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Einleitung

1 EINLEITUNG

Weltweit sind mit zunehmendem Durchschnittsalter @=volkerung die erworbenen
Pathologien des Herz- und Gefal3systems als dieutertbsten Erkrankungen zu werten.
Kardiovaskulare Erkrankungen sind global gesehen Thhdesursache Nummer eins: es
sterben jahrlich mehr Menschen an Erkrankungen Hez- und Gefal3systems als an
irgendeiner anderen Erkrankung. 2008 starben 17lj&ien Menschen an kardiovaskularen
Erkrankungen, was 30% aller weltweiten Todesursacusmacht. Geschatzte 7,3 Millionen
Todesfélle waren auf eine koronaren Herzkrankhai 6,3 Millionen auf einen Schlaganfall
zurtckzufihren. Lander mit einem niedrigen bis lenién Einkommen pro Kopf sind
Uberproportional haufig betroffen: Uber 80% allaurah kardiovaskuldre Erkrankungen
verursachten Tode ereignen sich in den besagteteidmund treten bei Frauen und Mannern
gleich haufig auf. Bis 2030 werden fast 23,6 Mitkm Menschen an kardiovaskularen
Erkrankungen sterben, hauptséchlich an Herzerkragjgauund Schlaganfallen. Diese werden
somit die fuhrenden Todesursachen bleiben [28].

Als haufige Konsequenz eines Diabetes oder eitgsl@ngen Zigarettenkonsums, kommt es
bei vielen Patienten aufgrund der aus diesen Ekkwragen resultierenden Schaden an
GefalRen zu schweren Durchblutungsstérungen und es@ngten chronischen Ulcera,
bevorzugt im Unterschenkelbereich [7, 32]. Ebensal wei Patienten mit vorbestehend
schlechtem Gefal3status eine verzogerte oder gat eilcsetzende Wundheilung beobachtet.
Dieses Patientengut ist sowohl aus arztlicher alshaaus Sicht der Krankenkassen ein
kompliziertes Problem [8, 32, 47]. Es besteht ppiel die Mdglichkeit, den Betroffenen
Transplantate aus Spalthaut anzubieten. Diese Bbuiglit ist zwar asthetisch
zufriedenstellend und fur die Patienten sicherkaine psychische Entlastung. Das Einsetzen
von Spalthaut erfordert jedoch einen adaquaten \@humdi mit ausreichender mikro- und
makrovaskularer Versorgung. Diese Voraussetzung@fitenur ein Teil der Patienten. [7].
Des Weiteren bedeutet das Einsetzen von Spalthaat @peration, die eine Belastung
darstellt, der viele der Erkrankten aufgrund ihrestgeschrittenen Alters und ihrer
Nebendiagnosen haufig nicht gewachsen sind.

Diese Problematik bietet jedoch auch sehr viel R@kflir neue Therapieansatze. So gibt es
unter Umstanden die Mdoglichkeit, dass man in ZukuR&tienten mit Mikro- oder
Makroangiopathien vendses Blut entnehmen und augseni vaskularisierte
Gewebetransplantate zuchten kdnnte [42, 43]. VorZiehtung von ganzen Transplantaten
steht jedoch zunachst die Herausforderung, pempBRitstammzellen so zu stimulieren, dass

diese maoglichst schnell und gezielt in die jewg#sviinschten Zellarten differenzieren.
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Monozyten, als noch nicht voll differenzierte Zelldesitzen unter bestimmten Bedingungen
die Fahigkeit in andere Zellarten als die fur siidlnen Makrophagen zu reifen, wenn sie
entsprechend behandelt werden [13, 20, 22, 23 E3&ntuell sind sogar Zellen, die bisher als
Angioblasten [3], i. e. Endothelvorlauferzellen,emdifiziert wurden, in Wahrheit den

Endothelzellen ahnliche Zellen, die von zirkulieden Monozyten abstammen [34, 49]. Es

gilt nun die Bedingungen fiur die Zichtung von Moyten zu untersuchen und zu optimieren.

1.1. Monozyten und Makrophagen

Samtliche menschliche Blutzellen finden ihren Uuosiy in pluripotenten Stammzellen [54].
Diese besitzen das Potential in myelozytéare Staremzeu differenzieren, aus denen sich
Thrombozyten, Makrophagen und Monozyten ableiteer Worgang der Proliferation und
Differenzierung ist komplex und wird von verschiede Faktoren beeinflusst. Nachweislich
stimuliert das Zytokin Interleukin 3 (IL 3) myelogtische Stammzellen zur Differenzierung
in die gemeinsame Vorlauferzelle der Monozyten nedtrophilen Granulozyten [54]. Der
koloniestimulierende Faktor der Makrophagen- Rérhacrophage colony stimulating factor,

M- CSF), ein homodimeres Glykoprotein mit einem Ballargewicht von 45 bis 100
Kilodalton (Kd), regt wiederum die Entwicklung dezsMonoblasten zu Monozyten an. M-
CSF ist ein hamatopoetischer Wachstumsfaktor, d@dem der Differenzierung auch das
Uberleben, die Proliferation, und Funktion monoraker Zellen kontrolliert [41, 45].
Monozytare Zellen selbst besitzen als eine der geaniZellarten der peripheren Blutzellen
das Potential zur weiteren Differenzierung. Monemytdie die Blutbahn fir gewdhnlich auf
einen chemotaktischen Reiz (z.B. durch Prostaghmydieukotriene u.a.) hin verlassen,
reifen entweder zu wandernden Makrophagen oder Gawakrophagen. Im Gewebe
kommen sie z.B. in der Niere als Mesangium- ZelilenZNS als Mikroglia, in der Lunge als
Alveolarmakrophagen oder in der Leber als Kupfféellen vor [20, 37]. Als besonders
bedeutsam auch in der Entwicklung der MonozytenMakropagen hat sich das M-CSF
erwiesen. M-CSF wird neben einer Vielzahl anderalled unter anderem von den
Makrophagen selbst produziert, um im Rahmen einegiadlichen Geschehens Monozyten
zur Differenzierung zu Makrophagen anzuregen [45].

Aufgaben des Monozyten- Makrophagen Systems singl Alintigenprasentation und
Aktivierung der T-Zellen. Makrophagen haben Eindlasif die Gewebshomdostase und sind
essentiell fur die akute inflammatorische Antwonf @Pathogene [54]. So fihrt eine

eingeschréankte Funktion der Makrophagen z. B. diviatation seiner Oberflachenproteine
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zu Allergien und chronischen Entzindungen wie PBradontose oder Colitis ulcerosa [24,
33, 52]. Die mikrobielle Invasion wird durch spezthe Rezeptoren, wie zum Beispiel durch
Identifikation des Lipopolysaccharids (LPS) gragetever Keime mit Hilfe des
Oberflachenproteinsluster of differentiation (CD) 14 der Monozyten erkannt [10]. Das
sogenannte LPS- binding Protein, ein I6sliches aihase Protein, bindet hierfir das LPS
und prasentiert es, so dass LPS besser an u. al4CBinden und eine Immunantwort
hervorrufen kann [26].

Das Expressionsmuster spezieller Oberflachenpmtéafert wichtige Hinweise auf die
Zellart oder erlaubt gar die genaue Identifikatasr Zellen. So werden CD14, CD68 oder
auch CD31 Antikorper als Marker zur Erkennung vorondzyten oder Makrophagen
eingesetzt [14, 46].

1.2. Die Endothelzelle

Das Lumen aller menschlichen Geféal3e, z.B. der wriaind Venen, wird vom sog. Endothel,
dem gro3ten Organ des Korpers ausgekleidet, dah diz. 10 Milliarden Endothelzellen
gebildet wird. Seine Gesamtoberflache betragt 8804000 . Das Endothel fungiert nicht
nur als ,intelligente* Barriere, die selektiv Sudnszen durchlasst, sondern ist daneben auch
als stoffwechselaktives Organ zu verstehen. Soebilths Endothel Substanzen, die das
Anheften von Thrombozyten und die Blutgerinnung heam, es antwortet durch Regulation
des Gefaldtonus auf den Blutstrom und vermittelh.vim Rahmen entzindlicher Prozesse,
indem es Adhasionsmolekile freisetzt, die das Aehefveil3er Blutzellen an postkapillare
Venolen bedingen. Zudem wirkt es regulierendda@fimmunantwort, indem es eine Reihe
von Zytokinen und Entziindungsmediatoren freis&&i.[

Somit wird deutlich, dass fir die Zichtung vaskisiarter Transplantate die Zichtung von
Endothelzellen unabdingbare Voraussetzung ist.

Diese Zellen sind zwischen 1 und 2 pm breit uncehadinen Durchmesser von ca. 10-20 pm.
Charakteristischerweise finden sich in deren Zysmla haufig so genannte Weibel- Palade
Korper, i. e. Transzytosevesikel, die den von Wildend- Faktor enthalten. Dieses
Glykoprotein spielt eine Schlisselrolle bei derdrhbozytenaggregation und dem Verschluss
von verletzen Stellen im Endothel [54].

Das Endothel fungiert somit nicht nur als Barriewaschen Blut und Gewebe, sondern ist an

einer Reihe von Vorgangen beteiligt, wie z.B. aanlder Regulation des Gefal3tonus oder an
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diversen Entzindungs- und Wundheilungsprozesserfgrénd der Komplexitat ihrer
Aufgaben sind diese Zellen unabdingbar fir menskbliGefalle.

Auch diese Zellen exprimieren ein charakteristiscMuster an Oberflachenproteinen, wie
z.B. CD144, CD106 und den Vascular endotheliaimgincfactor receptor 1 und 2 (VEGFR1
und 2) [11].

1.3. Die Differenzierung von Monozyten zu Endothelzedin

Bereits seit einiger Zeit ist bekannt, dass Moneayticht nur zu phagozytierenden Zellen
wie den erwahnten Makrophagen differenzieren, sondmter bestimmten Bedingungen
auch das Potential besitzen, zu einer ganzen Raiterschiedlicher Zellarten wie z.B.
Mikrogliazellen des zentralen Nervensystems, Odéastén oder Hepatozyten zu reifen [19,
20, 24, 37]. Auch zirkulierende Zellen, die zundchis endotheliale Vorlauferzellen bzw.
Angioblasten bezeichnet wurden und wegen ihrer gkéliti zur Neovaskulogenese bei
Erwachsenen Aufmerksamkeit erregten, kénnen mo#oayt Ursprungs sein. Es konnte
gezeigt werden, dass Monozyten nach Behandlungmgibgenetischen Faktoren, ebenfalls
Endothelzellmarker exprimieren kbénnen [11, 36].

