhodamin, rot), Zellkerne
(DAPI, blau),

VergréBerung 20-fach

Abb. 3.39:

Fluoreszenzaufnahme der

CD105- und vWF-markierten MAEC:
VWF (FITC, griin), Zellkerne (DAPI,
blau),

VergréBerung 20-fach

21 von 963 Zellen mit vWF-Nachweis
= 2,2% Endothelzellen
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Abb. 3.40:

Fluoreszenzaufnahme der

CD105- und vWF-markierten MAEC:
CD105 (Rhodamin, rot), vWF (FITC,
griin), Zellkerne (DAPI, blau),
VergréBerung 20-fach

Bei der Dil-Ac-LDL Fé&rbung zeigte die Mehrzahl der mit Dil-Ac-LDL behandelten Zellen
entgegen der Dbisherigen Ergebnisse eine schwache, aber deutlich erkennbare
Rotfluoreszenz als Zeichen der Endothelzell-typischen LDL-Aufnahme. Auf Abbildung 3.42
sind mehrere intensiv rot leuchtende Areale zu erkennen. Diese entsprechen Dil-Ac-LDL
Partikeln, die trotz der Waschgénge auf den Zellen verblieben sind. Diese Areale wurden von
der Zellzdhlung ausgeschlossen. Danach verblieben in dem auf Abbildung 3.42 dargestellten
Ausschnitt der Kultur insgesamt 589 Zellen, von denen 532 Dil-Ac-LDL aufgenommen hatten
und demzufolge rot fluoreszierten. Dies ergab einen Endothelzellanteil gemessen an Dil-Ac-
LDL- positiven Zellen von 90,3 %. Dieses Resultat unterschied sich drastisch von den
bisherigen Ergebnissen. Wéhrend die anhand der endothelialen Adh&sionsmolekuile und des
vWFs ermittelten Endothelzellanteile zwischen 2,2% und 6,5% lagen, nahmen Uber 90% der
MAEC Dil-Ac-LDL auf. Diese Ergebniskonstellation deutete, wie bereits in Experiment Il und
lll beobachtet, auf eine mdgliche Dedifferenzierung der Endothelzellen. Der GroBteil der in
diesem Experiment kultivierten MAEC musste den Phéanotyp so verandert haben, dass die
Adhésionsmolekile CD31, CD102 und CD105 sowie der vVWF nicht mehr exprimiert wurden.
Der Cholesterin bzw. LDL-Stoffwechsel vermittelt Uber die Scavenger-Rezeptoren der MAEC
war von dieser Phanotypwandlung jedoch nicht betroffen, so dass dariber der Nachweis
einer weitgehend reinen Endothelzellkultur auch in diesem Experiment gelang.
Interessanterweise war der Endothelzellanteil gemessen an der Dil-Ac-LDL-Aufnahme im
vierten und flnften Experiment nahezu identisch: 90,5% und 90,3%. Wirde die
Reproduzierbarkeit der Methode nur an diesem Parameter gemessen werden, resultierte

daraus eine gute Reproduzierbarkeit.
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Im Vergleich zum vorherigen Experiment wurde in diesem Fall eine wichtige Beobachtung
gemacht. Die Nativbilder der MAEC-Kultur des flinften Experiments zeigten, dass sehr viele
Dynabeads trotz der Waschgange in der Kultur auf den Zellen verblieben waren. Vor allem in
Abbildung 3.37 sowie 3.43 (Abbildung stammt ebenfalls aus Experiment V) sind die
magnetischen Klgelchen deutlich zu erkennen. Vor dem Hintergrund der beobachteten
Dedifferenzierung der Endothelzellen flhrte die ausgepréagte Dynabeadpersistenz zu der
Frage, ob die in der Literatur beschriebene Toxizitdt der Dynabeads mit Beeintrachtigung

von Zellproliferation und —metabolismus (702) auch die besagte Dedifferenzierung bedingt

oder mitbedingt hatte.
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Abb. 3.41:

Hellfeld-Aufnahme der Dil-Ac-LDL
markierten MAEC,

VergréBerung 20-fach

Abb. 3.42:

Fluoreszenz-aufnahme der Dil-Ac-
LDL-markierten MAEC:
Endothelzellen Dil-Ac-LDL (rot),
Zellkerne (DAPI, blau),
VergréBerung 20-fach

532 von 589 Zellen mit Dil-Ac-LDL-
Aufnahme = 90,3% Endothelzellen
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Abb. 3.43:

Hellfeld-Aufnahme von Zellen aus
Exp. V nach der magnetischen
Zellseparation mit verbliebenen
Dynabeads,

VergréBerung 20-fach

Obwohl dieses Experiment genauso wie das Vierte konzipiert wurde, konnte zwischen
beiden Versuchen ein weiterer bedeutsamer Unterschied beobachtet werden. Der Vergleich
samtlicher Nativbilder beider Experimente zeigte, dass die Zellen des flinften Experiments
eine deutlich héhere Zellkonfluenz und einen dichteren Zellrasen ausgebildet hatten. Auf
Abb. 3.16 ist die Hellfeld-Aufnahme der CD31-markierten MAEC des vierten Experiments zu
sehen und im Vergleich dazu zeigt Abbildung 3.29 das Nativbild der CD31- und vWF-
markierten MAEC des flinften Experiments. Der Unterschied ist deutlich zu erkennen. Die
Z&hlung der Zellen in den genannten mikroskopischen Ausschnitten der Zellkulturen
ermdglichte auch eine Quantifizierung des beobachteten Unterschieds. In dem Ausschnitt
auf Abbildung 3.17 (Experiment IV) wurden insgesamt 407 Zellen gezéahlt, wahrend es 726
auf Abbildung 3.30 des flinften Experiments waren. Dies deutete auf eine schnellere
Proliferation der Zellen im funften Experiment. Da die Charakterisierung der Endothelzellen
des flnften Experiments eine Dedifferenzierung der MAEC vermuten lieB, konnte wie auch
schon in Experiment Il und Il postuliert werden, dass dedifferenzierte MAEC eine schnellere

Proliferation aufweisen.

Zusammenfassend wurden die Endothelmarker CD31, CD102, CD105 und der vVWF von nur
wenigen Zellen der Kultur des funften Experiments exprimiert, so dass ein geringer
Endothelzellanteil vermutet wurde. Die Dil-Ac-LDL Farbung zeigte jedoch, dass 90,3% der
Zellen der Kultur Endothelzellen waren. Dies implizierte eine Dedifferenzierung der Zellen
des flinften Experiments, die Endothelzellen hatten ihren Phé&notyp verandert und
exprimierten die genannten konstitutiven Marker nicht mehr. Eine mogliche Erklarung fur
dieses Ph&dnomen waren die in hoher Anzahl in der Kultur verbliebenen Dynabeads. Eine

Ubersicht der Ergebnisse dieses Experiments zeigt Tabelle 3.6.
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Endothelzellmarker Anteil exprimierender Zellen

CD31 /vWF 4,1% / 2,5%

CD102 / vWF 3,9% /6,5%
CD105 / vWF n.a./2,2%
Dil-Ac-LDL 90,3%

Tab. 3.6: Ubersicht Endothelzellmarker und Anteil exprimierender MAEC in Experiment V
n.a.: nicht analysiert
Erlauterungen siehe Text

67



Ergebnisse

3.6 Experiment VI

In den ersten funf Experimenten ergab die entwickelte Isolationsmethode in zwei Fallen
(Exp. | und 1V) reine Endothelzellkulturen, ein GroBteil der Zellen exprimierte die
untersuchten Endothelzellmarker. In zwei Experimenten (Exp. Il und V) wurde jedoch ein
veranderter endothelialer Phanotyp der isolierten MAEC festgestellt. Die untersuchten
endothelialen Oberflachenmarker waren auf den Zellen kaum nachweisbar, so dass initial
der Verdacht auf eine Kontamination bestand. Nur durch den Nachweis von induzierbaren
endothelialen Adhasionsmolekllen im zweiten Experiment und der Inkorporation von Dil-Ac-
LDL im fanften Experiment konnte der Endothelzellnachweis erbracht werden. Demnach
lagen auch in diesen beiden Féllen Endothelzellkulturen in hoher Reinheit vor, wobei die
Endothelzellen Zeichen der Dedifferenzierung boten.

Dedifferenzierungsprozesse mit Annahme eines nicht-endothelialen Phanotyps wahrend
Langzeitkulturen mit multiplen Passagen sind bekannte Ph&nomene. Ungewo6hnlich war
jedoch, dass die Dedifferenzierung bereits nach kurzer Kulturdauer, nach drei (Exp. IlI) bzw.
einer (Exp. V) Passage beobachtet wurde. Zuséatzlich zu der Frage warum die
Dedifferenzierung einsetzt stellte sich jedoch auch die Frage, wann sie einsetzt. Anderten die
Endothelzellen ihren Phénotyp bereits wahrend der Prozedur der magnetischen
Zellaufreinigung oder im Laufe der Kultivierung? Um diesbezuglich weitere Erkenntnisse zu
gewinnen, wurde ein weiteres, letztes Experiment durchgefiihrt. Dabei wurden die bei der
magnetischen Zellseparation gewonnenen MAEC ohne Zwischenkultivierung direkt auf
einem ,Chamber Slide* ausgeséat und nach einer kurzen Kulturdauer analysiert. Das Ziel war

eine Charakterisierung der MAEC unmittelbar nach der Zellseparation mittels Dynabeads.

Es wurden aus 32 Mausaorten insgesamt 1,59 Mio. Zellen gewonnen und daraus 100.000
(6,3%) MAEC isoliert. Diese wurden direkt auf die ,Chamber Slides* ausgesat. Da nur eine
geringe Zellzahl fur die Untersuchungen zur Verfigung stand, erfolgten auch in diesem Fall
Doppelmarkierungen, um den Erkenntnisgewinn zu maximieren. Es wurden die
Doppelmarkierungen CD31/VWF und CD73/VWF vorgenommen. Grund fir den Einsatz von
CD73 war das langfristige Ziel unserer Arbeitsgruppe diese Isolationsmethode an der in
unserem Institut generierten CD73-knockout-Maus anzuwenden. Es sollte die Expression
bzw. der immunzytochemische Nachweis von CD73 mit den anderen Endothelzellmarkern

verglichen werden.
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Nach 4-tagiger Kultivierung der MAEC auf dem ,Chamber Slide* erfolgte die
immunzytochemische Auswertung. Dabei konnte anhand der CD31- und CD73-Féarbung ein
hoher Endothelzellanteil nachgewiesen werden.

Auf Abbildung 3.45 ist die Farbung von CD31 dargestellt, mit einer deutlichen und intensiven
Rotfluoreszenz der meisten Zellen. Die Zellz&dhlung in diesem Ausschnitt der Kultur ergab
eine Gesamtzellzahl von 405 Zellen. Davon zeigten 373 Zellen eine Rotfluoreszenz und
damit eine CD31-Expression. Demnach lag der Anteil an Endothelzellen bei 92%.

Die  vWF-Farbung zeigte wie bereits beobachtet sehr  unterschiedliche
Fluoreszenzintensitaten mit gréBtenteils schwacher Fluoreszenz (s. Abb. 3.46). Von 405
Zellen war auf 307 Zellen eine Grinfluoreszenz nachzuweisen, so dass ein

Endothelzellanteil von 76% vorlag.

Abb. 3.44: Hellfeld-Aufnahme der
CD31- und vWF-markierten MAEC,
VergréBerung 20-fach

U0

Abb. 3.45: Fluoreszenzaufnahme
der CD31- und vWF-markierten
MAEC: CD31 (Rhodamin, rot),
Zellkerne (DAPI, blau),
VergréBerung 20-fach

373 von 405 Zellen mit CD31-
Nachweis = 92% Endothelzellen
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Abb. 3.46: Fluoreszenzaufnahme
der CD31- und vWF-

markierten MAEC: vWF (FITC,
griin), Zellkerne (DAPI, blau),
VergréBerung 20-fach

307 von 405 Zellen mit vWF-
Nachweis = 76% Endothelzellen

Abb. 3.47: Fluoreszenzaufnahme
der CD31- und vWF-markierten
MAEC: CD31 (Rhodamin, rot), vWF
(FITC, griin), Zellkerne (DAPI,
blau),

VergréBerung 20-fach

Die Doppelmarkierung von CD73/VWF fiel vergleichbar aus. Die Farbung von CD73 ergab

eine schwache aber deutliche Rotfluoreszenz, die auf 409 von 420 Zellen nachzuweisen war

(s. Abb. 3.49). Demzufolge lag ein Endothelzellanteil von 97% vor. Die Expression des vVWF

war ahnlich wie bei der CD31/VWF-Doppelféarbung. Bei nur schwacher Grinfluoreszenz

waren 331 von 420 Zellen positiv und exprimierten den vWF (s. Abb. 3.50). Somit lag,

gemessen an der Expression des vVWF, ein Endothelzellanteil von 79% vor.
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Abb. 3.48:
Hellfeld-Aufnahme der CD73-
und vWF-markierten MAEC,
VergréBerung 20-fach

T o

Abb. 3.49:
Fluoreszenzaufnahme der
CD73- und vWF-markierten
MAEC: CD73 (Rhodamin, rot),
Zellkerne (DAPI, blau),
VergréBerung 20-fach

409 von 420 Zellen mit CD73-
Nachweis = 97%
Endothelzellen

Abb. 3.50:
Fluoreszenzaufnahme der
CD73- und vWF-markierten
MAEC: vWF (FITC, griin),
Zellkerne (DAPI, blau),
VergréBerung 20-fach

331 von 420 Zellen mit vVWF-
Nachweis = 79 %
Endothelzellen
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Abb. 3.51:
Fluoreszenzaufnahme der
CD73- und vWF-markierten
MAEC: CD73 (Rhodamin, rot),
VWF (FITC, griin), Zellkerne
(DAPI, blau),

VergréBerung 20-fach

Zusammenfassend ergab dieses Experiment einen hohen Endothelzellanteil bzw.
Endothelzellen mit erhaltenem endothelialen Phénotyp. Wahrend 92% bzw. 97% der Zellen
CD31 und CD73 exprimierten, fiel die Expression des VWF mit 76% und 79% gleichermaBen
etwas niedriger aus.

Diese Ergebnisse zeigten, dass wéhrend der magnetischen Zellseparation noch keine
Dedifferenzierung einsetzte. Mit der in der vorliegenden Arbeit entwickelten
Isolationsmethode konnten folglich Endothelzellen in hoher Reinheit und mit erhaltenem
Phéanotyp erfolgreich aus der murinen Aorta isoliert werden. Die Dedifferenzierung musste
demnach erst ab der 1. Passage im Verlauf einsetzen.

Passend zu der zuvor beschriebenen Beobachtung, dass Endothelzellen mit erhaltenem
Phéanotyp langsamer zu proliferieren scheinen als dedifferenzierte, wurde in diesem
Experiment keine hohe Konfluenz festgestellt. Auch die Zellzdhlung in den oben
aufgefuhrten Ausschnitten der Kultur ergab 405 und 420 Zellen pro Ausschnitt, wahrend die
dedifferenzierten Kulturen des finften Experiments pro Ausschnitt derselben Dimension eine
deutlich héhere Zellzahl von bis zu 963 boten. In Tabelle 3.7 sind die Resultate des sechsten

Experiments zusammengefasst.

Endothelzellmarker Anteil exprimierender Zellen

CD31 /vWF 92% / 76%
CD73/ vWF 97% 1 79%

Tab. 3.7: Ubersicht Endothelzellmarker und Anteil exprimierender MAEC in Experiment VI
n.a.: nicht analysiert
Erlduterungen siehe Text
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3.7 Ubersicht und Zusammenfassung der Ergebnisse

Es wurden insgesamt sechs Experimente nach dem beschriebenen Protokoll durchgeflhrt.
Die ersten drei Experimente wurden mittels FACS-Analysen ausgewertet, die letzten mittels
Immunzytochemie. Bedingt durch unerwartete Resultate nach der magnetischen
Zellaufreinigung wurden teilweise geringe Modifikationen am weiteren Versuchsablauf
vorgenommen, um einerseits die Methode zu optimieren und andererseits weitere

Erkenntnisse Uber das Verhalten und die Eigenschaften der isolierten MAEC zu gewinnen.

Zusammengefasst konnte mit der entwickelten Isolationsmethode in finf von sechs
Experimenten eine reine Endothelzellkultur etabliert werden (Exp. I, II, IV, V und VI). Die
Zellen lieBen sich jedoch bis maximal zur vierten Passage kultivieren (Exp. | und ).

In drei von sechs Experimenten konnten Endothelzellen in hoher Reinheit mit erhaltenem
endothelialen Phanotyp und Expression von Endothelzellmarkern kultiviert werden. In zwei
Fallen wurde eine Dedifferenzierung der Endothelzellen beobachtet, die MAEC exprimierten
die analysierten endothelialen Marker nicht mehr, der Endothelzellnachweis gelang Utber
induzierbare Endothelmarker oder die Dil-Ac-LDL Inkorporation. In einem Fall (Exp. Il
wurde bereits bei der 2. Passage und 1. Reinheitsanalyse ein sehr geringer
Endothelzellanteil festgestellt, es wurde ebenfalls der V.a. eine Dedifferenzierung gestellt.
Da eine Fortfihrung des Experiments keine weiteren Erkenntnisse erbracht héatte, wurde
eine zweite magnetische Zellseparation durchgefihrt, zwecks Isolierung der MAEC mit
erhaltenem endothelialen Phanotyp und Neubeginn der Kultur.

Bei dem ersten Experiment lag durchweg Uber insgesamt vier Passagen ein relativ hoher
Endothelzellanteil zwischen ca. 71% und 79,1% vor. Die hohe Zellreinheit war jedoch
begleitet von einer sehr geringen Zellproliferation, nach vier Passagen bzw. 36 Tagen war
die Endothelzellzahl von 56.000 auf nur 210.000 angestiegen. Daher wurde vermutet, dass
reine Endothelzellkulturen eine langsame Proliferation aufweisen.

Das vierte Experiment wurde bei der 2. Passage mittels Immunzytochemie ausgewertet.
Dabei schwankte die Endothelzellreinheit je nach Farbung zwischen 100% (CD105-
Markierung) und 87,5% (CD102-Markierung), so dass entsprechend der CD105-Farbung von
einer absolut reinen Endothelzellkultur ausgegangen werden konnte. Auf nahezu allen
Abbildungen war allerdings eine geringe Zelldichte und fehlende Konfluenz der Kultur zu
erkennen. Die Zellzdhlung anhand der immunzytochemischen Mikroskopiebilder ergab
Zellzahlen zwischen 407 und 498, bei der Dil-Ac-LDL-Farbung lag die Zellzahl mit 274 Zellen

sogar noch niedriger. Im Vergleich dazu lagen die Zellzahlen z.B. im flinften Experiment mit
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726 und 963 pro Mikroskopiebild deutlich héher. Diese Beobachtung stltzte die bereits
erwahnte Vermutung bezlglich des Proliferationsverhaltens reiner Endothelzellkulturen mit
erhaltenem endothelialen Ph&notyp.

Das zweite und fiinfte Experiment lieferten interessante Ergebnisse.

Im zweiten Experiment wurde Uber 4 Passagen bzw. 22 Kulturtage ein bis auf 16,9%
(CD31) bzw. 15,6% (CD102) stetig abnehmender Endothelzellanteil festgestellt. Die Zellzahl
stieg dabei von anfénglichen 120.000 auf 1.050.000. Aufgrund des stark gesunkenen Anteils
an Endothelzellen bei ausgepréagter Zunahme der Zellzahl bestand der Verdacht auf eine
Kontamination der Kultur mit nicht-endothelialen Zellen. Nach der 3. Passage wurde die
TNF-a induzierte Expression der induzierbaren endothelialen Oberflachenantigene CD54
und CD106 bestimmt. Dabei zeigte sich, dass 71,8% der Zellen CD54 und 85,2% CD106
exprimierten. Diese Beobachtung deutete auf eine Dedifferenzierung der Endothelzellen, bei
der die Expression von konstitutiven Oberflachenmarkern herunterreguliert wurde, wéhrend
die Zellen einen proinflammatorischen Phanotyp annahmen. Entsprechend der CD54- und
CD106-Expression lag demnach auch in diesem Fall ein hoher Reinheitsgrad der
Endothelzellkultur vor. Die im Gegensatz zum ersten Experiment nach vier Passagen
festgestellte hohe Zellzahl von 1.050.000 fuhrte zu der Annahme, dass dedifferenzierte
Endothelzellen schneller proliferieren als Endothelzellen mit erhaltenem Phé&notyp wie in
Experiment | und IV.

Eine &hnliche Feststellung wurde im flinften Experiment gemacht. Die Auswertung der
Immunzytochemie zeigte fur nahezu alle Marker einen sehr geringen Endothelzellanteil, der
zwischen 2,2% und 6,5% variierte. Bei der Dil-Ac-LDL-Farbung waren jedoch 90,3% der
Zellen positiv und demnach Endothelzellen. Daher wurde auch in diesem Fall eine
Dedifferenzierung der Endothelzellen mit Verlust der Expression bestimmter Marker
postuliert. Die LDL-Aufnahme im Rahmen des Cholesterinstoffwechsels schien von den
Verénderungen des Phanotyps nicht betroffen gewesen zu sein. Folglich lag entsprechend
der Dil-Ac-LDL-Markierung eine hohe Reinheit auch in dieser Endothelzellkultur vor. Bei
diesem Experiment fiel bei der Auswertung der Mikroskopiebilder auf, dass in den
Endothelzellkulturen, vor allem im Vergleich mit den Experimenten IV und VI, relativ viele
Dynabeads in der Kultur verblieben waren. Daher mussten toxische Effekte der Dynabeads
mit Einfluss auf den Phanotyp der Endothelzellen in Erwégung gezogen werden. Die anhand
der Mikroskopiebilder dieses Experiments bestimmten Zellzahlen von 726 und 963 lagen
deutlich héher als bei den Experimenten IV und VI. Die geringe Zellzahl bei der CD102-
Farbung war dadurch bedingt, dass der obere, Artefakt-behaftete Bereich der Bilder bei der

Zahlung nicht bericksichtigt wurde (Abb. 3.34). Die hohen Zellzahlen in diesem Experiment
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legten abermals die Vermutung nahe, dass dedifferenzierte Endothelzellen eine hdéhere
Proliferationsrate aufweisen.

Das dritte Experiment fiel besonders friih, bereits bei der 2. Passage, durch einen sehr
geringen Endothelzellanteil von 18,6% (CD31) bzw. 17,9% (CD102) auf. Um das Experiment
fur weitere Untersuchungen mit einer reinen MAEC-Kultur fortsetzen zu kénnen, erfolgte
einige Tage nach der 2. Passage eine erneute magnetische Zellseparation. In Folge der
Endothelzellanteile von 18,6% bzw. 17,9%, mussten bei der gezahlten Gesamtzellzahl von
450.000 bei der 2. Passage zwischen 83.700 und 80.550 Endothelzellen in der Kultur
vorliegen. Bei der zweiten magnetischen Zellseparation konnten jedoch nur 20.000
Endothelzellen separiert werden. Diese Differenz deutete auf eine limitierte Effektivitat der
magnetischen Zellseparationsmethode. Die erneute Reinheitsbestimmung nach 12tagiger
Kultur ergab 53,9% (CD31) bzw. 56,9% (CD102) Endothelzellen, womit keine besonders
hohe Reinheit vorlag.