Durch entsprechende Kaultivierung CD14-positiver,s aperipherem Blut gewonnener
Monozyten entstehen sogenanpitegrammable cells of monocytic origin (PCMO) oder auch
monocyte-derived multipotential cells (MOMC) [22, 23, 35]. Diese Zellen exprimieren nebe
einer Reihe von Markern der Monozytenreihe, wie. ZB®14, die als Hinweise auf ihren
Ursprung gedeutet werden, auch endothelzelltypisgberflachenproteine wie CD144 oder
VEGFR 2. Auch von der Expression von CD34 als tfpes Marker von Stammzellen der
Blutzellreihe wurde berichtet [13, 22]. Insbesomd&gtztgenannter Marker verdeutlicht die
noch vorhandene Plastizitdit und Differenzierunggtéit dieser MOMCs, da
hamatopoetische Stammzellen die Fahigkeit besitzealle Zellarten der hamatopoetischen
Reihe zu differenzieren. Somit besitzen diese Aellieht nur verschiedenste phanotypische
und morphologische Eigenschaften endothelialer modozytarer Zellen, sondern auch die

von Stammzellen.
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1.4. Die Kultivierung monozytarer Zellen

Es wird angenommen, dass nach siebentagiger Kerting peripherer Monozyten in
kommerziell erhaltlichem Medium (z.B. Dulbecco’s RP1640 VLE) mit 10%igem Anteil
an fetalem bovinen Serum (FBS) und insgesamt 1%i8atail von 50 U/ml Penicillin und
50ug Streptomycin (P/S), diese sich zu PCMOs dadifizieren [22]. Die so erhaltenen
Zellen konnen nach sieben weiteren Tagen in Kultait einem speziell mit
Angiogenesefaktoren wie VEGF angereicherten Medizm Zellen differenzieren, die
Endothelzellmarker wie z.B. CD144, VEGF oder VEGE-Rxprimieren und auch
phanotypisch an Endothelzellen erinnern oder gaib®Véalade Korperchen enthalten. Die
Zichtung hepatischer Zellen aus Monozyten ist naihdZusatz von IL-3 mit M-CSF zum
Kulturmedium wegen derer bereits beschriebenen Wigkn auf Monozyten gelungen [35].
Kuwana et al. wiesen nach, dass neben dem ZusazF8& zu dem N&ahrmedium der
Monozyten, die Platten, auf denen die Zellen get@ichwerden, zuvor mit
Fibronectinbeschichtung notwendig ist [22, 23].

Im Rahmen eines zusatzlichen Pilotprojekts wurde Bliedium, in dem die Monozyten/
Makrophagen kultiviert wurden, neben den oben enigih Bestandteilen mit weiteren
Zusatzen angereichert. Im Speziellen handelte esh diierbei um bakterielles
Lipopolysaccharid (LPS) sowie das natriuretischeptid Typ-C ¢-type natriuretic peptide,
CNP). Die Wirkung dieser Substanzen auf die Zelifgn@tion auch im Vergleich zu Medium
ohne weitere Zusatze war von besonderem Interesse.

CNP als drittes in der Reihe der natriuretischeptiBe ist neben dem atrialeratiial
natriuretic peptide, ANP) und dem BNP krain-like natriuretic peptide, BNP) bisher vor
allem fUr seine parakrine, vasodilatierende Wirkbegannt[39]. Das Peptid wurde 1990 von
Sudoh et al. erstmalig beschrieben [44]. Das 22ndséuren lange Peptid ist ein spezifischer
Ligand fur den natriuretischen Peptidrezeptor B RNB), dessen Expression und Regulation
eine Aussage Uber die Sensitivitdat von Zellen gabgen CNP sagen lasst. Der NPR-B
Rezeptor wird vor allem auf glatten Muskelzellerfugelen, wobei hier CNP vor allem
antimitogen wirkt. Der NPR 2 Rezeptor fuhrt UbeneeiErhdhung des intrazellularen
cyclischen Guanosinmonophosphat (cGMP) zu einernivigkting der cGMP abhangigen
Kinase [29]. Gleichzeitig bindet CNP auch an NPRI&s die Proteinkinase A durch eine G-
Protein gekoppelte Hemmung der Adenylatzyklase tieak [1]. CNP hat hierdurch
antiprolifertive und antiinflammatorische Eigensitba [30]. Neben CNP wurde eine weitere
Substanz, das bakterielle Lipopolysaccharid (LRS)asatz zu reinem Medium untersucht.

LPS ist eine Verbindung von fettdhnlichen Bestaihetieund Zuckern, die sich in der &uf3eren

5
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Membran gramnegativer Bakterien befindet. LPS Hiradwl das Oberflachenprotein CD14
humaner Monozyten und induziert in diesen die Etei;ng von entzindungsaktiven
Zytokinen wie dem Tumornekrosefaktor alpha (biNfoder IL 1 beta (ILg) [10]. Eine

Untersuchung von LPS auf das Proliferationspoteniiad die Expression monozytérer
Oberflachenproteine im Rahmen der fiir diese Diasert kultivierten Zellen konnte wichtige

Hinweise fur die Wirkung von LPS auf diese Zellesbgn.

1.5 Die Problematik der Kultivierung monozytarer Zellen

Monozyten Uber einige Tage zu kultivieren birgt B@rigkeiten. So lassen sie sich nur
schwer isolieren, da nahezu immer Monozytenkultwem lymphoiden Zellen kontaminiert
werden [4]. LAngst ist bekannt, dass die Art vore@ache, an die Monozyten wéhrend ihrer
Kultivierung haften und das Medium, in dem sie gt werden, die Ausbeute der Zellen
mafgeblich beeinflusst [21]. Verschiedenste Methaosiad bisher getestet worden, um die
Monozytenkulturen zu vergrol3ern, jedoch z. T. viligh. Die Ausbeute monozytéarer Zellen
bleibt auch hier oft hinter den Erwartungen zur{itk, 27, 31]. Oftmals sind in Kultur
gehaltene Monozyten nur schwer als solche zu ifilastien, weil sie nicht lange Uberleben
und andere Zellarten widerstandsfahiger sind. Zudeiben monozytare Zellen spezielle
Bedurfnisse bezuglich der von ihnen gebrauchteréizeszu ihrer Erhaltung in Kultur, so
dass kommerziell erhéltliche Zusatze wie z.B. FB®hgradig variable Erfolge in der
Kultivierung eben jener Zellen erzielen [2].

Auch finden sich nach einigen Tagen in Kultur offiehtlich an Stelle von Monozyten
Makrophagen, was daflr spricht, dass der Vorgang Dédferenzierung und ein
anschlieRendes Zugrundegehen dieser Zellen wistgefistandlich ablauft, so dass optimale

Kultivierungsbedingungen gefunden werden mussen.
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1.6 Zielsetzung

Die vorliegende Dissertation beschaftigt sich neit Moglichkeit der Zichtung endothelialer
Zellen aus im peripheren Blut vorkommenden Monazytes sollen sowohl die optimalen
Bedingungen zur Kultivierung und Vermehrung der Moyten als auch deren Mdglichkeit
der Differenzierung zu Endothelzellen erforschtareesr.
Hierzu wurden die Zellen mit unterschiedlichen Mediund Zusatzen bzw. mit und ohne
Fibronectin gezichtet. In Zusammenhang mit did3ektorarbeit wurde im Einzelnen
besonderes Augenmerk auf folgende Fragestellungembhemen gelegt:
* Welchen Einfluss haben verschiedene Zellkulturmediaf das Wachstum und die
Kultivierung humaner peripherer Monozyten?
* Wie lasst sich das Differenzierungspotential moté@zay Zellen zu endothelialen
Zellen genauer nachweisen?
* Welchen Einfluss hat CNP auf das Wachstum und didtierung humaner
Monozyten?
* Welchen Einfluss hat CNP auf das Differenzierunggspital von Monozyten zu

Endothelzellen?

Die genauere Erlauterung der einzelnen Problemadi&rforschung dieser Fragen werden

im Folgenden geschildert.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1. Gerate

2.1.2. Geréate (alphabetisch)

Analysenwaage Cubis

Centrifuge 4K15

Centrifuge 5417R

Glass cover slipper Promounter® RCM 2000
Entwicklermaschine SRX 101A
Thermocycler GeneAmp 7700
Gefrierschrank

HeraSafe Laminar Flow Werkbank
HeraCell Inkubator

Kamera Axiocam Icm1
Laborwaage TE

Mastercycler personal

Mikroskop Axio Observer Al
Mikroplattenreader Expert Plus
Mini- Protean Tetra Cell®

MSI Mini- Shaker Vortex Gerat
PCR-Maschine Mastercycler personal
pH Messgerat PCE-228
Pipettierhilfe Pipetus®

Power Pac HC

Q5 real-time PCR-Cycler
Semi-dry Transfer Cell

Schittler MTS

Thermomixer Compact

Westernblot Kammer/ Glasplatten

Weitere fur den Versuch relevante Gerate werdejeweiligen Versuchsaufbau beschrieben.

Sartorius, Goettingen
Sigma-Aldrich, Minchen
Eppendorf, Hamburg

Meditergdorf

KonicaMinolta, Lanbagen

Applied Biosystemanixiadt
Siemens, Miunchen

Heraeus, Hanau
Heraeus, Hanau
Zeiss, Jena
Sartorius, Goettingen
Eppendorf, Hamburg
Zeiss, Jena

Biochrom AsysnmBadge, UK
Bio- Rad, Minchen
IKA, Staufen

Eppendorf, biam

PCE, Meschede
Hirschmann, Eberstadt
Bio- Rad, Minchen
Bio- Rad, Mlnchen
Bio- Rad, Minchen
IKA, Staufen
Eppedorf, Hamburg

Bio- Rad, Mumche



Material und Methoden

2.2. Chemikalien, Medien und Kits (alphabetisch)

Aceton
Acrylamid, 30%
Alkohol, 100 %
Aprotinin

APS, 10%

BCA Protein Assay Kit
enthalt:
» BCA Reagenz A
» BCA Reagenz B

* Albumin Standardampullen

Bromphenolblau

BSA

Complete (Proteinase Inhibitor Cocktail)
DMSO

Dulbecco’s RPMI 1640 VLE

Dulbecco’'s MEM

Endothelial cell growth medium, advanced
Essigsaure

Ethanol

FBS

Fibronectin

Glycerin

Glycin

HCI, 30%

Hamalaun

Histopaque 1077

Isopropanol

Roth, Karlsruhe

Sigma- Aldrich, Minchen
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Minchen
Sigma- Aldrich, Miinchen

Pierce, Rockford, USA

Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Minchen
Rochas&
Sigma-Aldrich, Miinchen
Biochrom, Berlin
Biochrom, Berlin
ProyiBerlin
Sigma-Aldrich, Miinchen
Merck, Darmstadt
Biochrom, Berlin
Sigma-Aldrich, Minchen
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma- Aldrich, Minchen
Roth, Karlsruhe
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LSAB- HRP Kit

enthalt:
» Peroxidase Block
» Biotinylierte Verbindung
» Streptavidin- HRP
* DAB Substrat Puffer
 DAB Chromogen

Milchpulver

NaCl 0,9%

NaF
Natriumdesoxycholat
Natriumthiosulphat
Olrot

QuantiFast SYBR Green PCR KIT
PBS Dulbecco
Penicillin

Peptatin A
Streptomycin

Dako, Hamburg

Nestle, Frankfurt/Main

Fresenius Kabi, Bad Homburg

Sigma-Aldrich, Miinchen
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Qiagen, Hilden
Biochrom, Berlin

Sigma-Aldrich, Minchen

Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Minchen

RevertAid™ Premium First Strand cDNA Synthesis KiEermentas, Leon-Rot

enthalt:

* RevertAid™ Premium Enzyme Mix (RNAse Inhibitor)

* Reverse Transkriptase Puffer

e 10mM dNTP Mix
e Oligo(dT18)Primer

* nukleasefreies Wasser

RNeasy Protect Cell Mini Kit
enthalt:

* ReaktionsgefalRe

* RLT- Puffer

* RW1- Puffer

* RPE- Puffer

Qiagen, Hilden

10
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* RNEasy Mini- Spinsaulen

* RNase - freies Wasser

SDS Sigma-Aldrich, Minchen
Silbernitrat Roth, Karlsruhe

Supersignal West Pico Chemiluminescent Substrate  ermidFisher Scientific, Schwerte
enthalt:
» Supersignal WestPico Luminol/ Enhancer L6sung

» Supersignal WestPico Stable Peroxidase Lésung

TEMED, 99% Sigma-Aldrich, Minchen
Triton X-100 Merck, Darmstadt
Trizma (TRIS) Base, minimum, 99,9% titration SigAldrich, Minchen
TWEEN Sigma-Aldrich, Minchen
Wasser (destilliert)/ Aqua dest. Braun, Berlin
Wasserstoffperoxid Sigma-Aldrich, Miinchen

2.3. Puffer und L6sungen

1,50 TRIS- CI (pH 8.8)
18,15 g TRIS- Base, 700 ml destilliertes WassernptHHCl einstellen

0,50 TRIS CI (pH 6,8)
6,0 g TRIS-Base, 80 ml destilliertes Wasser, pHH@t einstellen

Elektrophoresepuffer
30 g TRIS-Base, 144 g Glycin, 10 g SDS, bidestikie Wasser

Ladepuffer
3,25 ml deionisiertes Wasser, 1,25 ml TRIS-CI it 8, 3,0 ml Glycerin, 2,0 ml SDS 10%,

0,5 ml Bromphenolblau
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10 x Transferpuffer
30,3 g TRIS-Base, 144 g Glycin, 1 Liter Wasser

10x TBS Puffer (pH 7,6)
24,2 g TRIS-Base, 80 g NaCl, 800 ml destillierteas@ér, je nach pH HCI, 1 Liter Wasser

Blocking Puffer
1x TBS, 0,1 Tween-20 (Sigma), 5 % Milchpulver

Waschpuffer fir das Westernblotting
90 ml Wasser, 10 ml 10x TBS, 100 pul Tween-20 (Sigma

Waschpuffer/TRIS Puffer fir die Immunhistochemie
1,8 g TRIS-Base, 13,7 g TRIS-HCI, 17,5 g NaCl, pH it HCI einstellen und mit
destilliertem Wasser auf 2 L auffillen

Lysepuffer
10 ml RIPA, 400 pl Complete Proteaseinhibtor (1I1&&b in 2 ml Wasser), 2ug/ml Aprotinin,

1pg/ml Pepstatin A, 5-10mM NaF, 1mM Orthovandat @3, 1mM EDTA

MTT Stocklésung

5 mg/ ml (w/v) 3-(4,5-Dimethyldiazol-2-yl)-2,5 Digmyltetrazoliumbromid Thiazylblau
(M2128)

MTT Stoppldsung
99,4 ml DMSO, 0,6 ml Essigséaure, 10 g SDS

RIPA Lysispuffer
50mM TRIS-HCL (pH=7,5, alternativ 8,0 mit HCI eieen), 150 mM NaCl, 1% Triton X-
100, 0,1% (w/v) SDS, 0,5% (w/v) Natriumdesoxycholat
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2.4. Antikorper

2.4.1. Antikorper fur die Immunhistochemie

CD 14 Dako, Hamburg
CD 34 Dako, Hamburg
CD 68 Dako, Hamburg
VEGF Dako, Hamburg
VEGFR- 2 Dako, Hamburg

2.4.2. Antikorper fur das Western Blotting

CD 14 R&D Systems, Wiesbaden

CD 31 R&D Systems, Wiesbaden

CD 68 R&D Systems, Wiesbaden

CD 106 R&D Systems, Wiesbaden

CD 144 R&D Systems, Wiesbaden
GAPDH abcam®, Cambridge, UK
Peroxidase- conjugated Goat- Anti- Mouse 1gG Tha#fisher Scientific, Schwerte
VEGF ThermoFisher Scientific, Schwerte
2.5. Primer

Hs NPPC_1 SG fir CNP (#QT00211946) QiagergeHil

Hs NPR2_1_SG fir NPR2 (#QT00013727) Qiabkden

Hs NPR3_1_SG fir NPR3 (#QT00047250) Qiageluddi

Hs TNF_3 SG fur TNF alpha (QT01079561) Qiagtilden

Hs IL1B 1 SG fiir IL1 beta (QT00021385) Qiagsiiden

Hs IL6_1 SG fir IL6 (QT00083720) Qiagen, Hditd
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Hs_CD14_1_SG fur CD14 (QT00208817) Qiagendéiil
2.6. Verbrauchsmaterialien
Verbrauchsmaterialien wie Zellkulturplatten, RolechFalcons und Pipettenspitzen wurden

von den Firmen TPP (Trasadingen, Schweiz), EppérfHamburg) und Sarstedt (NUmbrecht)

bezogen. Bei anderweitiger Herkunft wurde das infieladen Text vermerkt.

2.7. Zellkultur

2.7.1 Der MTT Zytotoxizitatstest

Das MTT Assay ist ein vielfach verwendeter Test Bastimmung der Zellproliferation und
Zytotoxizitat. Hierbei wird das neongelbe Monotettumsalz 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-Diphenyltetrazolium Bromid (MTT) zum violettehrormazan reduziert (Abbildung 1).
Gemeinhin wird angenommen, dass diese Reduktiondrgdy von mitochondrialen
Succinatdehydrogenasen lebender Zellen ist undtsaimilndikator fir das Vorhandensein

bzw. die Proliferation metabolisch aktiver, vital&llen [6, 25].

Q

S
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N ,@ o N—=N
v ~N mitochondriale Fedultasen @_{ H
|
; ; : =N g M=N
N
Br I@i CHs

H CH
MTT CHs MTT formazan .

Abbildung 1: Spaltung des wasserléslichen MTT durch mitochohelrf&uccinatdehydrogenasen und Bildung
des wasserunléslichen, violetten Formazans

In die Kavitaten einer 96 Wellplatte wurde zu 100upmterschiedlich zusammengesetzten
Zellsuspensionen jeweils 10ul MTT Stocklésung (5miy/ pipettiert, sodass eine
Endkonzentration von 0,5ug/ml resultierte. Die telaturde 1,5 Stunden bei 37° und 5%

14



Material und Methoden

CO2 im Brutschrank inkubiert und anschlieRend mér czehnfachen Menge MTT
Stopplésung behandelt, um die enzymatische Reaktioneinem definierten Zeitpunkt
anzuhalten. Letzteres gewaéhrleistet die Vergleidtédt der Ergebnisse. Dann wurde die
Platte Uber Nacht bei Raumtemperatur inkubiertruiézentem Schitteln, um das Entstehen
kleiner Kristalle zu verhindern. Im Anschluss damaorde die optische Dichte (OD) der
formazanhaltigen Zellsuspension in den Wells der % ellplatte in einem
Mikrotiterplattenlesegerat bei einer Wellenlangen \a®0 nm ohne Referenz gemessen. Da
sich das Formazan proportional zur Stoffwechselddti lebender Zellen verhalt, lasst sich
somit beim Vergleich von Platten, deren Zellsusfmeren eine unterschiedliche Anzahl an

Tagen alt sind, ein Ruckschluss auf die Zellprddifeon schliel3en [25].

2.7.2. Standardbedingungen fur die Arbeit mit Zell@

Zellen wurden stets unter sterilen Bedingungen rueieer Laminar- Flow Werkbank
behandelt und in einem 37° warmen Brutschrank (5392)Cbei 95% Luftfeuchtigkeit Gber

einen exakt definierten Zeitraum inkubiert.

2.7.3. Gewinnung und Kultivierung der Zellen

Soweit nicht ausdrtcklich anders beschrieben wurdemane Zellen fir die folgenden
Versuche verwendet.

Zur Gewinnung der Zellen wurde im Rahmen diesers@isition erwachsenen, gesunden
Probanden peripheres, vendses Blut mittels eindtleBly® Kanile (Sarstedt, NUmbrecht)
entnommen und in Nébeschichtete R6hrchen (Sarstedt, Nimbrecht) Citverfi

Dieses Blut wurde wiederum in einem Falcon-Réhrcgesammelt und mit PBS auf 50 ml
aufgefullt. Je die Halfte des auf diese Art beh#tedeBluts wurde in Falcons, in die zuvor je
25 ml Histopaque- Loésung pipettiert worden war, ridet, ohne dass sich Blut und
Histopaque vermischen sollten. Die beiden Falconsden bei 1000 g vorsichtig bei
Raumtemperatur fur 20 Minuten zentrifugiert. In desmtrifugierten Réhrchen trennten sich
die verschiedenen Blutbestandteile gemal ihrem t&ychdienten auf, so dass eine
Zellschicht mit peripher monozytarer Zellen diehsewischen Histopaque und Serum bildete,
abgesaugt werden konnte (Abb. 2) [9, 23].
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Abbildung 2: Falcon mit Histopaque und Blut nach
Zentrifugation. Zelluldre Blutbestandteile von den 16slichen
entsprechend ihres Dichtegradientens getrennt. So lagern sich in
der untersten Schicht Erythrozyten ab, dariiber das
durchsichtige Histopaque und wiederum dariiber die gelbe
Schicht autologen Serums. Eine schmale, triilbe Schicht
zwischen Histopaque und Serum wird sichtbar. Diese enthilt
die fiir diese Dissertation relevanten Monozyten.

Die Zellen wurden in Abhéngigkeit der Versuchsreihe in verschiedenen Medium suspendiert,
mm die Kavititen von 96, 24 oder 6 Wellplatten pipettiert und anschlieBend in einem
Brutschrank inkubiert. In die 96-Wellplatten wurde immer jeweils 100ul der Zellsuspension
ausgesit, in 24-Well Platten 1 ml und in 6-Well Platten 3 ml. Wenn die Zellen anders als oben
erwidhnt ausgezdhlt wurden, wird dies fiir den jeweiligen Versuch explizit erwihnt. Pro
Medium wurden mindestens 6 Wells der 96 Well Platte, mindestens 6 Wells der 24 Well
Platte und mindestens 2 Wells der 6 Loch Platte mit einer Sorte Medium befiillt.

Nach einem Tag wurde das Medium in allen Wells abgesaugt, um alle nicht haftenden
Zellarten wie z. B. lymphozytare Zellen, die Teil der o. g. Fraktion peripherer monozytirer
Zellen sind, zu entfernen und weiterhin nur die am Boden der Zellkulturplatten haftenden
Monozyten zu kultivieren. Kultivierte Zellen wurden zumeist an Tag 1, 3, 7 und 14 gewonnen.
Falls eine Entdifferenzierung zu Endothelzellen beabsichtigt war, wurden die geziichteten
Zellen ab dem siebten Tag, unabhingig davon in welcher Sorte Medium sie zuvor kultiviert
worden waren, fiir weitere sieben Tage in Endothelzellmedium kultiviert und anschlieBend
1soliert. Das Medium wurde alle zwei Tage gewechselt.