Um zu klaren, ob die Dedifferenzierung der Endothelzellen, wenn sie eintritt, bereits wéhrend
der magnetischen Zellseparation beginnt, oder erst im Laufe der Kultur, erfolgten die
Auswertungen im sechsten Experiment sehr frih. Daher wurden die Endothelzellen vier
Tage nach der magnetischen Zellseparation analysiert. Die Endothelzellreinheit war mit 92%
(CD31) bzw. 97% (CD73) sehr hoch. Dieses Ergebnis stellte erstens die prinzipielle
Effektivitdt der Isolationsmethode unter Beweis und zeigte zudem, dass der
Dedifferenzierungsprozess im Kulturverlauf einsetzen musste.

Eine Ubersicht iber den Ablauf und die Ergebnisse der Experimente liefert Tabelle 3.8.

| EXPERIMENT | 1 i \'} Vi

Aortenzahl 16 24 23 32
2,4x10°

1,59x10°
100.000
(6,3%)
ICC

Gesamtzellzahl 1,16x10° 2,7x10° 1,84x10° | 3,5x10°

MAEC-Ausbeute

56.000
(4,8%)
FACS

120.000
(5%)
FACS

90.000
(3,3%)
FACS

60.000
(3,3%)
ICC

62.500
(1,8%)
ICC

Reinheitsanalyse
mittels:

Anzahl der 4 4 3 1 1 0
Passagen

CD31-® Zellen

1.P: X
2.P:71%
3.P:71,1%
4.P:74,2%

1.P: X

2.P:69,2%
3.P:50,8%
4.P:16,9%

1.P: X
2.P:18,6%
1.P*:53,9%

1.P: X
2.P:99,7%

1.P: X
2.P:4,1%

1.P:92%

CD102-® Zellen

1.P: X
2.P: X
3.P:71,2%
4.P:76,5%

1.P: X
2.P: x
3.P:43,6%

1.P: X
2.P:17,9%
1.P*:56,9%
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4.P:15,6%

CD73-® Zellen .P: X

4.P:79,1%

CD105-® Zellen X 1.P: X
2.P:100%

CD54-® Zellen 3.P:71,8% X

CD106-® Zellen 3.P:85,2% X

VWF-® Zellen X 1.P: X 1.P: X
2.P:94,6% | 2.P*™*:
2,5%
6,5%
2,2%

Dil-Ac-LDL-® Zellen 1.P: X 1.P: X
2.P:90,5% | 2.P:90,3%

Endothelzellreinheit 0 t

Hinweis auf Ja
Dedifferezierung

Zellproliferation

Dynabeadpersistenz

Tab. 3.8: Ubersicht von Ablauf und Ergebnissen der Experimente | bis VI

Erlauterungen siehe Text

MAEC: mouse aortic endothelial cells / Anzahl der murinen Endothelzellen nach der Zellseparation
FACS: fluorescence-activated cell sorting

ICC: Immunzytochemie

Analyse durchgefuhrt

nicht durchgefihrt / nicht analysiert / nicht ausgewertet

Passage

positiv

In diesem Experiment erfolgte nach der zweiten Passage eine erneute magnetische
Aufreinigung; die erhaltene MAEC-Kultur wurde noch ein weiteres Mal passagiert

Bei diesen Versuchen erfolgten Doppelfarbungen, der vWF wurde bei jeder Farbung mit
analysiert; daraus resultierten Mehrfachbestimmungen

hoch

gering

@ TXxS

L Sk 4
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4 Diskussion

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Etablierung einer Methode, mit der Endothelzellen
aus der Mausaorta isoliert und erfolgreich kultiviert werden kénnen. Die Anforderungen an
die Methode waren eine hohe Endothelzellausbeute, die Langzeitkultivierung reiner
Endothelzellkulturen und Reproduzierbarkeit.

Viele Methoden zur Isolierung von Endothelzellen aus murinem Gewebe basieren auf einer
Zerkleinerung von Organen wie Herz, Lunge oder Aorta (95, 96). Eine hohe Kontamination
mit nicht-endothelialen Zellen ist dabei vorprogrammiert, so dass eine sehr effektive
Zellaufreinigung sich anschlieBen muss, um reine Endothelzellkulturen zu erhalten. Um die
Kontamination von vornherein so gering wie méglich zu halten, wurde eine Technik etabliert,
mit der gezielt die Endothelzellen isoliert werden. Die Idee, die den wesentlichen Unterschied
zu den bisher bekannten lIsolationsmethoden darstellt, war das gezielte Abschaben der
Tunica intima von der enzymatisch vorbehandelten Aortenwand. Da auch auf diese Weise
eine Kontamination durch Nicht-Endothelzellen nicht ganzlich zu vermeiden war, haben wir
eine Aufreinigungsprozedur angeschlossen. Die Aufreinigung erfolgte mit nicht kommerziell
erhaltlichen Dynabeads, die von der Firma Invitrogen speziell fiir unsere Untersuchungen zur
Verfugung gestellt wurden. Diese speziellen Dynabeads stellten einen weiteren,
substantiellen Unterschied zu den anderen Protokollen dar. Es handelte sich dabei um
.Cleavable, abtrennbare Dynabeads, die nach der Aufreinigung von den Endothelzellen
abgetrennt werden konnten. Dadurch sollten zum einen Proliferationsprobleme von Bead-
beladenen Zellen vermieden und zum anderen weitere Analysen z.B. mittels FACS
ermdglicht werden.

Das direkte Abschaben der Endothelzellen und die CD31-vermittelte magnetische
Zellseparation mit abtrennbaren Dynabeads waren die Hauptmerkmale der in der

vorliegenden Arbeit entwickelten Isolationsmethode.
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Wesentliche Ergebnisse

Zusammengefasst lassen sich aus den Ergebnissen der Experimente folgende

Schlussfolgerungen ableiten:

. Grundsatzlich ist mit der entwickelten Endothelzellisolationstechnik die Etablierung

und Kurzzeitkultivierung reiner Endothelzellkulturen moglich (Experiment | bis VI,

auBer Ill)

2. Die Methode weist durchweg eine geringe Endothelzellausbeute auf, so dass eine
héhere Zahl an murinen Aorten gepoolt werden missen (Experiment | bis VI)

3. Die isolierten Endothelzellen unterliegen zum Teil Einflissen, die zu einer
Dedifferenzierung der Zellen mit Verlust des endothelialen Phéanotyps flhren
(Experiment Il und V)

4. Endothelzellen mit erhaltenem Phanotyp weisen ein langsames
Proliferationsverhalten auf (Experiment | und 1V)

5. Dedifferenzierte Endothelzellen proliferieren schneller (Experiment Il und V)

Im Umkehrschluss gibt es folgende Nachteile der von uns evaluierten Methode:

1.

Geringe MAEC-Ausbeute

2. Dedifferenzierung / Verlust des endothelialen Phanotyps

3. Langsame Proliferation differenzierter Endothelzellen

Nachfolgend wird die Methode chronologisch, entsprechend des Versuchsablaufs, in
Hinblick auf mégliche Stérfaktoren beleuchtet. Dabei werden zum Teil gleichzeitig

Lésungsvorschlage aufgeflhrt.
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4.2 Evaluierung potentieller Stérfaktoren der
Endothelzellisolationsmethode

4.2.1. Alter der Versuchstiere

Fir die Versuche der vorliegenden Arbeit wurden Mause im Alter von 28 bis 35 Tagen
eingesetzt. In der Literatur gibt es jedoch Hinweise darauf, dass bei der Isolierung und
Kultivierung von Endothelzellen der Einsatz von wenige Tage alten Jungtieren von Vorteil ist.
Fehrenbach et al. isolieten murine Endothelzellen aus der Lunge und machten die
Beobachtung, dass Zellen aus adulten Tieren nur Uber eine bis zwei Passagen kultiviert
werden konnten und h&dufiger von einer Kontamination durch Fibroblasten betroffen waren
(704). Der Einsatz von 7- bis 14-Tage alten Jungtieren verhalf zu deutlich besseren
Ergebnissen. Diese Beobachtung deutet darauf, dass adulte, ausdifferenzierte
Endothelzellen ihre Fahigkeit zu proliferieren verlieren oder proliferationstrdge werden.
Méglicherweise kénnte die Verwendung von derart jungen Mausen einen Lésungsansatz flr
die geringe Endothelzellausbeute darstellen. Dadurch kénnte auch das Ph&nomen der
zellularen Seneszenz (siehe Kapitel 4.5) vermieden werden, so dass Probleme wie

Dedifferenzierung und Proliferationstragheit der Endothelzellen behoben werden.

4.2.2 Mechanische Ablosung der Endothelzellen aus der Intima

In allen sechs Experimenten lag eine geringe MAEC-Ausbeute vor. Im Durchschnitt gingen
aus der magnetischen Zellseparation nur 4,1% der primar aus den Aorten gewonnenen
Zellen als Endothelzellen hervor. In absoluten Zahlen entsprach dies im Mittel 81.417
Endothelzellen, die aus ca. 2,2 x 10° Gesamtzellen isoliert wurden. Vor dem Hintergrund,
dass speziell durch das gezielte Abschaben der Endothelschicht von der Aortenwand die
Ausbeute an Endothelzellen maximiert und die Kontamination mit nicht-endothelialen Zellen
minimiert werden sollten, waren die Ergebnisse erntichternd.

Doch gerade dieses mechanische Vorgehen mit Hilfe eines Kunststoffschabers kénnte einen
Storfaktor darstellen. In der Literatur ist beschrieben, dass mechanische Manipulationen
einen negativen Einfluss auf die Proliferation und Differenzierung der Zellen haben kénnen.
Heng. et al. demonstrierten an humanen embryonalen Stammzellen, dass das Abkratzen der
Zellen nach vorheriger Kollagenasebehandlung zum Absterben von Zellen fuhrte (7105). Die
Arbeitsgruppe verglich die mechanische Isoliertechnik mit sanftem Auf- und Abpipettieren

der Zellen nach Trypsinisierung. Durch die Pipettiermethode war ein deutlich héherer Anteil
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an lebenden Zellen zu verzeichnen. Daher ist nicht auszuschlieBen, dass die mechanische
Behandlung Vitalitadt und Proliferation der Endothelzellen negativ beeinflusst hat und mit ein
Grund fir die schlechte MAEC-Ausbeute war.

Das gezielte Abschaben der Intima mit einem sterilen Wattestdbchen kann eine alternative
und schonendere Vorgehensweise sein. Bei der Isolierung von Herzklappenendothelzellen
trennten Gould et al. die oberflachliche Zellschicht nach enzymatischer Behandlung sanft mit
einem Wattestdbchen ab und konnten so reine Endothelzellkulturen gewinnen, ohne dass

eine Aufreinigung der Priméarkultur notwendig war (106).