Zur Untersuchung des Einflusses von CNP und LPS auf die kultivierten Zellen wurde der
Versuchsansatz insofern verdndert, als dass zundchst die gewonnenen Zellen in einem

gewihlten Medium in einer Zellkulturflasche fiir 24 Stunden inkubiert wurden. Nach 24
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Stunden wurden auf jede Well einer 96-Well Plattelillion Zellen ausgesét, die mit Hilfe
einer Fuchs- Rosenthal Kammer zuvor ausgezéahltemurie Zellen wurden fur insgesamt
weitere 3, 5 oder 7 Tage in vier weiteren unteestiichen Medien kultiviert.

Die Gewinnung der Zellen an den unterschiedlichagyeh sowie deren weitergehende

Behandlung werden in den entsprechenden Kapitélarukelt.

2.7.4. Herstellung verschiedener Medien

Es wurden fur die Zellkultur im Wesentlichen viarschiedene Medien hergestellt. Weitere
vier Medien wurden fiir die Versuchsreihe zur Uniehging des Einflusses von CNP und
LPS auf die Zellen angemischt. GrundbestandtdégeMediums war RPMI 1640 VLE mit
einem Prozent Penicillin und Streptomycin (P/S).s DMedium, das weiterhin als FBS
Medium bezeichnet wird, bestand aus dem Grundmednitneinem Zusatz von 10% FBS.
Autologes (AU/ Auto) Serum wurde aus RPMI, P/S und 10% aus humanem Serum
angemischt. Hierbei war das humane Serum immetigdénmit dem der Person, die die zu
kultivierenden Zellen gespendet hatte. Gewonnendavudas Serum durch Absaugen der
obersten Phase aus demselben Falcon, aus dem dmzienzellschicht nach dem
Zentrifugieren mit Histopaque entstanden war. Dansuohliche Serum wurde stets bei 57°
fur finf Minuten inaktiviert bevor es dem Mediumidgpefligt wurde.

Das Medium FBS WF wurde durch Anreicherung des @Gmediums mit 10% FBS, sowie
den Wachstumsfaktoren II-3 und M- CSF hergestirzu wurden 500 ml Medium 500ul
M- CSF und 20ul 1I-3 zugesetzt.

Das Medium AU WF bestand aus RPMI, P/ S, zu 10%aatclogem Spenderserum und den
Wachstumsfaktoren M-CSF und II- 3 in denselben keotrationen wie bei FBS WF.
Alternativ zu RPMI 1640 VLE wurde im Rahmen ein@welnen Versuchs auch DMEM mit
identischen Zusatzen und unter gleichen Bedinguggésstet.

So genanntes Endothelzellmedium zur Entdifferennigrder kultivierten Zellen wurde nicht
eigens angemischt, sondern erworben.

Zur Untersuchung des Einflusses von CNP und LPSdafkultivierten Zellen wurden
entweder autologes Medium oder autologes Mediumderih Zusatz von entweder M-CSF
alleine oder CNP oder LPS oder CNP + LPS verwerdit. gewahlten Konzentrationen
waren fur M-CSF 0,05 pg/ml, 10 pg/ml fir CNP un@10pg/ml fir LPS. Hierfir wurden die
Zellen nach 24stindiger Adh&sion in autologem Semime Wachstumsfaktoren auf
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verschiedene, vorbereitete Medien aufgeteilt. Edenein Medium ,CNP*“ angemischt, das
neben dem Medium ,Auto” zusatzlich eine CNP Konraidn von 10 pg/ml aufwies. Als
Medium LPS wurde autologes Medium mit einer LPS &amiration von 0,01 pg/ml
bezeichnet. Das Medium LPS+CNP enthielt beide @wsh in den oben erwdhnten
Konzentrationen. Es wurden sowohl Messungen mi&I§ Test an den Tagen 3, 5 und 7

gemacht als auch jeweils Zellen derselben ChamgeiélPCR isoliert.

2.7.5. Fixierung der Zellen fur histochemische Farbngen

Die meist auf 24 bzw. 6 Well Zellkulturplatten gehieten Zellen wurden nach einer
festgesetzten Zeitspanne entweder auf Objekttfaégert oder anderweitig konserviert.

Fur eine histochemische Behandlung gezichteteeZellar es zunachst notwendig diese
mechanisch durch Abkratzen mit einem Schaber andgitaten der in der Regel 24 Well
umfassenden Platten zu l6sen. Die so entstanddheViBglium Suspension wurde in 15 ml
Rohrchen Uberfuhrt, wobei die Inhalte der Wells datselben Sorte von Medium in dasselbe
Rohrchen gefillt und somit zusammengefiigt wurdBann wurde die Suspension bei 300g
in der Eppendorf Zentrifuge funf Minuten lang zéntgiert. Auf diese Weise konnte man
erreichen, dass sich die Zellen in Form eines Relln Boden des Behélters absetzten und
das Medium als Uberstand sich von den Zellen teerider Uberstand wurde anschlieRend
abgesaugt und das auf dem Grund des Flaschchestanelgne Zellpellet in 100ul PBS
resuspendiert. Diese Losung konnte nun zu je z@el grofRen Tropfen auf die beiden Enden
eines Objekttragers aufgebracht werden. Nach HEikémen der Zellsuspension auf den
Objekttragern wurde diese mit je 100ul Aceton fikiend bis zur Farbung bei -40° in einem

Gefrierschrank eingefroren.

2.7.6. Konservierung der Zellproteine fiir das Westmblotverfahren

Fur die Durchfihrung eines Westernblots war es antiig Proteine aus in der Regel auf 6

Well Zellkulturplatten geziichteten Zellen zu gevannDie Zellen wurden nach Absaugen

des Mediums in PBS gewaschen und ebenfalls medianmig einem Schaber von der Platte

gel6st. Die Suspension aus Zellen und PBS wurdsiml Falcons tberfuhrt und bei 5009

zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstandéabi 1ml abgesaugt. Die Zellen konnten
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in dem Milliliter des verbliebenen Uberstands rggunsliert und in 1,5 ml fassende Eppendorf
Rohrchen (Eppi) Uberfihrt werden. Diese Suspengiorde ein weiteres Mal bei 500g fur
funf Minuten zentrifugiert. Nach Absaugen des netstandenen Uberstands wurde das Pellet
in 50 pl RIPA Lysispuffer aufgelést und ein letztdal bei 15000g und 4° fir 20 Minuten
zentrifugiert. Der bei diesem letzten Schritt gememe Uberstand war das fiir Durchfiihrung
eines Westernblots notwendige Proteinextrakt. Eslevbei -40° eingefroren bis zur weiteren

Verwendung.

2.8. Histochemie

2.8.1. Die Labelled Streptavidin-Biotin-Horseradish Peroxidase (LSAB-
HRP) Farbung

Fur die immunhistochemische Farbung der auf Objpedtrn fixierten Zellen wurde
ausschlief3lich die Labelled Streptavidin- BiotitHerseradish Peroxidase Farbung (LSAB-
HRP) mit dem Dako LSAB-HRP Kit durchgefiihrt. Zigeder Farbung war es, bestimmte
Proteine der Zelloberflache durch verschiedene,aklonale Antikdrper nachzuweisen und
somit eine Charakterisierung von Zellen anhand rihspezifischen Expression von
Oberflachenproteinen zu erméglichen. Prinzip diesegenannten ,indirekten® Farbung ist,
dass ein Antikérper (AK) an der Zelloberflache mégbt spezifisch an dem gewiinschten
und fur die Versuchreihe interessanten Antigen détindm Rahmen dieser Dissertation
wurden speziell CD14 und CD68 Maus- Anti- Human Ak Marker fur Monozyten bzw.
Makrophagen Antigen und VEGF sowie VEGFR 2 als Enelaellmarker verwendet. An
diesen je nach Bedarf gewéhlten Priméarantikorpanadd ein biotinylierter Anti- Maus
Bruckenantikérper (Abb. 3). Zuletzt wird das Prapamit einem Streptavidin, das an das
Enzym HRP (Meerrettichperoxidase) konjugiert ispkubiert. Dieses Streptavidin-
Enzymkonjugat setzt nach Bindung an den Sekundiéspér und Zugabe von einem
entsprechenden Substrat dieses um, was letzterdliagktiner Braunfarbung der markierten
Zellen fahrt.
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Abbildung 3: In drei verschiedenen Schritten bindenheinander der gewahlte Antikbrper (grun), danr
biotinylierte Sekundarantikérper (gelb) und ansedind das Streptavidin (rot) mit dem konjugierteRF
(violett).

Bei der praktischen Durchfihrung wurden die gefrereObjekttrager nach Auftauen fir funf
Minuten mit Aceton behandelt. AnschlieBend wurde elidogene Wasserstoffperoxidase der
Zellen geblockt, um eine unspezifische Farbung etnimdern. Hierzu wurden die Schnitte
eine halbe Stunde mit einer Losung aus 50 ml des@m Wasser und 150 pl 0,3%igem
Wasserstoffperoxid bedeckt. Dann wurden die Préparat verschiedenen Antikérpern in

den unten genannten Verdiinnungen behandelt (Tab. 1)

Tabelle 1: Verdinnung der Antikdrper fir die Immunhistochemie

Antikorper Verdinnung
CD 68 1: 10 000
CD 14 1: 500
VEGF 1: 50
VEGFR 2 1: 100

CD 34 1:15

Pro Praparat wurde stets nur ein Primarantikorpevendet. Nach mehreren Waschschritten
mit TRIS Puffer wurde ein Tropfen des Sekundéar- Ais30 Minuten und des Streptavidins
ebenfalls fir 30 Minuten sowie letztendlich das@&hogen Substrat fur funf Minuten auf die
Objekttrager aufgetragen. Auch hier wurde vor Aagan eines neuen Antikdrpers oder
Reagenzes ausreichend mit TRIS Puffer gewaschenddde Auftragen der einzelnen AK

und Substrate sowie deren Aufbewahrung wurden aipféhlungen des Herstellers befolgt.
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2.8.2. Die Hamatoxylin Farbung

Dieser Farbung wurde standardméfig jeder zuvor inmistochemisch behandelte
Objekttrager unterzogen, um die braungefarbtentigesi Zellen von den negativen Zellen
abzugrenzen. Die Zellkerne aller negativen Zellégllenn sich nach einer Farbung mit
Hamalaun blau dar. Hierzu wurden die Schnitte #irfdnf Minuten mit Meyer's Hamalaun
Losung bedeckt. Danach wurde das Hamalaun mehreretéh mit lauwarmem aqua dest.
abgewaschen. In einer aufsteigenden Alkoholreihelgmudie Schnitte entwassert und in der
Deckmaschine mit einem dinnen Glasplattchen eirudgede

2.8.3. Die Olrot Farbung zum Nachweis von Fettzelte

Bei diesem Verfahren farbt sich Fett in Zellen eot. Hierzu wurden die aufgetauten

Obijekttrager mit 200ul Olrot Gebrauchslésung betiebie Gebrauchlésung wurde aus der

Stammldsung hergestellt, fur die 0,7 g Olrot O @01l Isopropanol aufgelést wurde. Aus

sechs Teilen der Stammlbsung mit vier Teilen Aqestdwurde die Gebrauchslosung

hergestellt. Nach einer Inkubationsdauer von 10 utéin bei Raumtemperatur wurde die

uberschiissige Olrot Losung mit Aqua dest. abgevesscBie auf diese Weise gefarbten

Schnitte wurden nicht eingedeckt, da die Alkohdieetlas Olrot abgewaschen hatte, sondern
lediglich mit Wasser bedeckt und dann unter demriddikop ausgewertet.