In Hinblick auf die geringe MAEC-Ausbeute musste neben einem systematischen Fehler
bzw. Storfaktor, auch eine nicht-beeinflussbare Konstante in Erwadgung gezogen werden.
Eine solche Konstante, die keinen Ansatz fir Verdnderungen bzw. Verbesserungen bietet,
kdénnte eine von vornherein geringe Endothelzellzahl der murinen Aorta sein. In der Literatur
gibt es nicht viele Daten zu Endothelzellzahlen muriner Organe. Kreisel et al. haben in ihrem
Isolationsprotokoll angegeben, dass sie mit Hilfe der Explant-Technik aus einer murinen
Aorta nach 3 Passagen in einem Monat 5-6 x 10° Endothelzellen gewinnen konnten (707).
Auch Sobczak et al. konnten aus nur 3 Lungen 6-8 Tage alter Jungtiere 1,2 — 1,5 x 10°
Endothelzellen isolieren (708). Diese Zahlen entsprechen einem Vielfachen unserer
Resultate, so dass der Eindruck einer ineffizienten Methode entsteht. Kevil et al. hingegen
konnten mit der intraluminalen Enzymverdaumethode aus 12 murinen Aorten (10-12 Wochen
alte Tiere) 50.000 Endothelzellen isolieren, mit einer Proliferation auf 125.000 bei der 1.
Passage. Diese Ergebnisse sind wiederum durchaus mit unseren Resultaten vergleichbar. In
einigen Isolationsprotokollen wurde statt absoluter Zellzahlen der Anteil der isolierten
Endothelzellen an der Gesamtzellzahl angegeben. Huan Pang beschreibt ein Protokoll zur
Isolierung von Endothelzellen aus murinen Lungen und gibt eine Endothelzellausbeute von
0,02 % an (109). Fehrenbach et al. kamen bei ihrer Methode zur Isolierung von
Endothelzellen aus Mauslungen auf einen Endothelzellanteil von 1-5 % an der
Gesamtzellzahl (704). Die mit unserem Protokoll erzielte durchschnittliche
Endothelzellausbeute von 4,1% ist somit vergleichbar bzw. sogar besser als die Ergebnisse
der genannten Protokolle. In einem jungst publizierten Protokoll zur Etablierung einer
immortalisierten Endothelzelllinie aus der murinen Aorta nennen die Autoren als eines der
Hauptprobleme der diversen Endothelzellisolationsprotokolle die niedrige Zahl an isolierten
Endothelzellen, die sie auf die geringe GréBe der Mausaorta zuriickfihren (770). Dies zeigt,
dass das Problem der geringen Ausbeute an MAEC ein generelles Problem ist und am

ehesten bedingt ist durch die Dimension der murinen Aorta bzw. der murinen Organe.
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4.2.3 Anwendung von Trypsin

Die enzymatische Behandlung mit Trypsin stellt eine weitere mdgliche StérgréBe dar, die
einen Einfluss auf das Vorhandensein und somit auch der Nachweisbarkeit der endothelialen
Oberflachenmarker haben kénnte. Der Einsatz von Trypsin bei der Passagierung von Zellen
dient der Proteolyse interzellularer Mukoproteine, wodurch Zellen aus konfluenten
Monolayern herausgeldst werden. Dabei werden neben den interzellularen Proteinen auch
zellulare, membrangebundene Proteine beschéadigt, mit Einfluss auf Zellphanotyp, -vitalitat
und —funktion.

Entsprechend unseres Arbeitsprotokolls erfolgten wahrend dem Versuchsablauf diverse
Inkubationen mit Trypsin, angefangen mit einer 5minutigen Trypsinisierung des von der
Aortenwand abgeschabten Endothels. Wé&hrend der nachfolgenden Passagierungen der

Zellen fanden weitere, jeweils 10minatige Trypsinisierungen statt.

Wu et al. zeigten im Rahmen ihrer Arbeit zur protektiven Funktion der extrazelluléren
Proteoglykanmatrix, dass prolongierte Trypsinisierung (12 min) die Proteolyse des
Zelladhasionsmolekdls B1-Integrin und maoglicherweise auch weiterer Adhésionsmolekile
zur Folge hat (771). Auch Piercy et al. postulierten eine partielle Proteolyse von
Zelladh&asionsmolekilen durch Trypsin. Die Gegenuberstellung von Trypsinisierung versus
Abschabung bei der Passagierung von konfluenten Zellkulturen ergab einen deutlich
geringeren Nachweis von B1-Integrin bei den mit Trypsin behandelten Zellen (112).

Die Trypsinsensibilitdit von CD31 wurde durch Marelli-Berg et al. nachgewiesen. Sie zeigten
an murinen Endothelzellen eine Trypsin-bedingte Proteolyse von CD31 (95).

Grabner et al. zeigten an HUVECs, dass es unter den Zelladhdasionsmolekilen Trypsin-
sensible und -resistente Formen gibt. E-Selectin (CD62e) wurde als Trypsin-sensibel und
ICAM-1 (CD54) als Trypsin-resistent beschrieben, wahrend VCAM-1 (CD106) sowohl in
resistenter als auch in sensibler Form vorliegt (7113).

Um den negativen proteolytischen Effekt von Trypsin auf die Adhé&sionsmolekile zu
minimieren, limitierten Grabner et al. die Trypsinisierungsdauer auf 2 Minuten. Zudem
erarbeitete die Gruppe ein Protokoll, bei dem die Adhasionsmoleklle durch vorherige
Formaldehydfixierung vor der Degradation durch Trypsin geschutzt werden konnten. Den
gréBten Effekt in Hinblick auf den Erhalt der endothelialen Oberflachenantigene zeigte
jedoch eine, der Passagierung mit Trypsin vorrausgehende Antikbrpermarkierung der
Antigene. Die Besetzung der endothelialen Epitope durch Antikorper stellte einen effektiven
Schutzmechanismus dar (7113).

In Bezug auf unser Arbeitsprotokoll ist von diesen beschriebenen MaBnahmen lediglich die
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Limitierung der  Trypsinisierungsdauer auf 2 min praktikabel. Sowohl die
Formaldehydfixierung als auch der Schutz durch Antikérpermarkierung stellen einen
limitierenden Schritt dar, da die Zellkultur danach nicht mehr so fortgefihrt werden kann,
dass weitere Analysen mit verschiedenen Antikdrpermarkierungen durchgefiihrt werden

kdénnen.

Die aufgefuhrten, potentiellen Effekte von Trypsin kénnten die Ergebnisse wie folgt
beeinflussen:
1. Trypsinisierung vor und wéhrend der magnetischen Zellseparation mit
CD31-gekoppelten Dynbeads kann die Endothelzellausbeute minimieren
2. Trypsinisierungen im weiteren Versuchsablauf kann den

Endothelzellnachweis reduzieren

Es bleibt letztlich unklar inwiefern die zum Teil mehrfachen Trypsinisierungen das Dasein
endothelialer Oberflachenproteine beeinflusst haben. Das AusmaB der Trypsin-bedingten
Proteolyse von CD31 ist dabei von ganz besonderem Interesse, da die magnetische
Zellseparation Uber CD31 erfolgte. Der hohe Anteil an CD31-positiven Endothelzellen bei der
ersten Passage in den Experimenten |, Il, IV und VI zeigte jedoch, dass durch Trypsin kein
gravierender Verlust von CD31 vorliegen konnte. Im Sinne einer Methodenoptimierung wére
die Kontrolle eines solchen Stérfaktors nicht eindeutig definierbaren AusmaBes jedoch

erstrebenswert.

Eine erfolgsversprechende Alternative zur Trypsinanwendung wurde 2010 durch Makida-
Sano et al. publiziert (7174). Die Arbeitsgruppe entwickelte eine trypsinfreie Methode zur
Passagierung von HelLa-Zellen und normalen humanen Hautfibroblasten. Dabei wurde als
Kultursubstrat Eisen-Alginat verwendet. Alginat bildet mit Eisen wie auch mit anderen
mehrwertigen Metallionen eine Gelschicht. Durch Hinzugabe von Chelatbildnern, wie z.B.
Citrat, werden die Eisenionen gebunden und die Eisen-Alginat-Gelschicht aufgeldst, so dass
die Zellen ohne Trypsin passagiert werden kénnen. In Bezug auf die Endpunkte Zellvitalitat,
Zellmetabolismus, Zellschaden durch freie Sauerstoffradikale und Zellschaden durch
Kryokonservierung erwies sich diese neue Methode der Trypsinbehandlung und der
mechanischen Zellpassagierung uberlegen. Die Anwendbarkeit dieser Methode an murinen

Endothelzellen muss evaluiert werden.

82



Diskussion

4.2.4 Magnetische Zellseparation / Dynabeads

Ein potentieller Stdrfaktor in Hinblick auf die niedrige MAEC-Zahl und die postulierte
Dedifferenzierung der MAEC sind die Dynabeads. In vorausgehenden Experimenten hatte
unsere Arbeitsgruppe die Beobachtung gemacht, dass nicht abtrennbare, auf den
Endothelzellen  verbleibende  Dynabeads einen negativen Einfluss auf das
Proliferationsverhalten der Zellen haben. Daher erfolgten die Versuche mit speziell
angefertigten, abtrennbaren (,cleavable”) Dynabeads, die an die Endothelzellen gekoppelt
wurden.

Als Ursache fur die durchweg geringe MAEC-Ausbeute ist beispielsweise der Verlust von
MAEC bei der magnetischen Zellseparation in Erwdgung zu ziehen. Nach der
Positivselektion der an Dynabeads gebundenen MAEC erfolgte die Abtrennung der Beads
von den Zellen durch den ,Release Buffer”. Ob und in welchem Ausmaf nicht-abgetrennte
Endothelzellen mit den Dynabeads verloren gingen bleibt unklar. Die Méglichkeit, dass eine
relevante Menge von Endothelzellen nicht detektiert wurde und im nicht-endothelialen
Uberstand verblieb, kann weder eindeutig bestétigt noch widerlegt werden. Im I1l. Experiment
wurde auf Grund des rapide abnehmenden Endothelzellanteils eine zweite Aufreinigung
durchgefuhrt. Vor der Aufreinigung lag der Anteil an CD31-positiven Zellen bei 18,6%, an
CD102-positiven Zellen bei 17,9%, was ca. 83.700 bzw. 80.550 MAEC entsprach (bei einer
Gesamtzellzahl von ca. 450.000). Bei der drei Tage spéter erfolgten zweiten Aufreinigung
konnten allerdings nur ca. 20.000 MAEC isoliert werden. Daher musste der Verdacht auf
eine ineffiziente magnetische Zellseparation mit Verlust von MAEC geé&uBert werden. Im VI.
Experiment konnte wiederrum gezeigt werden, dass in der wéhrend der Zellseparation
erhaltenen Nicht-Endothelzellfraktion kaum Endothelzellen nachzuweisen waren, womit eine
Detektionsproblematik der Dynabeads in diesem Experiment ausgeschlossen werden
konnte.

Aufgrund der in der Literatur beschriebenen Trypsin-Sensitivitit von CD31, setzten
Fehrenbach et al. bei der Gewinnung mikrovaskularer Endothelzellen aus murinen Lungen
CD102-gekoppelte Dynabeads ein (104). Somit konnte einem Verlust von Endothelzellen, im
Falle einer Trypsin-bedingten Proteolyse von CD31, vorgebeugt werden. Marelli-Berg et al.
koppelten die Microbeads sogar an CD31, CD105 und Isolectin B4, um die Zellseparation

noch effizienter zu gestalten (95).
Tiwari et al. zeigten an HUVECSs, die mit CD31-gekoppelten Dynabeads isoliert wurden, dass

eine zu hohe Dynabeadkonzentration langfristig Proliferation und Metabolismus von

Endothelzellen negativ beeinflusste (702). Eine Bead-Konzentration von 50 Beads pro
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HUVEC fuhrte im Vergleich zu nicht- ,Bead*-beladenen HUVECs zu einer deutlich
schlechteren Proliferation.

Trotz der Verwendung von abtrennbaren Dynabeads wurde bei den immunzytochemischen
Analysen deutlich, dass in unseren MAEC-Kulturen z.T. vereinzelt und z.T. in gréBeren
Mengen Dynabeads verblieben waren. Vor allem die MAEC-Kulturen des V. Experiments
beinhalteten relativ viele Beads. Aufgrund dessen kann nicht ausgeschlossen werden, dass
die von Tiwari beschriebenen negativen Effekte der Dynabeads auch auf unsere Zellkulturen

zutrafen.