2.8.4. Die van Kossa Farbung zum Nachweis osteogedellen

Anhand der van Kossa Farbung kénnen morphologisetkalkungen in Zellen bzw. eine

damit einhergehende eventuelle osteogene Diffezemnzg nachgewiesen werden. Hierzu
wurden die Praparate mit einer 5%igen Silberniisathg benetzt, die sich bei Vorhandensein
von Kkalzifiziertem Gewebe in dieses einbauen wind® es schwarz zu farben. Die

Objekttrager wurden bei Tageslicht fir eine Stunidkubiert und anschlielend das

Uberschussige Silbernitrat zunachst mit desti#imrtWasser abgewaschen. Zur kompletten
Entfernung des nicht reagierenden Silbernitratdedrei Bedarf noch ein Behandlungsschritt
mit 2%igem Natriumthiosulphat fur funf Minuten ewlggt. AnschlieBend wurden die

Objekttrager mit Wasser gewaschen und in gewolWtase eingedeckt.
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2.9. Das Westernblotverfahren

2.9.1. Bestimmung des Proteingehalts der Proben

Fur das Western Blotting ist es notwendig Probenemer definierten Gesamtmenge (z.B. 50
Lg) an Protein zu verwenden, um einen VergleichPdeben eines Gels zu gewéhrleisten.

Die im Rahmen dieser Dissertation verwandte Methbdeihte darauf, dass durch das
Erstellen einer Eichgeraden mit definierten Stadslater Proteingehalt der Proben mittels
photometrischer Messung bestimmt werden konnte.

Hierfir wurden die gefrorenen Proben zunéchst aafgeund je 10ul einer Probe auf eine
Mikrotiterplatte pipettiert. Diesen 10ul wurde jeise200ul bicinchoninic acid (BCA)
Reagenz zugefugt und die Platte bei 37° eine h@tlhede im Brutschrank inkubiert. Die
Reaktion, die dieses Reagenz hervorruft, berulsudadass zunachst €donen des Proteins
zu Cu lonen reduziert werden. An diese reduzierten Kugfen bindet spezifisch
Bichinonsaure, die bei 592 nm ihre starkste Absomngtat und gemessen werden kann [40].
Um eine Aussage Uber den absoluten Proteingelmglt Brobe treffen zu kénnen, wurde eine
lineare Standardkurve mit bovinem Serumablumin (B8#tellt, dessen Proben aufsteigend
von 0 bis 20ul Protein enthielten. Orientierenddendurch diese bekannten Proteinmengen
verursachten linearen Absorptionskurve, konntenRiieteinmengen der Proben aus deren

Absorptionen durch Umformung der Gleichung y = mixatisgerechnet werden.

2.9.2. Prinzip und Durchfihrung des Westernblotverdhrens

Das Prinzip des Western Blot (aushmunoblot) beruht darauf, dass von Zellen gewonnene
Proteine zunachst elektrophoretisch auf einem @fgesrennt werden. Hierfir werden die

Proteine in Taschen des Gels aufgetragen und dArdhge eines elektrischen Feldes

aufgetrennt. Dann werden die so entstandenen Rbateden von dem Gel auf eine

Nitrozellulose- Membran transferiert. Das Prinzgr dlektrophoretischen Proteinauftrennung
beruht darauf, dass nach Anlage eines elektrisdfeddes an Gele, die SDS enthalten,
Proteine zum Pluspol wandern und die Eiweil3e dabtsprechend ihres Molekulargewichts

aufgetrennt werden [48].

Die Ubertragung erfolgt ebenfalls durch Anlage sietektrischen Feldes, diesmal senkrecht

zur 0. g. Laufrichtung, sodass die Proteine von @ahauf die Membran wandern kdénnen.
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Das Muster der elektrophoretischen Auftrennung tidgr sich auf die Membran, auf der die
Proteine aufgrund hydrophober Wechselwirkungen enafbleiben. Abhangig von dem
gewdahlten AK farben sich die Proteinbanden aufrebestimmten HOhe an, so dass in der
Regel nachgewiesen werden kann, ob dieses Antigerden Zellen exprimiert wurde oder
nicht. Beim Auftragen mehrerer Banden auf einem &t sich auch — unter der Pramisse,
dass alle Banden die gleiche absolute Proteinmentlten eine Aussage Uber die Quantitat
der Proteinexpression im Vergleich treffen.

Im Rahmen der Versuche fir diese Dissertation wurmimachst die erforderlichen Gele nach

folgendem Schema gegossen (Tabelle 2):

Tabelle 2: Zusammensetzung der Gele

Reagenzien Trenngel/ 1x Sammelgel/ 1x
Wasser 4,100 ml 2750 ml

1,50 M Tris- CI (pH 8,8) 2,500 mi -
0,50 M Tris- Cl (pH 6,8) - 1,250 ml
Acrylamidlésung, 30% 3,300 ml 0,850 ml

10% SDS 0,100 mi 0,050 mi

APS, 10% 0,050 ml 0,025 Im
TEMED 0,005 ml 0,005 ml

Die in der Tabelle 2 erwéhnten Reagenzien wurdedeim entsprechenden Mengen in der
beschriebenen Reihenfolge nacheinander in je dooRkd&R6hrchen mit einem Volumen von
15 ml geflllt. Die Prozedur ergab ein 10%iges Tgminund ein 5%iges Sammelgel.
Zehnprozentiges Trenngel eignet sich besondersAzftrennung von Proteinen in der
GroRRenordnung von 30- 120 kDa. Das in diesem Falvendete so genannte SDS Gel wird
von Proteinen gebunden und diese im Rahmen desuBgsgrozesses von SDS denaturiert.
Somit werden Protein-Protein Wechselwirkungen umteden. Zunéachst wurde das Trenngel
zwischen die Glasplatten der Gelkammer gefilltektiauf das Gel wurde 100%iger Alkohol
gegossen, der sich in der Regel nicht mit dem @ehischt, sondern auf diesem liegen bleibt,
es somit beschwert und einen glatten oberen Gekareligt. Nach 15-30 Minuten war das
Gel bei Raumtemperatur in der Regel soweit polysnat, dass der Alkohol abgegossen

werden und das Sammelgel darauf geschichtet wewdente. In das Sammelgel wurde ein
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Plastikkamm (BioRad, Minchen) eingefugt, der Tascimedas Gel schnitt. Nach weiteren
15- 30 Minuten war es moéglich den Kamm zu entferned die Taschen des bis dahin
polymerisierten Sammelgels mit Protein zu befullen.

In die erste Tasche des Sammelgels wurde bei jatEsuch der Proteinmarker gefillt, der
bei korrekter Durchfihrung des Blotting Verfahremamer sichtbar werden sollte.
Nachfolgend wurden alle weiteren Taschen mit deob@&mn in den zuvor mit Hilfe der
Eichkurve berechneten Mengen befillt, die zu glenchTeilen aus Ladepuffer und
Proteinprobe bestanden. Die Proben waren zuvorrtutein bei 95° Grad gekocht worden,
um alle Proteine der Probe vollstdndig aufzuldsed die Ausbildung von Tertiarstrukturen
zu unterbinden. Soweit nicht ausdriicklich andensibnt, wurden Proben mit einer absoluten
Proteinmenge von 5ug verwendet.

Die Probe in der Gelkammer lief nach Anlage einlekteschen Feldes zunachst von den
Taschen des Sammelgels bis an die Trennlinie zuennbel und sammelte sich dort. Von
dort lief das Protein dann das gesamte Trenngeinken bis an den unteren Rand und trennt
sich hierbei auf. Hierfur wurde die Gelkammer imoBad Power Pac, das zuvor mit
Elektrophoresepuffer geflllt worden war, an 100 tV@éta. 60mA) fur 20 Minuten
angeschlossen. Nach der elektrophoretischen Auitiregn der Proteine auf den Gelen wurden
dieselbigen fir eine halbe Stunde in Transferpuéaquilibriert. Gleichzeitig wurde eine
Polyvinylidenfluorid (PVDF) Membran in derselbendBe wie das Geld vorbereitet, indem
sie nach kurzem Eintauchen in Methanol, ebenfalls1b- 20 Minuten in Transferpuffer
equlibriert worden war. PVDF Membranen wurden imhRan dieser Dissertation
insbesondere aufgrund ihrer mechanischen und cheemnsStabilitat gewahlt.

Der sogenannte Semi- Dry Blot wurde zusammengesetetn auf eine Schicht Filterpapier
eine ebenfalls in Transferpuffer equilibrierte PVBIEmMbran gelegt wurde, auf diese das Gel
und abschlieRend ein letztes Blatt Filterpapieeser Blot wurde in das Biorad Trans Blot
gelegt und der Proteintransfer von dem Gel aufadsorbierende Membran 40 Minuten lang
bei 15 Volt durchgefuhrt. Die Membran wurde nactelB#igung des Transfers eine Stunde
lang in eine Box mit Tweenhaltigem Blockpuffer ggleDurch das Blocken konnten die
restlichen Proteinbindungsstellen der Membran gjgsatverden. Anschlieend war es
maoglich die geblockten Membranen mit den geblottefmtigenen mit diversen AK zu
inkubieren. Im Rahmen dieser Versuche wurden PrirA&r gegen CD14, CD 31, CD68,
CD106, CD144, VEGFR2, GAPDH und der Peroxidase w@irjte Zweitantikorper Goat-

Anti- Mouse in folgenden vom Hersteller empfohledardinnungen verwendet (Tab. 3):
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Tabelle 3 Verdiunnungen der AK fir das Westernblot- Verfahre

Antikorper Verdinnung
CD 14 1: 1000
CD 31 1: 500

CD 68 1: 500

CD 106 1: 1000

CD 144 1: 100
GAPDH 1: 5000
Goat- Anti- Mouse- HRP 1: 5000
VEGFR 2 1: 500

Die Primarantikdrper wurden stets in Blockpufferdiannt. Nach Inkubation tber Nacht bei
4° Grad wurde nach ausreichenden WaschschrittenWaschpuffer der mit Peroxidase
markierte zweite AK (immefsoat- Anti- Mouse- HRP), ebenfalls in Blockpuffer verdinnt,
zugegeben. Die an den zweiten AK gebundene Pemxididst nach Bindung an den
gebundenen Erstantikorper durch Oxidation von Lwin@ine Chemilumineszenz aus. Nach
einstindiger Inkubation und ausreichenden Waschahrwurde die Membran mit der
Detektionslosung Supersignal west Pico behandetischlielend wurde auf die PVDF
Membran ein Film gelegt, der die Chemilumineszemssen half, und die Membran in einer
Entwicklungskassette platziert. Je nach AK wurdaeterschiedlich lange Zeiten gewahlt, in
denen der Film auf der Membran verlieb bevor emwehkielt wurde. Erfahrungsgeman
variieren die unterschiedlichen AK in der Intensitier Bandenkennzeichnung und brauchen
somit langer bzw. kirzer, um eine sichtbare Anfagbder Proteinbanden zu verursachen.
Wie lange der Film genau auf der Membran gelegenwied bei jedem erwahnten Versuch
separat erlautert. Die Banden wurden mittels Phaip$.0 (Adobe, Minchen) digitalisiert
und ausgewertet. Gleichzeitig konnte im RahmenAleswertung eine Quantifizierung der
positiven Banden mit dem besagten Programm erfold2ie Ergebnisse werden als
Séaulendiagramme im Ergebnisteil dargestellt.