Im V. Experiment waren nach lediglich einer Passage nach der magnetischen Zellseparation
nur wenige Zellen positiv fir die markierten endothelialen Adhasionsmolekuile. Aufgrund der
Dil-Ac-LDL Inkorporation durch die meisten Zellen wurde jedoch das Vorliegen von
dedifferenzierten Endothelzellen vermutet. Das Zusammentreffen von vielen persistierenden
Dynabeads und fehlender Expression endothelialer Oberflachenproteine fihrte zur

Annahme, dass Dynabeads méglicherweise auch die Zelldifferenzierung beeinflussen.

AuBer der Publikation von Tiwari et al. gibt es in der Literatur keine weitere Arbeit, die sich
konkret mit der Toxizitat von Dynabeads befasst.

Es besteht jedoch ein zunehmendes Interesse an der Erforschung der toxischen Schaden,
verursacht durch Eisenoxidverbindungen (Fe,Os; FeszO4), die auBer im Kern
superparamagnetischer Beads (z.B. Dynabeads, Microbeads) z.B. auch in Nanopartikeln
einen breiten Einsatz in der Biomedizin finden. Im Vordergrund stehen dabei die schéadlichen
Einflisse auf den menschlichen Organismus, z.B. beim Einsatz von superparamagnetischen
Eisennanopartikeln als Kontrastmittel in der Magnetresonanztomographie. Es wird
angenommen, dass das toxische Potential hauptsachlich von den freigesetzten Eisenionen
ausgeht.

He et al. exponierten das Bakterium Escherischia coli y-Fe>Os-Nanopartikeln und konnten
zeigen, dass durch die Bindung von Eisen an Proteine und DNA-Strdnge Genmutationen
verursacht wurden (7715). Wu et al. figten HUVEC Kulturen Dextran- und Citrat-umhdillte
Eisennanopartikel hinzu und evaluierten den Einfluss auf Zellviabilitdt und —funktion (716).
Sie stellten fest, dass es zu einer Internalisierung der Nanopartikel durch die HUVECs
kommt und konnten einen konzentrationsabhdngigen toxischen Effekt beobachten.
Zellwachstum und —proliferation waren gestért, Uber Nacht waren 50% der Zellen
abgestorben, am ehesten verursacht durch Apoptose. Weiterhin war durch eine

Beschéadigung des Zytoskeletts und der Aktin- und Tubulinfilamente die Ausbildung eines
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konfluenten Zellmonolayers nicht méglich.

Die Arbeitsgruppe um Zhu beschéftigte sich mit den schadlichen Einflissen speziell auf das
GefaBendothel des menschlichen Organismus, da angenommen wird, dass
Eisennanopartikel Uber die endotheliale Dysfunktion und Inflammation Arteriosklerose
verursachen kdénnen (7117). Die Exposition humaner aortaler Endothelzellen gegeniber
Eisennanopartikeln hatte die Zunahme von Zelltod, die Bildung freier Sauerstoffradikale und
eine erhdéhte NO-Bildung zur Folge. Weiterhin wurde, als Zeichen einer
Entziindungsreaktion, eine Expressionszunahme von ICAM-1 (CD54) und IL-8 beobachtet.
Zusammengefasst ~ waren  Zelltod, erhdhter  oxidativer  Stress und eine
Inflammationsreaktionen die Folge der Exposition. Auch diese Arbeitsgruppe stellte sich die
Frage, ob die Internalisierung der Nanopartikel oder die Freisetzung von Eisenionen flr die

Pathomechanismen verantwortlich ist.

Entsprechend dieser Erkenntnisse kann nicht ausgeschlossen werden, dass es bei
Persistenz der Dynabeads in den MAEC-Kulturen zu einer Freisetzung der toxischen
Eisenoxide, oder von freien Eisenionen kommt. Das durch diverse Gruppen eruierte toxische
Potential kdnnte die langsame Zellproliferation und auch die Dedifferenzierung mit
Veranderung des Expressionsprofils der endothelialen Oberflachenproteine erklaren.
Zusammenfassend kann eine Toxizitat der Beads nicht ausgeschlossen werden, so dass die
komplette Abtrennung der Dynabeads sehr wichtig ist.

Eine sinnvolle Alternative zur magnetischen Zellseparation stellt die Fluoreszenz aktivierte
Zellsortierung (FACS) dar, die bei entsprechender Verfugbarkeit genutzt werden kann.
Vergleiche zwischen magnetischer Zellseparation und FACS zeigten eine Uberlegenheit der
fluoreszenzaktivierten Zellsortierung, zumal die magnetische Separation den Nachteil der
unspezifischen Beadbindung aufwies, wodurch auch nicht-endotheliale Zellen herausgefiltert
wurden (118).
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4.3 Evaluierung der verwendeten Charakterisierungsmerkmale fiir
MAEC

Die Charakterisierung der gewonnenen murinen Endothelzellen erfolgte tiber den Nachweis
der konstitutiv exprimierten endothelialen Oberflachenproteine CD31, CD73, CD102 und
CD105, der induzierbaren endothelielan Oberflachenproteine CD54 und CD106, des von-
Willebrand-Faktors und der fur Endothelzellen-typischen Dil-Ac-LDL-Aufnahme.

Bei der Isolierung und Charakterisierung von Endothelzellen ist CD31 der am haufigsten
eingesetzte Marker mit der hdéchsten Endothelzellspezifitdt. Auch in unserem Protokoll
erfolgte sowohl die Endothelzellisolierung als auch die -charakterisierung durch den CD31-
Nachweis.

Allerdings ist, wie bereits erwdhnt, zu beachten, dass fur CD31 eine Trypsinsensitivitat
beschrieben ist. Bei den FACS-Analysen war der Anteil CD31-positiver Zellen jedoch immer
vergleichbar mit dem Anteil CD102-positiver Zellen. Ebenso stimmten bei der
Immunzytochemie die CD31-Farbungen mit den CD105- (Experiment IV) und CD73-
Markierungen (Experiment VI) nahezu Uberein. Dabei zeigten die CD31-markierten Zellen
die eindeutigste und intensivste Fluoreszenz. Zusammenfassend gibt es bei unseren
Ergebnissen keinen Anhalt dafur, dass die CD31-Expression durch Trypsin oder andere
Faktoren beeinflusst wurde. Insgesamt erweist sich CD31 als ein zuverlassiger

Endothelzellmarker.

CD73 st hingegen kein klassischer und héufig eingesetzter Endothelzellmarker.
Ausschlaggebend fiir den Einsatz in unserem Protokoll war das besondere Interesse
unseres Instituts an der CD73-Knockout-Maus, was das Bestreben, ein
Endothelzellisolationsprotokoll zu etablieren, begrindete. In Hinblick auf ausstehende
Untersuchungen an der Knockout-Maus, versuchten wir im Vorfeld die CD73-Expression mit
der Expression der Standardmarker zu vergleichen. Diesbezlglich kann anhand von 2
Experimenten (Exp. | und VI) festgehalten werden, dass in der Wildtyp-Maus die CD73-

Expression mit derjenigen von CD31 vergleichbar ist.

CD102 wird auf Endothelzellen und lymphoiden und myeloiden Zellen exprimiert. Aufgrund
der seltenen Kontamination von Endothelzellkulturen mit o0.g. Blutzellen, kann auch CD102
als endothelspezifisch gewertet werden und wird auch haufig zur Identifizierung von
Endothelzellen eingesetzt. Wie bereits erwahnt gibt es Autoren, die sogar die priméare

Selektion von Endothelzellen mit CD102-gekoppelten magnetischen Beads machen. In
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unseren FACS-Experimenten war der Anteil CD102-positiver Zellen stets vergleichbar mit
dem Anteil CD31-positiver Zellen. Das IV. Experiment zeigte jedoch, dass im Gegensatz zu
den anderen Farbungen nur wenige der CD102-markierten Zellen eine eindeutige
Fluoreszenz aufwiesen. Die meisten Zellen boten eine nur schwache Fluoreszenz. Ein
Affinitatsproblem des Antikérpers konnte durch eine deutliche Anfarbung der bEnd.3-Zellen
(Positivkontrolle) ausgeschlossen werden. Folglich ist davon auszugehen, dass isoliert die
CD102-Expression herabreguliert wurde. Ein konkreter Einflussfaktor auf die CD102-

Expression ist in der Literatur nicht beschrieben.

CD105 wurde in unserer Arbeit in den immunzytochemischen Experimenten eingesetzt. In
Experiment IV waren, bei insgesamt schwacher Fluoreszenz, nahezu alle Zellen deutlich
CD105-positiv. Eine Trypsinempfindlichkeit ist fir CD105 nicht beschrieben. CD105 wird von
Endothelzellen stark exprimiert, wahrend die Expression auf Nicht-Endothelzellen, wie z.B.
Myozyten und Fibroblasten, nur von geringem AusmaB ist. Trotz der fehlenden
Endothelspezifitat scheint CD105 ein valider Indikator zu sein. Wenn Kontaminationen nicht
auszuschlieBen sind, solte CD105 zusammen mit anderen endothelialen

Oberflachenmarkern bestimmt werden.

Der vVWF wird nur in Endothelzellen und Thrombozyten bzw. Megakaryozyten nachgewiesen,
daher eignet er sich prinzipiell gut als Endothelzellmarker. Die Expression des vWFs
unterliegt jedoch einer groBen Variationsbreite, was die Bewertung erschwert. Gut
durchblutete Organe, makrovaskuldre und vendse GefdBe weisen beispielsweise eine
deutlich hdhere Expressionsrate auf. Die Aussagekraft des vVWFs wird durch die von Senis
et al. gemachte Beobachtung weiter eingeschrénkt. Sie zeigten, dass die Expression des
VWFs in der Rattenaorta sogar von Zelle zu Zelle variierte (97). Dabei waren insgesamt nur
20-50% der Zellen aus der Rattenaorta vWF-positiv. Es gibt Hinweise darauf, dass die
Expression des vWFs insgesamt stark von Umgebungsfaktoren, z.B. den intravasalen
Strdmungsbedingungen, abhéngig ist (779). Die beschriebene Varianz der vVWF-Expression
spiegelte sich auch in unseren Experimenten wieder. In den Kulturen mit hohem Anteil an
Endothelzellen gab es stets Zellen, die im Gegensatz zu den anderen endothelialen
Oberflachenproteinen den vWF nicht exprimierten. Besonders deutlich wurde dieser
Unterschied im IV. Experiment bei der Doppelfarbung der MAEC mit Anti-CD105 und Anti-
VWF (s. Abb. 3.22, S. 56). Fanburg-Smith et al. hatten bei ihren Untersuchungen an
Angiosarkomen der oralen Speicheldrisen die Beobachtung gemacht, dass vor allem in

gering differenzierten Angiosarkomen die Expression vom vWF fehlte, wahrend CD31
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nachzuweisen war. Zudem zeigten sich deutliche Unterschiede in der vWF-Expression.
Daher bezeichneten sie CD31 als den besten Endothelzellmarker (720). In Folge der
aufgefuhrten Beobachtungen und in Hinblick auf das Fehlen der Expressions-
beeinflussenden Umgebungsfaktoren in in vitro Modellen, ist die Eignung des vWFs als

Endothelzellmarker fragwdirdig. Ein Verzicht auf den vWF erscheint plausibel.

Die Dil-Ac-LDL-Inkorporation ist eine in der Endothelzellforschung etablierte Methode zum

Endothelzellnachweis.

CD54 ist auBer auf Endothelzellen unter anderem auch auf Epithelzellen und Fibroblasten
nachzuweisen. Nicht-stimulierte Endothelzellen exprimieren CD54 auch in geringem MaBe
konstitutiv, wahrend die Stimulation durch Zytokine zu einer deutlichen
Expressionssteigerung fuhrt. Die induzierbare Expressionssteigerung ist im Gegensatz zur
konstitutiven Expression endothelspezifisch. Fibroblasten zeigen unter Einfluss von
Zytokinen keine Steigerung der Expressionsrate (727). Somit kann CD54 durchaus als
Endothelzellmarker eingesetzt werden. Die Expression von CD106 ist ausschlieBlich Zytokin-
abhéngig. Auch CD106 ist nicht endothelspezifisch, allerdings werden die nicht-endothelialen
CD106-exprimierenden Zellen in Endothelzellkulturen nicht erwartet, so dass CD106 auch
bei fehlender Endothelspezifitat als Endothelzellindikator gut geeignet ist.

In unserer Arbeit erfolgte im Il. Experiment der Nachweis von CD54 und CD106 nach
Stimulation durch TNF-a. Wahrend die konstitutiven Endothelzellmarker nur auf wenigen
Zellen nachzuweisen waren, waren 71,8% der Zellen CD54-positiv und 85,2% CD106-
positiv. Anhand dieser Beobachtung wurde postuliert, dass eine Dedifferenzierung der
Endothelzellen mit Verlust der konstitutiven Oberflachenmarker und Uberwiegen eines
inflammatorischen Phanotyps vorlag. Aufgrund dieser Feststellung spielen die induzierbaren
endothelialen Adhasionsmoleklle CD54 und CD106 beim Nachweis von Endothelzellen eine
wichtige Rolle. Bei dedifferenzierten Endothelzellen scheinen sie die Oberflichenmarker zu

sein, die auf den endothelialen Ursprung der Zellen hinweisen kénnen.
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4.4 Zellulare Dedifferenzierung / zellulare Seneszenz

In Experiment Il und V wurde die Beobachtung gemacht, dass in den MAEC-Kulturen der
Anteil an Endothelzellen rapide abnahm. In Experiment Il exprimierten bei der 3. Passage
nur noch ca. 50,8% der Zellen CD31 und 43,6% CD102. Zwei Tage spater waren sogar nur
noch 30,1% der Zellen CD31-positiv. Nach TNF-a Stimulation nach der 3. Passage waren
jedoch 71,8% der Zellen CD54- und 85,2% CD106-positiv.

Die immunzytochemische Farbung in Experiment V ergab, dass in der MAEC-Kultur kaum
Zellen mit positivem Nachweis fiur Endothelzellmarker vorhanden waren. Eine
Funktionsanalyse der Zellen mit Beurteilung der Dil-Ac-LDL-Aufnahme zeigte hingegen, dass
die meisten Zellen Dil-Ac-LDL inkorporierten und sich somit wie Endothelzellen verhielten.
Die Schlussfolgerung beider Experimente war, dass eine Dedifferenzierung oder Alterung
der Zellen mit Verlust des endothelialen Phéanotyps vorliegen musste. Sowohl die
endotheliale Dedifferenzierung als auch die endotheliale Seneszenz sind in der Literatur
beschriebene Phadnomene, die die gemachten Beobachtungen in Experiment Il und V
erklaren kénnen.

Lacorre et al. demonstrierten anhand von humanen postkapillaren vendsen Endothelzellen,
die sie aus menschlichen Tonsillen isolierten, den Einfluss von Umgebungsfaktoren auf die
Ausbildung des endothelialen Phéanotyps. Sie zeigten, dass in vitro kultivierte Zellen in
Abwesenheit ihrer Mikroumwelt binnen 2 Tagen die Expression charakteristischer Gene
herabregulieren (122).

Es ist lange bekannt, dass lokale Umgebungsfaktoren wie z.B. Zell-Zellkontakte oder I8sliche
Faktoren wie z.B. Zytokine fir den organ- und gewebespezifischen Phéanotyp von
Endothelzellen ausschlaggebend sind (42). Daher erscheint es plausibel, dass in
Abwesenheit dieser determinierenden Faktoren, wie es in in vitro Modellen der Fall ist, eine
Dedifferenzierung der Endothelzellen méglich ist.

Dass die Dedifferenzierung der Endothelzellen mit Annahme eines nicht-endothelialen
Phénotyps ein haufiges Problem bei der Isolierung und Kultivierung von murinen

Endothelzellen ist, wird auch von Ni et al. beschrieben (170).

Das Phanomen der zelluldren Seneszenz ist ebenfalls eine mogliche Erklarung fir den
Verlust des endothelialen Phanotyps. Zelluldare Seneszenz beschreibt einen Zustand, der
gekennzeichnet ist durch einen irreversiblen Wachstumsarrest und Veradnderungen des
Zellphénotyps (123, 124). Dabei kann es sich um einen natirlichen Alterungsprozess in

Folge extensiver Zellproliferation, oder aber um eine Stress-induzierte vorzeitige Alterung
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handeln. Oxidativer Stress durch freie Sauerstoffradikale ist der bedeutendste Stressfaktor.
Die erstgenannte replikative Seneszenz® (7123) basiert vorwiegend auf der
Telomerverklrzung und —dysfunktion.

Der Pathomechanismus der pramaturen Zellalterung durch oxidativen Stress ist
multifaktoriell. Durch freie Sauerstoffradikale verursachte Telomer- oder Telomerasedefekte
sind ebenso mdglich wie die direkte Schadigung der genomischen DNA oder der
Mitochondrien.

Erusalimsky beschrieb, dass alternde Endothelzellen einen proinflammatorischen und
prothrombotischen Phanotyp annehmen (723). Dabei kommt es u.a. zu einer
Expressionssteigerung von CD54 / ICAM-1 und des Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1-
Proteins (PAI-1). Diese Beobachtung kénnte eine Erklarung fur die Ergebnisse des Il
Experiments sein. Die MAEC des Il. Experiments zeigten einen Expressionsverlust fur die
konstitutiven endothelialen Oberflachenmolekule, wahrend ein GroBteil der Zellen CD54 und
-106 exprimierten. Somit kénnten der proinflammatorische Phénotyp der Zellen und die
regrediente Expression der konstitutiven Endothelzellmarker auf die Alterung der MAEC
hinweisen.

Zusammengefasst ist sowohl die Dedifferenzierung als auch die Seneszenz der

Endothelzellen als Erklarung fur unsere Ergebnisse in Erwagung zu ziehen.

4.5 Neue Methoden zur Isolierung muriner Endothelzellen

In der Literatur finden sich diverse Techniken zur Isolation muriner mikro- und
makrovaskularer Endothelzellen. Dennoch ist die Suche nach dem optimalen
Arbeitsprotokoll nicht abgeschlossen, es werden stets neue Vorgehensweisen entwickelt.
Aber auch die neuesten Arbeitsprotokolle basieren weitgehend auf den bekannten Methoden
und weisen lediglich geringe Modifikationen auf. Die neueren Arbeiten zeigen, dass die
Tendenz insgesamt in Richtung der Isolierung mikrovaskularer Endothelzellen geht.

Doch je nach Fragestellungen sind in vitro Modelle aus mikro- oder makrovaskularen
Endothelzellen erforderlich. Untersuchungen zur Pathogenese der Arteriosklerose z.B.
mussten an Endothelzellen makrovaskuldren Ursprungs erfolgen, damit valide Resultate
gewonnen werden kénnen. Das neueste Protokoll zur Isolierung und Kultivierung von
Endothelzellen aus der murinen Aorta stammt von der Arbeitsgruppe um Ni (770). Vor dem
Hintergrund des Forschungsinteresses an der endothelialen Dysfunktion und dem
Vorhandensein diverser transgener Mauslinien hatten Ni et al. besonderes Interesse an

murinen makrovaskularen Endothelzellen. Die Grenzen und Schwierigkeiten der Ublichen
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Protokolle zur Isolierung primérer muriner Endothelzellen wie geringe Zellzahlen, limitiertes
Proliferationspotential und die Tendenz zur Transdifferenzierung zu mesenchymalen Zellen
mit Verlust des endothelialen Phanotyps waren ihnen jedoch bekannt. Daher sahen sie die
Lésung fur diese Probleme in der Etablierung einer immortalisierten Endothelzelllinie mit
Endothelzellen aus der murinen Aorta. Sie erarbeiteten ein Isolationsprotokoll und setzten
dabei die Aorten von vier Wochen alten M&usen ein. In situ wurde die Aorta von
umgebenden Fett- und Bindegewebe freiprapariert, entnommen und in kleine Ringe von 1
mm Durchmesser geschnitten, die anschlieBend eréffnet wurden. Die Ringe wurden mit der
Endothelseite nach unten zeigend fur 3-5 Tage auf Kollagengel (Typ-l Kollagen)
ausgebreitet, so dass die Endothelzellen von der Aortenwand auf das Kollagengel
auswandern konnten. Die Immortalisierung der Endothelzellen erfolgte mittels Transduktion
mit dem middle T-Antigen des murinen Polyomavirus. Die so gewonnen Endothelzellen
wurden anschlieBend charakterisiert. Dabei wurde mit Hilfe von FACS-Untersuchungen die
Dil-Ac-LDL-Aufnahme und mittels Immunzytochemie das Vorhandensein von CD31, VE-
Cadherin, vWF und a-SMA (smooth muscle actin) analysiert. Des Weiteren wurden u.a.
Untersuchungen zur Schubspannung und zum Wachstums- und Proliferationsverhalten
gemacht. Ni et al. konnten nachweisen, dass sie eine effektive Methode entwickelt hatten,
mit der sie immortalisierte Endothelzellkulturen mit erhaltenem Phéanotyp und erhaltenen
endothelialen Funktionen Uber mehrere Passagen fir mehrere Monate kultivieren konnten.
Sie machten dennoch darauf aufmerksam, dass es Unterschiede geben kann zwischen dem
Verhalten immortalisierter Endothelzelllinien und priméarer Endothelzelllinien und erst Recht
zwischen in vitro und in vivo Zellmodellen. Daher empfehlen sie an immortalisierten
Endothelzellen gewonnene Erkenntnisse mit Vorsicht zu interpretieren und an primaren
Kulturen zu validieren (170). Dieser Hinweis zeigt, dass trotz eines solch vielversprechenden
Protokolls, primare MAEC einen besonderen Stellenwert haben und die Suche nach

Isolationsprotokollen fur primare MAEC ihre Berechtigung hat.

AuBer der o.g. Arbeit von Ni et al. gibt es keine neueren Arbeiten zur Isolierung von
makrovaskuldren  Endothelzellen. Alle anderen in der Literatur vorhandenen
Isolationsprotokolle aus neuerer Zeit haben primare murine mikrovaskulare Endothelzellen

zum Ziel.
Fehrenbach et al. publizierten 2009 ihre eigene optimierte Methode zur Isolierung muriner

mikrovaskularer Endothelzellen aus der Lunge, da sie bei der Umsetzung vorhandener

Protokolle diverse Probleme hatten (704). Die beschriebenen Schwierigkeiten decken sich
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zum Teil mit denen unserer Methode: mit zunehmender Passage durch Kontamination
rapide abnehmende Zellreinheit bei initial reinen Endothelzellkulturen, niedrige
Proliferationsrate der Endothelzellen, schnelle Zellalterung und uneinheitliche Ergebnisse.
Das neue Protokoll der Autoren beinhaltet Modifikationen der Arbeitsschritte, an denen die
Probleme der anderen Methoden vermutet wurden. Im Gegensatz zu den &lteren Protokollen
verwendeten sie 7- bis 14-Tage alte Mause-Jungtiere. Statt einer traumatischen,
mechanischen Zerkleinerung der Lungen flllten sie das Bronchialsystem mit Kollagenase A
und limitierten den Enzymverdau auf 30 min. Die Zellseparation erfolgte nach 2-3 tagiger
Kultur per FACS und zum Vergleich auch mit nicht-abtrennbaren Dynabeads tber CD102.
Die Arbeitsgruppe machte die Beobachtung, dass die FACS-Sortierung der magnetischen
Zellseparation Uberlegen war. Bei der magnetischen Zellseparation wurden durch
unspezifische Beadbindungen ausgepragte Kontaminationen mit Fibroblasten beobachtet.
Auch eine Wiederholung der magnetischen Zellseparation bei abnehmender Zellreinheit
hatte keine =zufriedenstellenden Ergebnisse gezeigt, vergleichbar mit unserem |Il.
Experiment.