Bei allen Versuchen wurde die Membran nach auseedén Waschschritten mit einem in
Blockpuffer in einem Verhaltnis von 1 zu 5000 verdten Primarantikérper gegen GAPDH

inkubiert, wiederum gewaschen, mit dem Zweitanpledrinkubiert und entwickelt. GAPDH
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wird als so genanntelsouse keeping protein erfahrungsgemald von allen Zellen konstant

exprimiert und sollte bei korrekter Durchfihrung dottings immer sichtbar werden.

2.10. Die Polymerase Kettenreaktion (PCR)

2.10.1. Prinzip der PCR

Die PCR ist eine Methode, die die Vermehrung genigNA Mengen ermoglicht, so dass
diese ndher analysiert werden konnen. Fiur die PE& die Proben DNA zunachst bei 94°
denaturiert, so dass sich die beiden DNA Strangienen. AnschlieRend werden der Probe
ausreichend Oligonukleotide zugefligt, wobei die peratur der Proben auf 55°
heruntergekuhlt wird, so dass sich diese Oligoratide an die aufgetrennten DNA Strange
anfigen konnen. Dieser Vorgang wird afsealing bezeichnet. Die Temperatur der Probe
wird wieder auf 72° angehoben, um optimale Arbeitbgungen fir die Taq Polymerase,
einer aus dem hitzestabilen Bakteriurhermophilus aquaticus isolierten Polymerase, zu
schaffen. Die Taq Polymerase hat ihr Aktivitatsmaxm bei 74°. Aufgabe dieses Enzyms ist
es die Oligonukleotide mit der einzelstrdngigen DMA einer dopplestrangigen DNA
zusammenzufligen. Somit verdoppelt sich bei einekiugydieser Reaktion die Anzahl der
DNA-Strange. Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurdeallem die Anwendungsmaoglichkeit
der PCR verwendet, die als Reverse TranskriptiarlyrRerasekettenreaktion (RT- PCR)
bezeichnet wird. Hier wird aus einer RNA mithilfener reversen Transkriptase und
ausreichend Nukleotiden und Primern (Oligonuklemtidlie als Startpunkt fur DNA
replizierende Enzymen dienen) eine scgpyDNA (cDNA) synthetisiert, die wiederum die
Proben DNA fur die PCR darstellt. Bei einer RT-PiBRes im Gegensatz zu PCR wichtig,
dass die Primer innerhalb der transkribierten Rediegen und innerhalb der sogenannten
Exons (transkribierbare DNA-Regionen), die der mRNAd damit der Expression der

einzelnen Gene entsprechen.
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2.10.2. Die Praparation von RNA aus Zellen

Zellen wurden in Zellkulturflaschen ausgesat undhna4 Stunden im Brutschrank bei 37°
inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen in ihrggweiligen Medium abgeschabt und die
Zellsuspension weiterverarbeitet.

Fur die Gewinnung von RNA aus den Kkultivierten 2ell wurden diese aus den
Zellkulturflaschen in ihrem jeweiligen Medium abgatzt, dann der Zellsuspension zur
Stabilisierung der RNA das Fiinffache an RNA Proisiireagenz des RNeasy Protect Mini
Kits beigefligt und alles gut gemischt. Anschlieenade das Gemisch bei 5000g fur funf
Minuten zentrifugiert. Nachdem der Uberstand vefemmworden war, wurde das Zellpellet je
nach Anzahl der gewonnen Zellen entweder in 355l x 1¢) oder 600u! (5 x 19 1 x 10)
RLT Plus Puffer resuspendiert. Nach Entfernung A durch Zentrifugation wurde in
einem Rohrchen mit einer Saule zum Abfangen von DNArde die S&ule verworfen und
das Lysat mit einem gleichen Anteil (entweder 35@gdr 600ul) an Ethanol (70%) gemischt.
Das Gemisch wurde in einem Rohrchen mit einer Szume Abfangen von RNA bei 8000g
fur 15 Sekunden zentrifugiert. Das Lysat wurde \@fen und die Saule mit der RNA in
einem sterilen 2 ml Rohrchen nacheinander mit 70RW1 Puffer bei 8000g fur 15
Sekunden, mit 500 pl RPE Puffer fur 15 Sekundennoahmals 500 pul RPE Puffer fur zwei
Minuten zentrifugiert. Die Réhrchen mit dem Duralflawurden nach jedem Zyklus
verworfen und die Saule in ein neues Roéhrchen Gbarbevor sie neu beflillt wurde.

Zuletzt wurde ein leeres R6hrchen mit der Séuleefiie Minute bei 12 000g zentrifugiert.
Anschliel3end wurde die Saule mit 30-50 ul RNAse&efmeWasser des Kits befullt und fur
eine Minute bei 8000g zentrifugiert, um die RNA aes Membran der Saule zu eluieren. Die

gewonnene RNA wurde zur Synthese von cDNA verwendet

2.10.3. Die Synthese von copyDNA (cDNA)

Zur Analyse auf RNA- Ebene wurde aus dessenger RNA (MRNA) eine zugehorige cDNA
synthetisiert, die mittels RT-PCR untersucht wuiele wurden hierfir 0,2 ug -2 ug RNA auf
11pl mit destilliertem Wasser in einem 1,5 ml Rdélerc aufgefullt. Dann wurde dem
Roéhrchen noch 1 pl Oligo(dT18)Primer (Oligonukldetimit 12 bis 18 Thymidinen)
zugegeben. Dieser Primer bindet selektiv an dey- PoEchwanz der mRNA und ermdéglicht

als Startpunkt so die cDNA Synthese. Nach kurzentrdagation wurde das Rohrchen bei
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65° fur funf Minuten inkubiert. Danach wurde das hRihen sofort auf Eis gelegt.
Anschlie3end wurde dem Ansatz 8 ul der nach Empifeghtles Herstellers (Fermentas, Leon-
Rot) gemischten L6sung [4 ul Reverse TranskripRasiéer (5x), 1 pl RNase Inhibitor, 2 pul
dNTP (10mM) und 1 pl Reverse Transkriptase (M-MulLgs Kits beigefligt. Danach
wurden die Proben nochmals gemischt, kurz anzagteft und fir eine Stunde bei 43°
inkubiert. Die Reaktion wurde durch Erhitzung a0f 7ur finf Minuten gestoppt. Die auf
diese Art gewonnene cDNA wurde bei -20° bis zur l§s@a aufbewahrt.

2.10.4. Die Reverse Transkriptase (RT) - PCR

Die quantitative PCR ermoglicht die Quantifizierubgw. die genaue Bestimmung der
amplifizierten Menge an DNA. Bei dieser Methodeotgf eine Fluoreszenz-Messung, die
wéhrend eines jeden PCR-Zyklus erfasst wird. Dieofdszenz nimmt proportional mit der
Menge der PCR-Produkte zu. Am Ende eines PCR-Lairts dann anhand der erhaltenen
Fluoreszenzsignale die Quantifizierung in der expoiellen Phase der PCR vorgenommen.
Nur in der exponentiellen Phase der PCR ist digekée Quantifizierung madglich, da
wahrend dieser Phase die optimalen Reaktionsbeugegu herrschen. Fur die PCR-
Durchfihrung wurde das SYBR Green Kit von Qiagenveadet. Dieser Mix enthalt den
Fluoreszenzfarbstoff SYBRGreen, RNAse freies Wassmy- Polymerase und dNTPs und ist
fur die quantitative PCR optimiert. Es wurden jd&e25 pL Ansatze verwendet. Alle
Reaktionen wurden in speziellen 96-PCR-Plattenst8dt, Nimbrecht) durchgefuhrt, die mit
einer Klebefolie abgedeckt und versiegelt wurdeswrg®dt, Nimbrecht). Der Ansatz fir die
PCR Reaktion wurde aus 12,5ul SYBRGreen- Mix, 8 BNIAse freiem Wasser, 2,0ul der
unter 2.5. beschriebenen Primer und 2,01 cDNA dstgit.

Ein PCR Zyklus wurde wie folgt durchgefuhrt:

- 5 Minuten bei 95°C (Aktivierungsschritt)
Dieser Schritt erfolgt nur einmalig, die unten bessbenen drei weiteren Schritte mehrfach.
- 10 Sekunden bei 95°C (Denaturierung)

- 30 Sekunden bei 60°C (Anheftung der Nukleotide Biongation)
- 10 Sekunden bei 72°C (Amplifizierung, Elongation)
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Es wurden insgesamt 35 Zyklen durchgefihrt.

In dieser Arbeit wurde wegen der Einfachheit und\delfalt an verschiedenen Faktoren die
interkalierende Methode mit dem Fluoreszenzfarbs®¥BRGreen verwendet. Diese
Farbstoffe lagern sich in die DNA ein, wodurch &ieloreszenz dieser Farbstoffe ansteigt.
Die Zunahme der gesuchten DNA Kkorreliert daher deit Zunahme der Fluoreszenz bei
jedem PCR-Zyklus. Die Messung findet am Ende dention in jedem Zyklus statt.

Fur die Quantifizierung wurde als Referenz das GAREen herangezogen, um einen
relativen Menge-Vergleich durchfihren zu kénnen.ilVjegloch keine absolute Menge an
DNA gemessen wurde, handelt es sich in dieser Ateieine sog. relative Quantifizierung;
d.h. die Quantifizierung erfolgte im Vergleich zend housekeeping Gen GAPDH. Die
Auswertung erfolgte im exponentiellen Anstieg deyklBn. Fur den Anfang der
exponentiellen Phase wurde der Ct-Wert (engl. Cytieeshold fur Schwellenwert-Zyklus)
bzw. der Cp-Wert (engl. Crossing Point) verwendet, den Zyklus beschreibt, an dem die
Fluoreszenz erstmalig signifikant Gber die Hintargl-Fluoreszenz ansteigt. Die Effizienz,
d.h. die Vermehrung der Amplifikate pro Zyklus, wardann wie folgt berechnet:

ACP = CP (Zielgen) — CP (Kontrollgen GAPDH)

2.11. Statistische Analyse

Alle ausgezahlten Ergebnisse wurden als Mittelwenie Standardabweichung dargestellt.
Die Mittelwerte beruhten stets auf Mehrfachbestimgen. Die statistische Analyse erfolgte
mittels der Kovarianzanalyse (ANCOVA). Das Sigrgfikzniveau wurde auf 5% (p <0,05)
festgelegt.
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3 ERGEBNISSE

3.1. Zellproliferation

Es wurde der Einfluss verschiedener Medien auf die Zellvermehrung mittels des MTT
Zytotoxizititstest getestet (Abb. 4). Die Zellen zeigten bei drei der vier getesteten Medien
eine signifikante Zunahme der Umsetzung des MTT zu Formazan von Tag 1 nach 7. Die
absolute Zunahme fiel unterschiedlich stark aus, war aber am groffiten in Medien mit dem
Zusatz von Wachstumsfaktoren, jedoch nicht signifikant grofer im Vergleich zu dem Medium
Auto. Im direkten Vergleich aller vier Medien zeigte sich, dass das Medium mit dem Zusatz
von autologem Serum und den Wachstumsfaktoren IL 3 und M — CSF an Tag 7 zu der
starksten, absoluten Zunahme gefithrt hatte. Im Vergleich der beiden Medien ohne
Wachstumsfaktoren zeigt sich eine Zunahme der Formazanumsetzung in dem Medium mit

autologem Serum, bei nicht signifikantem Anstieg unter dem Einfluss von FBS ohne weitere

Zusitze.
Medium
OD_Auto OD_AU_WF OD_FBS OD_FBS_WF
2,0
*
o
1,54
T o
c o
3 * *
= 1,07 * *
[a]
o :
T T T )
51 o —‘7
) - —l_
L
— T —=
T I T =20 s5
0 T T T T T T T T T T T T
1 3 7 1 3 7 1 3 7 1 3 7
Tag Tag Tag Tag

Abbildung 4: Es zeigt sich eine signifikante Zunahme (*) der Absorption im MTT Test in den Medien Auto,
AU WF und FBS WF., FBS alleine ohne den Zusatz von Wachstumsfaktoren kann keinen signifikanten Anstieg
der Absorption erreichen. Die breiteste Streuung der Absorptionsmessungen der einzelnen Tage zeigt sich in
dem Medium Auto.
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Tabelle 4 Die getesteten Medien im Vergleich.