Die Endothelzellausbeute dieser Methode betrug ca. 1-5%, ebenfalls vergleichbar mit der
Ausbeute unserer Methode, die zwischen 1,8 bis 6,3 % variierte. Absolute Zellzahlen wurden
nicht aufgefuhrt.

Mit dieser Methode gelang es der Arbeitsgruppe in 30 von 34 Versuchen reine
Endothelzellkulturen zu etablieren. Die Zellen konnten, ohne Verlust des endothelialen
Phéanotyps, Uber 8 bis 10 Passagen kultiviert werden. Bei héheren Passagen wurden
Zeichen der Zellalterung mit abnehmender Proliferation und Verschwinden der Expression
von CD31 und VEGFR-2 beobachtet.

Zusammengefasst sahen die Autoren den Vorteil ihres Protokolls darin, dass sie Jungtiere
nutzten, die Organe nicht mechanisch zerkleinerten, den Enzymverdau der Organe auf 30
min reduzierten und die Zellseparation per FACS-Sortierung und nicht unverzuglich nach der

Zellisolierung durchfuhrten.

Sobczak et al. beschrieben ihre 2010 veréffentlichte Isolationsmethode auch als zuverlassig
und einfach (708). Die Endothelzellen wurden mechanisch aus den Lungen 6 bis 8 Tage
alter M&use isoliert und nachfolgend erfolgte eine magnetische Zellseparation in 2 Schritten.
Die mechanische Zerkleinerung der Lungen erfolgte durch ca. 100 Schnitte, gefolgt von
12facher Passage durch eine 14 Gauge Kanille nach der 45-minltigen Enzyminkubation.
Die erste magnetische Zellseparation erfolgte mit an Anti-CD31-Antikérper gekoppelten

Dynabeads. Eine nachfolgende Abtrennung der Dynabeads erfolgte nicht. Bei der zweiten
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magnetischen Zellseparation nach 3 - 4 t&giger Kultur wurden an Anti-CD102-Antikérper
gekoppelte Dynabeads eingesetzt. Auch die Dynabeads der zweiten Separation verblieben
auf den Zellen. Mit dieser Methode erzielten die Autoren ca. 1,2 bis 1,5 x 10° Endothelzellen
aus 3 Jungtieren nach 6 - 7 tagiger Kultur. Die Charakterisierung der Endothelzellen erfolgte
durch den fluoreszenzspektrometrischen Nachweis von VE-Cadherin und VEGFR-2 und den
immunzytochemischen Nachweis von VE-Cadherin.

Da die Zellen binnen 2 Wochen nach der Aufreinigung in Experimenten eingesetzt wurden,

trafen die Autoren keine Aussage zur Langzeitkultivierung.

In Anlehnung an das Sobczak-Protokoll beschrieb Huan Pang 2011 ein Protokoll zur
Isolierung muriner pulmonaler mikrovaskularer Endothelzellen (709). Pang isolierte
Endothelzellen aus 5 bis 6 Wochen alten M&usen, wobei mindestens 5 Tiere fiir eine gute
Ausbeute notig waren.

Nach einer ersten mechanischen Zerkleinerung der Lungen erfolgte ein 45minltiger Verdau
in Kollagenase | mit anschlieBend weiterer Gewebszerkleinerung bis auf eine PartikelgréBe
von 1 mm® und erneutem Enzymverdau. Die erhaltene Gewebs-Zellsuspension wurde nach
Beenden der Enzymdigestion fir eine Stunde auf einer Kulturschale ausgeséat. Wéhrend
dieser Stunde adhérierten die Fibroblasten, nicht jedoch die Endothelzellen, so dass eine
Vorselektion erfolgte. Nicht-adharierte Zellen wurden nach einer Stunde abgenommen und
der magnetischen Zellseparation zugefihrt. Die verwendeten Dynabeads waren im Vorfeld
Uber 24h an Anti-CD31-Antikérper gekoppelt und dann Uber 24h Stunden gewaschen
worden. Nach der Zellseparation wurden die Dynabeads abgetrennt. Die Autoren geben an,
dass Endothelzellen an der Primarkultur einen Anteil von ca. 0,02% ausmachten, wahrend
die absolute Endothelzellzahl aus 5 M&usen ca. 10000 - 50000 Zellen betrug.

Mit dem Ziel, ein in vitro Modell der Angio- und Vaskulogenese mit Endothelzellen aus
Knockout-Mausen zu etablieren, publizierten Jin et al. 2012 eine Methode zur lIsolierung
muriner mikrovaskularer Endothelzellen aus Herz und Lungengewebe (725). Auch diese
-neue“ Methode, die ebenfalls groBe Ahnlichkeit hat mit der Methode von Sobczak et al.,
basiert auf den bekannten Grundprinzipien der Endothelzellisolierung: die Zellgewinnung
erfolgte durch Gewebezerkleinerung und die Zellseparation mit Dynabeads.

Auch Jin et al. setzten neonatale Mause (7 Tage alt) ein, da die Reinheit und
Wachstumseigenschaften der Endothelzellen aus besonders jungen Tieren besser waren.
Herz und Lungen wurden in kleinste Gewebestlicke geschnitten und anschlieBend fir 45 min

in Kollagenase Il verdaut. Im Anschluss erfolgte auch in diesem Fall die weitere

93



Diskussion

Gewebszerkleinerung durch mehrfache Aspiration durch eine Kanlle und anschlieBendes
Sieben. Die Zellseparation erfolgte mit Anti-CD31-Antikérper gekoppelten Dynabeads, die im
Anschluss abgetrennt wurden. Mit dieser ersten Aufreinigung konnte die Arbeitsgruppe
Endothelzellkulturen mit einer ca. 80%igen Reinheit kultivieren. Um, je nach Bedarf, eine
héhere Reinheit zu erzielen, wurde eine zweite Aufreinigung nach 5- bis 9-tdgiger Kultur
durchgefuhrt. Dafir wurden Anti-CD102-Antikérper gekoppelte Dynabeads eingesetzt, die im
Anschluss nicht abgetrennt wurden. Fur die nachfolgenden Passagierungen der Zellen
wurde nur 0,05% -EDTA eingesetzt. Die Auswertungen erfolgten durch Nachweis von
PECAM-1 und VE-Cadherin per FACS-Analysen.

Auch Jin et al. berucksichtigten bei ihren Versuchen die Trypsinsensitivitdt von CD31. Die
erste Zellseparation mit Anti-CD31-Antikdper gekoppelten Dynabeads erfolgte ohne
vorherige Trypsinbehandlung direkt nach der Zellisolierung aus den Organen. Die Autoren
weisen explizit daraufhin, dass eine optionale zweite magnetische Zellseparation aufgrund
der vorherigen Trypsinisierung mit Anti-CD102-Antikérper gekoppelten Dynabeads erfolgen
sollte. Es wurde darauf geachtet, dass vor der Charakterisierung der Endothelzellen durch
den Nachweis von CD31 und VE-Cadherin die Zellen nur mit EDTA passagiert werden, um
eine mogliche Proteolyse von CD31 durch Trypsin zu vermeiden.

Mit dem beschriebenen Protokoll konnten die Autoren zwar aus den Lungen insgesamt mehr
Endothelzellen gewinnen, die Reinheit war allerdings in den Kulturen mit den Herz-
Endothelzellen hoéher. Genaue Zellzahlen wurden nicht genannt. Aussagen zur
Langzeitkultivierung wurden ebenfalls nicht getroffen.

In Folge der Ausfiihrungen zu den Dynabeads in Kapitel 4.1 sind die Protokolle von Sobczak
et al. und Jin et al. aufgrund der nicht abgetrennten Dynabeads kritisch zu sehen. Die
klassischen Endothelzellmarker wurden von Sobczak et al. nicht bestimmt, so dass die
Auswirkung der Dynabeads auf die endothelialen Oberflachenmolekile bzw. den
endothelialen Phanotyp nicht ausreichend evaluiert wurde. Ebenso bleibt in beiden Féllen
unklar, ob die Dynabeads nicht einen Effekt auf die Langzeitkultivierung haben.

Eine Ubersicht der beschriebenen Protokolle im Vergleich mit unserer Methode liefert
Tabelle 4.1.
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Zielzellen

Eigenes
Protokoll

Makro-
vaskulare
EE

Makro-
vaskulare
EE

Diskussion

Fehren-
bach et al.,
2009

Mikro-
vaskulare
EE

Sobczak
et al., 2010

Mikro-
vaskulare
EC

Mikro-
vaskulare
EC

Mikro-
vaskulare
EC

Alter der
Mause

28 — 35d

28d

7—-14d

6 —8d

35 —42d

7d

Anzahl der
Mause pro
Durchgang
Max. Anzahl
der Passagen

16-40

n.a.

4-6

3

min. 5

2

4

81

8-10

n.a.

n.a.

n.a.

Zielorgane

Aorta

Aorta

Lunge

Lunge

Lunge

Herz &
Lunge

Zellisolierung
durch

Abschaben
des
Endothels
der Aorta

Explant-
Technik:
Aorten-
stlicke auf
Kollagen-

gel

Enzym-
inkubation
endo-
tracheal
&
Schiitteln
&

70 uym Sieb

Mech. GZ:
100
Schnitte &
12 x Zug
durch
Kantle
&

70 um Sieb

Mech. GZ:
Zerteilung
in2
Schritten
- Partikel
von 1mm?

Mech. GZ:
Zerteilung
in kleinste
Partikel
&
mehrfach
Zug durch
Kanule
&
70 um Sieb

Kollage-
nase | & Il
& X1/
Hyaluro-
nidase
Typ 1-s/
DNase | /
(Trypsin)

Kollage-
nase |

Kollage-
nase A

Kollage-
nase &
Dispase

Kollage-
nase
|

Kollage-
nase Il

Inkubations-
dauer

45 min
(5min)

n.a.

45 min

45 min
+ 5min

45min

Zwischen-
schritte

keine

Immorta-
lisierung

keine

Aussaat fur
1h

keine

Zielantigen
der magne-
tischen Zell-
separation

CD31

n.a.

1. CD31
2. CD102

CD31

1. CD31
2.CD102

Abtrennung
der
Dynabeads

FACS-
Sortierung,
Zielantigen

via Dil-Ac-
LDL

via CD102
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Eigenes Ni et al., Fehren- Sobczak Jin et al.,
Protokoll 2014 bach et al., | et al., 2010 2012
2009

CD31- Nicht Nicht Beachtet Beachtet Beachtet Beachtet
Trypsin- beachtet beachtet
sensibilitat’
Zellausbeute || 1,8 —6,3% n.a. 0.02% 10’

= =] (Lungen >
0,56-1,2 x 0,1-0,5 x Herz)
10° 10°

Langzeit- n.d. .a. n.a.
kultivierung

Tab. 4.1:  Vergleichende Ubersicht des eigenen Protokolls mit den neueren
Isolationsmethoden fiir murine Endothelzellen; Erlduterungen siehe Text

n.a.: not available (Daten werden in der Originalarbeit nicht angegeben)
n.d.: not done (nicht durchgefuhrt)
EC: Endothelzellen

Mech. GZ: Mechanische Gewebezerkleinerung

B nicht beachtet = Einsatz von Trypsin mit anschlieBendem Nachweis von CD31, trotz
Trypsinsensibilitdt von CD31

v erfolgt / durchgefihrt

In Zusammenschau stimmen die aufgefihrten neuen Protokolle in lhren Grundzigen
Uberein. Lediglich das Protokoll von Ni et al. nimmt eine Sonderstellung ein, da eine
Immortalisierung der Endothelzellen vorgenommen wird. Daher ist es mit den anderen
Protokollen nicht direkt vergleichbar. Aufgrund der guten Resultate in Hinblick auf den
erhaltenen endothelialen Phénotyp, die erhaltenen endothelialen Funktionen und die
mogliche Langzeitkultivierung Uberzeugt die Methode jedoch am meisten.