Medium Quelle Typ I | Df Mittelwert | F Signifikanz
Summe der
Quadrate
OD_Auto Korrigiertes 3,599 3 1,200 27,703 ,000
Model
Intercept ,021 1 ,021 491 ,485
Tag 1,926 2 ,963 22,240 ,000
Baseline 1,673 1 1,673 38,630 ,000
Irrtum 4,763 110 ,043
Gesamt 28,037 114
Korrigierte 8,362 113
Gesamtheit
OD_AU_WF Korrigiertes ,965 3 ,322 24,835 ,000
Model
Intercept ,001 1 ,001 ,076 , 784
Tag ,662 2 ,331 25,577 ,000
Baseline ,302 1 ,302 23,350 ,000
Irrtum ,647 50 ,013
Gesamt 12,190 54
Korrigierte 1,612 53
Gesamtheit
OD_FBS Korrigiertes ,218 3 ,073 7,801 ,000
Model
Intercept , 160 1 , 160 17,178 ,000
Tag ,213 2 ,107 11,466 ,000
Baseline ,004 1 ,004 A72 ,493
Irrtum 1,023 110 ,009
Gesamt 7,666 114
Korrigierte 1,240 113
Gesamtheit
Korrigiertes ,931 3 ,310 24,110 ,000
OD_FBS_WF Model
Intercept ,000 1 ,000 ,007 ,932
Tag ,541 2 ,270 20,999 ,000
Baseline ,391 1 ,391 30,332 ,000
Irrtum ,644 50 ,013
Gesamt 7,338 54
Korrigierte 1,575 53
Gesamtheit

Die hochste prozentuale Zunahme der Zellvitalggisgehend von dem Ausgangswert, konnte in
dem Medium mit dem Zusatz von autologem Serum odNaehstumsfaktoren gesehen werden,
jedoch war die Absorption zu Tag 7 nicht signifikéwdher im Vergleich zu den Medien AU WF
und FBS WF (Tab. 4). Zudem fallt in der Auswertuagf, dass dieses Medium die starkste
Streuung der Einzelresultate aufweist (Abb. 4).

Trotz fehlender Signifikanz zeigen die Medien ménd Zusatz von Wachstumsfaktoren &hnlich
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gute Resultate in Hinblick auf die Zellproliferati@an Tag 7, obwohl der Anstieg der Proliferation

nicht in der Geschwindigkeit erfolgt wie in dem Maa Auto (Tab. 5).

Tabelle 5:Den schnellsten Anstieg in der Zellprolifertiongtailas Medium Auto.

Medium Mittelwert 95% KF Intervall 95% KF Intervall
Untere Grenze Obere Grenze

OD_Auto 0,381 0,352 0,41

OD_AU_WF 0,343 0,297 0,389

OD_FBS 0,308 0,276 0,339

OD_FBS_WF 0,351 0,309 0,392

Unter Beibehaltung der Kulturbedingungen und Veg&imng des Versuchs auf 10 und 14 Tage
zeigte sich in allen vier untersuchten Medien kagiterer Anstieg der Zellvitalitat, so dass kein
Zugewinn durch eine Verlangerung der Kultivierungeeht werden konnte (Abb. 5). Eine
Verlangerung der Kultur fuhrt entweder zu einemti&ien der Zellvitalitat auf ungefahr dem

Niveau des Tags 7 bzw. zu einem Ruckgang der Ddifigration, der noch nicht signifikant ist.

Medium

0D_Auto AU_WF FBS FBS_WF

1,57

OD (590 nm)
2

E é%% TIEEL

7 10 14 7 10 14 7 10 14 7 10 14
Tag Tag Tag Tag

=}

Abbildung 5: Eine Verlangerung der Kultivierung tber siebemgdauf 10 und 14 fihrt in keinem der untersuchten
Medien zu einer weiteren Erhéhung der Zellaktivitiit MTT Test unter Beibehaltung des zu Tag 1 geteahl
Mediums.
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Nach Umstellung der Kulturbedingungen an Tag 7 durch Austausch der bis zu diesem Zeitpunkt
verwendeten Medien durch Endothelzellmedium, zeigte sich in allen vier Medien ein signifikanter
Abfall der Zellaktivitit in den nachsten sieben Tagen auf nahezu das Niveau des ersten Tages (Abb.
6). Es spielte hierbei keine Rolle, welches der vier Medien in den ersten sieben Tagen des
msgesamt 14 tigigen Versuchs verwendet worden war. In der Absorption an Tag 14 zeigt sich kein

signifikanter Unterschied zwischen den Werten der einzelnen Medien, sie sind nahezu gleich gro83.

Medium
OD_Auto_EC AU_WF_EC FBS_EC FBS_WF_EC
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Abbildung 6: Es zeigt sich ein signifikanter Abfall (*) der Zellproliferation von Tag 7 nach Tag 14 nach Austausch des
zuvor verwendeten Medium durch kommerziell erhiltliches Endothelzellmedium an Tag 7. Das Niveau, auf das die
Zellabsorption abfillt ist gleich niedrig und nahezu vergleichbar mit dem Niveau an Tag 1. Es wird hierbei kein
Unterschied gesehen, welches Medium in der ersten Woche des Versuchs zur Kultivierung verwendet worden war.

Die vorherige Beschichtung der Platten, auf denen die Zellen spiter geziichtet wurden, mit
Fibronectin hatte keinen Einfluss auf das Ergebnis (nicht graphisch dargestellt), es zeigten
sich dieselben Resultate in derselben Intensitit wie auf den Platten ohne Fibronectin, so dass

weiterhin auf eine Beschichtung verzichtet wurde.
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2.2. Zellidentifizierung

3.2.1. Die Expression immunhistochemischer Markereagtichteter Zellen

Parallel zu dem MTT Assay waren Zellen derselberar@h fir immunhistochemische

Untersuchungen isoliert worden, um eine genauerssd@ge Uber die Art der gezlchteten
Zellen treffen zu kénnen. Die Farbung der Zellem @68 an den Tagen 1, 3 und 7 zeigte
eine Zunahme der CD68 positiven Zellen im Verhéltni CD68 negativen in allen vier

untersuchten Medien (Abb. 7).

Die starkste Zunahme zeigten hier Medien mit desaZzuvon Wachstumsfaktoren. Medium
mit FBS erzielte die geringste Zunahme CD68 pasitidellen, autologes Medium ohne
weitere Zusatze zeigte eine signifikante Zunahme&positiver Zellen von Tag 1 bis 7,

erbrachte aber nicht die hochste Zunahme ausgetendusgangswert (Abb.7).

Prinzipiell wurden alle Praparate mit der LSAB-HRIRthode gefarbt. Hierbei zeigte sich bei
allen Praparaten unabhéngig von dem Medium, in dienZellen zun&achst geziichtet worden
waren, eine prozentuale Zunahme CDG68 positiveredellon Tag 1 nach Tag 7. Lediglich
Praparate minderer Qualitdt mit zu wenigen Zellegten eine Inkonsistenz in der
Progredienz ihrer Vermehrung, so dass ein Cut- ¥ 300 Zellen gewahlt wurde.

Objekttrager, auf denen weniger als 300 Zellerefixiverden konnten, wurden verworfen.
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Abbildung 7: Ausgehend vom Ausgangswert CD68 positiver Zell#@0%) zeigt sich in allen getesteten
Medien eine Zunahme CDG68 positiver Zellen, denkstén relativen Zuwachs zeigt Medium mit dem Zusatz
von Wachstumsfaktoren (AU WF/ FBS WF). Medium nend Zusatz von FBS ohne Wachstumsfaktoren (FBS)
zeigt den schwéachsten Anstieg im Anteil CD 68 pasitZellen.

Eine Zunahme der CD68 positiven Zellen lasst seteits ab einer VergréRerung von 4fach
unter dem Mikroskop erkennen (Abb.8).

Abbildung 8: In FBS mit Wachstumsfaktoren geziichtete ZelledemTagen 1, 3 und 7 auf einem Objekttrager
in 10facher VergroRerung. CD68 positive Zellenlstelsich braun dar, die CD68 negative Zellen auhde
Objekttrager sind blau. Eine Zunahme CD 68 + Zefiekroskopisch erkannt werden.

Es lie3en sich im Gegensatz zu CD68 keine Expnres&in CD34, VEGF, VEGFR2, CD144,

CD31 oder CD106 nachweisen. Es zeigte sich ledliglioe unspezifische Farbung einzelner
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Zellen auf dem Objekttrager, nahezu alle Zellenjelem der untersuchten Tage (1, 3, 7)

waren Antikorper negativ (Abb.9).

Abbildung 9: Mit Antikdrper gegen VEGF gefarbte Objekttréger den Tagen 1, 3 und 7 in 4facher
VergrofRerung. Es zeigt sich zu keinem Zeitpunktrelevanter Anteil an VEGF positiven Zellen. Vemsit
lasst sich eine unspezifische Braunfarbung erkennen

Die Farbung der auf Objekttrager fixierten Zelleit @D14 AntikOrpern zeigte eine Zunahme
der CD14 positiven Zellen im Verhéltnis zu CD14 akeen Zellen. Lediglich in dem
Medium mit dem Zusatz von autologem Serum ohne \&taomsfaktoren zeigte sich keine
signifikante Zunahme (Abb.10). Es konnte bei allen drei anderen getesteten Medien eine
Zunahme der CD14 Expression insbesondere im VetglEag 1 und 7 gesehen werden, das
Medium FBS WF zeigte zu Tag 7 im Vergleich zu Tagir8n nicht signifikanten Abfall der
CD14 Expression (Abb.10).
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Abbildung 10: Die relative Expression CD14 positiver Zellen zu CD14 negativen nimmt in allen getesteten
Medien auler dem Medium mit Zusatz autologen Serums ohne Wachstumsfaktoren (,,Auto*) von Tag 1 nach
Tag 7 signifikant (*) zu. In dem Medium FBS WF kommt es von Tag 3 nach 7 zu einem nicht signifikanten

Abfall der CD14 Expression.