Die Methodik der anderen Protokolle ist in ihren Grundzigen vergleichbar mit unserer
Isolationsmethode. Unter diesen Uberzeugt insgesamt die Methode von Fehrenbach et al.,
alleine durch die Tatsache, dass es als einziges Protokoll Aussagen macht zur
Langzeitkultivierung der Endothelzellen mit der Verlaufsbeurteilung des endothelialen
Phéanotyps und der Wachstumseigenschaften. Es ist aber auch das einzige Protokoll, dass
die fluoreszenzaktivierte Zellsortierung zur Separierung der Endothelzellen einsetzt. Der
Verzicht auf die mechanische Gewebsprozessierung, die Verkirzung des Enzymverdaus
und das Nutzen von CD102 als Zielantigen fiir die Zellseparation sind erfolgsversprechende
Ansétze.

Bei der Betrachtung der genannten Protokolle (Ni et al. ausgeschlossen) fallt auf, dass in
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drei von vier Protokollen neonatale Mause eingesetzt und dadurch bessere Ausbeuten und
Proliferationseigenschaften erzielt wurden. Dieser Aspekt scheint zu einem Standard in der
Endothelzellisolierung zu werden.

Die Enzymdigestion der Gewebe erfolgte in drei von vier Protokollen mit nur einem Enzym,
Kollagenase | oder Il, wobei Jin et al. die besondere Eignung von Kollagenase |l betonten.
Alle vier Protokolle berucksichtigten die Trypsinsensitivitdt von CD31 und achteten darauf,
dass Trypsin nicht eingesetzt wird, wenn CD31 das Zielantigen darstellt bzw. CD31 nicht
angesteuert wird, wenn vorher eine Trypsinisierung erfolgt. Auch diese MaBnahme scheint
sich in der Endothelzellisolierung und —charakterisierung zu etablieren.

Eine weitere Gemeinsamkeit von Sobczak, Pang und Jin im Gegensatz zu unserem
Protokoll ist, dass die Dynabeads zuerst an die Antikdrper gekoppelt und erst dann mit den
Endothelzellen inkubiert wurden.

Ein interessanter und neuartiger Ansatz der Methode von Pang ist die grobe Vorselektion der
Endothelzellen durch das Ausséen des priméren Zellgemisches fir eine Stunde. Im
Gegensatz zu den Endothelzellen adhéarierten die Fibroblasten in dieser Zeit an das
Kulturgefa3 und konnten so aus der Primérkultur entfernt werden. Gleichzeitig war wéhrend
dieser Zeit eine Erholung und N&hrstoffversorgung der Endothelzellen mdglich.

Diese simple Prozedur kénnte auch zur Optimierung unseres Protokolls beitragen.

Es muss jedoch wiederholt darauf hingewiesen werden, dass abgesehen von der Arbeit von
Ni et al. die aufgefihrten neuen Protokolle primdre murine Endothelzellen aus dem
mikrovaskularen Stromgebiet isolieren. Das Ziel unserer Methode war hingegen die
Isolierung makrovaskuléarer Endothelzellen aus der murinen Aorta.

Dieser Unterschied ist wichtig, denn physiologische wie auch pathophysiologische Prozesse
auf makrovaskulérer Ebene konnen nicht ohne weiteres an mikrovaskuldrem Endothel
untersucht werden. Zwischen makro- und mikrovaskularem Endothel gibt es deutliche
Unterschiede in Hinblick auf die Proteinexpression und zellularen Funktionen (7). Die
wichtigsten funktionellen Unterschiede hat W.C. Aird im Rahmen seiner Ausfihrungen zur
Heterogenitat des Endothels am Beispiel der Endothelzellpermeabilitat, der Leukodiapedese
und der Hamostase erlautert (7126, 127). Physiologische basale Austauschvorgange
zwischen Endothel und Gewebe finden hauptsachlich auf Kapillarebene statt. Denn in
Kapillaren sind tight junctions nur sehr spérlich ausgebildet, wodurch eine erhdhte
Endothelzellpermeabilitdt vorliegt. Im Gegensatz dazu sind im makrovaskularen
GeféaBsystem die tight junctions ausgepragt und besonders eng angeordnet, so dass die

Endothelzellpermeabilitat in Form des parazellularen Transports von Flissigkeiten und
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kleinen gelésten Substanzen in diesem Bereich sehr gering ist. Der transzellulare Transport
von Makromolekilen wird hauptsachlich vermittelt durch Caveolen und vesiculo-vacuolare
Organellen (VVO). Die héchste Dichte an Caveolen findet sich im Endothel der Kapillaren.
VVO hingegen sind im Endothel vendser Gefae am deutlichsten nachzuweisen. Die unter
inflammatorischen Umstadnden zunehmende induzierte Permeabilitdt hingegen hat ihren
Schauplatz auf Ebene der postkapillaren Venolen. Grund daflr sind rar ausgebildete tight
junctions sowie die bevorzugte Expression von Rezeptoren fir vasoaktive Peptidhormone
wie Bradykinin, Histamin H2 sowie Serotonin.

Die Leukozytendiapedese spielt sich nahezu ausschlieBlich auf Ebene der postkapillaren
Venolen ab, da die daran beteiligten endothelialen Adh&sionsmolekile E-Selektin, P-
Selektin, ICAM-1 sowie VCAM-1 in diesem Bereich stark exprimiert werden. Allerdings
konnte gezeigt werden, dass unter bestimmten Umstédnden die Leukozytentransmigration
auch im Bereich der groBen Venen, Kapillaren und Arteriolen erfolgen kann. Die Behandlung
der murinen Vena cava inferior mit TNF-a zeigte eine Expression der genannten
Adhésionsmolekule, die vergleichbar war mit der im Bereich postkapillarer Venolen. Im
Bereich der Aorta und der lliakalgefaBe war diese Expression nicht so ausgepragt, aber auch
nachweisbar. Es konnte auch gezeigt werden, dass die mehrschrittige Leukozytendiapedese
nicht in allen Bereichen des GefaBsystems gleich ablauft.

Eine weitere wesentliche Funktion des Endothels, die Beteiligung an der Hamostase, ist
ebenfalls in den verschiedenen Abschnitten des GefaBsystems unterschiedlich ausgepragt.
Die Expression anti- und prokoagulatorischer Molekiile ist je nach GefaBebene variable. Der
endotheliale Protein C Rezeptor wird beispielsweise vorrangig in groBen GefaBen, der
antikoagulatorische Serin-Proteasen-Inhibitor TFPI (tissue factor pathway inhibitor) im
mikrovaskuldaren GefaBbett und der ebenfalls antikoagulatorische gewebespezifische
Plasminogenaktivator (t-PA, tissue type plasminogen activator) in pulmonalen und
cerebralen Arterien exprimiert.

Unterschiede zwischen mikro- und makrovaskularem Endothel kénnen ebenso gut am
Beispiel des pulmonalen Endothels demonstriert werden. Mikrovaskuldres pulmonales
Endothel exprimiert im Vergleich zum makrovaskuldren Endothel mehr VE-Cadherin und
weniger endotheliale NO-Synthase (eNOS) (71, 728). AuBerdem gibt es Unterschiede
bezlglich der Wachstumseigenschaften, mikrovaskulares Endothel proliferiert schneller als
Makrovaskulares (129).

Diese exemplarisch aufgefihrten Unterschiede zwischen dem Endothel verschiedener
GeféaBabschnitte zeigen die Heterogenitat des Endothels, die zwingend bei der Wahl des

Endothels flr wissenschaftliche Fragestellungen beachtet werden muss. Sind beispielsweise
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Untersuchungen zur eNOS-Expression vorgesehen sollte makrovaskuldares Endothel
eingesetzt werden. Die bisherigen Ausfuhrungen deuten daraufhin, dass fur Endothelzellen

verschiedenen Ursprungs auch verschiedene Isolationsmethoden erforderlich sind.
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5 Schlussfolgerung

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass die Etablierung einer reproduzierbaren und
effektiven Methode zur Isolierung muriner aortaler Endothelzellen nicht zufriedenstellend
mdglich gewesen ist. Durch das gezielte ,Abschaben“ des Endothels von der Aortenwand
konnten makrovaskuldre Endothelzellen prinzipiell isoliert werden. Ebenso gelang es die
Endothelzellen mit Dynabeads aus der Primérkultur zu separieren, so dass initial reine
Endothelzellkulturen vorlagen. Allerdings waren das Erzielen einer guten Zellausbeute, der
Erhalt der hohen Endothelzellreinheit und die Langzeitkultivierung der Zellen schwierig.
Reine Endothelzellkulturen proliferierten schlecht und mehrfach stand man vor dem Problem

der Dedifferenzierung der Endothelzellen.

Es werden stetig neue Isolationsmethoden publiziert, wobei jedes Protokoll Modifikationen
alterer Protokolle beinhaltet und als Weiterentwicklung dieser zu betrachten ist. Aus der
fortwdhrenden Suche nach der optimalen Technik ist zu folgern, dass die Umsetzung und
Resultate der als einfach und effizient deklarierten Protokolle den Anforderungen der
Untersucher bisher nicht gerecht wurden. Es gibt nach wie vor kein Standardprotokoll zur
Isolierung muriner makrovaskulérer Endothelzellen wie es beispielsweise fir HUVECs der
Fall ist. Folglich ist das Resultat unserer Arbeit keine Ausnahme, sondern eher die Regel.
Die Etablierung einer Isolationsmethode bleibt also weiter eine Herausforderung.

Die neueren Protokolle haben groBtenteils mikrovaskuldres Endothel aus Herz- und
Lungengewebe zum Ziel und unterscheiden sich untereinander nur gering in einzelnen
Arbeitsschritten. Im Groben kann von einer 3-Schritt-Methode mit unterschiedlichen
Modifikationen gesprochen werden. In der Mehrheit der Félle ist der erste Schritt eine
mechanische Gewebeminimierung, der Zweite ein enzymatischer Verdau der Gewebe und
der Dritte die magnetische Separation der Endothelzellen mit nachfolgendem Beginn der
Kultivierung.

Das genannte Modell trifft weitgehend auch auf unsere Methode zu. Der einzige gravierende
Unterschied liegt darin, dass wir keine Gewebezerkleinerung durchfihrten, sondern gezielt
versuchten die Endothelschicht zu isolieren, um die Kontamination mit nicht-endothelialen
Zellen zu minimieren und die Ausbeute an Endothelzellen zu maximieren. Nach wie vor
erscheint dieser Ansatz plausibel, so dass daran festgehalten werden sollte.

Die neueren Arbeiten weisen verschiedene nitzliche und erfolgsversprechende Aspekte auf.
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Durch die Anwendung und richtige Kombination dieser Ideen erscheint eine Optimierung
unseres Protokolls mit Etablierung eines Standards mdglich. Dafur ist die Durchfihrung

vieler weiterer Experimente notwendig.
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