Die immunhistochemische Farbung von Zellen, die 14 Tage lang in Kultur gehalten worden

waren, die letzten sieben davon in Endothelzellmedium, zeigte eine Farbung aller noch auf
dem Objekttriger verbliebenen Zellen fiir jeden gewihlten Antikérper (CD68, VEGF,
VEGFR2, CD144, CD106). Auf den Objekttrigern waren unabhingig von dem verwendeten

Antikérper keine antikérpernegativen mehr Zellen nachweisbar. Zudem lief sich feststellen,

dass konform zu dem Ergebnis des MTT Zytotoxizititstests lediglich wenige Zellen auf den

Objekttrigern verblieben waren (Abb.11).
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Abbildung 11: Auf dem Objekttrager sind nach 14
Tagen, davon die ersten sieben in Medium mit autologem
Serum und Wachstumsfaktoren (,,AU WF”) und die
letzten sieben in Endothelzellmedium insgesamt wenige
Zellen verblieben (Vergroferung vierfach). Diese sind
positiv fiir VEGFR2. Im rechten Oberrand des Bildes sind
vereinzelt VEGFR2 negative Zellen in Blau zu erkennen.
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In der Olrot und in der van Kossa Farbung lieResh sh keinem Medium zu keinem
Zeitpunkt positive Zellen nachweisen, so dass kdiiiéerenzierung zu Fettzellen oder

osteogenen Zellen zu sehen war.

3.2.2. Der makroskopische Phanotyp

In der ersten Betrachtung unter dem Mikroskop eegith, dass die Zellen je langer sie in
Medium gehalten wurden ihren Phanotyp &nderten. iwisbbildung 8 und 11 zu erkennen

ist verandern die zunachst kompakten, runden ZélleAussehen hin zu einem plumperen,
runderen und gréfReren Zelltyp hin nach Tag 7 bzd. Die Zellen wurden zudem in

Chambersildes gezlichtet, um deren nattrliches WWaolsuster zu erhalten und nicht durch
Abschaben von der Oberflache, wie es fir die amdbeschriebenen Verfahren notwendig
war, zu zerstoren. Hier zeigte sich, dass verdirZadlen sich spindelférmig dehnten wie es
von Endothelzellen zu erwarten war, jedoch zesytlh auch hier vorherrschend der runde,

plumpe Zelltyp, vgl. hierfir Abbildung 12.
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3.2.3. Die Expression von Oberflachenmarkern im Weésrnblot

Im Westernblotverfahren zeigte sich zunachst eusreachende Gewinnung von Protein, da
GAPDH fir jede gewonnene Probe quantitativ in stieiedlicher Menge nachweisbar war.
Eine Normalisierung gegen GAPDH erfolgte nicht, lweits zuvor standardmafig 5 pg
Protein fUr jede Probe verwendet wurden.

Es wurden Proteine wiederum fiur alle Medien aul3ediMm mit dem Zusatz von FBS alleine
(,FBS*) gewonnen und aus diesen Proben die Expessder zuvor mittels
Immunhistochemie untersuchten Antikérper CD68, CDABGF, CD144, CD106 und CD31
untersucht. Hier gelang ebenfalls lediglich der INegis von CD14 und CD68 zuverlassig,
alle anderen erwéhnten Antikérper konnten fur keider getesteten Medien nachgewiesen
werden (Abb.13). Es erfolgten dieselben Untersugbanan Zellen, die nach einer Woche
Kultur weitere 7 Tage in Endothelzellmedium kukitiworden waren, hier konnte keiner der

verwendeten Antikorper nachgewiesen werden.
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Abbildung 13: Die Expressionen von CD 68 und CD 14 in allesi detesteten Medien zeigen einen deutlichen
Anstieg von Tag 1 nach 7. Keines der anderen umntbtsn Antikdrper Iasst sich zu keinem ZeitpunktKéin
Medium nachweisen trotz ausreichender Menge anr@psatein.

Es zeigte sich auch hier eine relative Zunahmeederession von CD14 und auch CD68 von
Tag 1 nach 7 in allen getesteten Medien (Abb. 143s zeigt sich ausgehend vom
Ausgangswert (100%) eine deutlich starkere ZunatieneCD14 Expression an Tag 7 in den
Medien mit dem Zusatz von Wachstumsfaktoren inmaimen zwei unabhangigen Versuchen,
in dem zweiten bestatigt sich dies vor allem fig tedium FBS WF (Abb. 14 und 15).
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Abbildung 14: Die relative CD14 Expression von Tag 1 nach 7. Es zeigt sich eine deutlich stirkere Zunahme
der Antigenexpression in den Medien mit dem Zusatz von Wachstumsfaktoren.
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Abbildung 15: In einem zweiten unabhingigen Versuch bestiitigt sich die Zunahme der Expression fiir alle
Medien, die stirkste prozentuale Zunahme ausgehend vom Ausgangswert bestitigt sich insbesondere fiir das
Medium AU WF.

Auch die Zunahme der CD68 Expression von Tag 1 nach 7 kann in beiden Versuchen
bestitigt werden (Abb.16). Hier bleibt ebenfalls das Medium Auto im ersten Versuch im
Vergleich zu den Medien mit dem Zusatz von Wachstumsfaktoren deutlich zuriick.

In einem zweiten unabhiangigen Versuch bestitigt sich dies vor allem fiir das Medium AU

WF (Abb.17).
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Abbildung 16: Die relative CD69 Expression von Tag 1 nach 7. Es zeigt sich hier in einem ersten Versuch eine
deutliche Zunahme der Expression von Tag 1 nach 7. Die stirkste Zunahme kann in den medien mit dem Zusatz

von Wachstumsfaktoren nachgewiesen werden.
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Abbildung 17: es zeigt sich eine Zunahme der CD68 Expression von Tag 1 nach 7. In Versuch 1 erzielen beide
Medien mit Wachstumsfaktoren eine deutlich stirkere Zunahme der CD68 Expression, im zweiten Versuch
bestitigt sich dies insbesondere fiir das Medium AU WF.
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3.3. Der Einfluss von CNP auf Wachstum und Zelldi#renzierug

Es wurden zundchst nach 24stindiger Adhésion humamonozyten die

Ausgangsexpressionen von CNP und seinen RezeptdRRR2 und NPR3 sowie die
Ausgangsexpression des Monozytenmarkers CD14 miR€R in Vergleich zu GAPDH
bestimmt (Abb. 18). Hier zeigt sich zunachst wieaatet ein deutlicher Nachweis von CD14

bei geringem Nachweis der anderen untersuchtenpReea.

1000,00% I 1

100,00%

CNP NPR2 NPR3 CD14

10,00% |

—H

1,00%

Abbildung 18: An Tag 0 vor Stimulation
0.10% I der Monozyten zeigt sich eine Expression
' des Monozytenmarkers CD14, jedoch nur
eine geringe Menge von CNP, NPR2 oder
0.01% NPR3 messenger RN

—_—

Es wurden dann wie bereits in Material und Methobdeschrieben verschiedene Medien
getestet und anschlieend die Expression verscieedeezeptoren des CNP getestet. Es
zeigt sich, dass sich nach sieben Tagen in Kulhgt 8timulation mit LPS eine deutliche
Zunahme von TNF als inflammatorischer Marker nachweisen lasst, rudem alleinigen
Einfluss von CNP zeigt sich eher eine ReduktionTd¢F-a messenger RNA. Bei Zusatz von
CNP zu LPS zeigt sich ebenfalls eine ReduktionTdéf-a Expression (Abb. 19).
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Abbildung 19: Es zeigt sich eine deutlic Abbildung 20: Unter dem Einfluss von jeweils CNP und LPS
Zunahme der TNFe- Expression nach sec alleine zeigt sich nach sechs Tagen in Kultur eleetliche
Tagen unter dem Einfluss von LPS, Zunahme der messenger RNA Produktion von CNP urd2\P
zusatzlicher Zusatz von CNP zu dem Mec unter dem Einfluss von CNP und LPS zusammen kann
verringert die TNFe Produktion deutlict hingegen eine Reduktion der messenger RNA flr beide
CNP alleine reudziert die TN&-Produktior Rezeptoren gesehen werden. Die Expression des NPRS3
nach sechs Tagen, alle Werte unter 1,0 sir Rezeptors lasst sich mit keinem der gewahlten Zesat
Reduktion unter Normalwert zu verstehen  suffizient vermehren, es zeigt sich sogar eine Riolu der
Expression unter LPS oder LPS+ CNP, CNP alleinet filh
keiner bedeutenden Zunahmne.

Es kann unter LPS mono oder CNP mono eine deutlfiihieahme der CNP und NPR2
Produktion gesehen werden. Zellen, die hingegeMédium, das beide Zusatze enthielt
(LPS+CNP), kultiviert wurden, weisen eine Reduktaer Expression sowohl von CNP als
auch NPR2 auf. NPR 3 lasst sich mit keinem der géerd Medien suffizient stimulieren
(Abb.20). Auch Interleukin 1 Beta als auch Intekieu6 werden unter dem Einfluss von LPS
vermehrt exprimiert, der Zusatz von CNP reduziegEdpression, CNP alleine bewirkt keine
relevante Expression. Parallel zur Untersuchung Elggessionsmusters der Zellen mittels
PCR wurden Monozyten nach 24 stindiger Adhasioteim Medium AU WF anschliel3end
fur weitere 3, 7 und 10 Tage in Medium bestehersl RBMI 1640 und Antibiotika (in der
Grafik als ,nur Medium* bezeichnet), Medium mit defusatz von M-CSF, Medium mit
CNP, Medium mit LPS oder in Medium mit CNP+LPS gdn@t. Unter Beibehaltung der
bisher gangigen Konzentrationen fir die Zusatzgtzech, dass lediglich Medium mit Zusatz
von LPS und CNP einen starken Anstieg der Zellfedlon zu Tag 7 zeigt. Ab Tag 7 kommt
es konform zu den Versuchen mit den in unter 3%cbriebenen Medien zu einer Abnahme
bzw. leichten Schwankungen der Zellvitalitat naelg TO hin (Abb. 21).
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Abbildung 21: Die Medien CNP, LPS und das Medium ohne Zusatigen keine wesentliche Zunahme
Zellvitalitat zu Tag 7 hin. Medium mit dem Zusatarvsowohl CNP als auch LPS hingegeigt eine signifikan
Zunahme bis zu Tag 7, danach erfolgt keine weermhme der Zellvitalitat mehr.
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4 Diskussion

Monozyten bergen aufgrund ihrer Differenzierunggjiébit ein groRes Potential fur eine
Reihe von Therapien. Ein Ansatz ist ihre Differemangsfahigkeit zu optimieren und in eine
gewtnschte Richtung zu lenken, so dass Zellen @senthymalen, neuronalen oder -wie in
dieser Arbeit untersucht- endothelialen Linie geme&m werden konnen [22]. Die
Bedingungen unter denen eine erfolgreiche Diffemnng erfolgen kann bedirfen einer
naheren Erforschung. Die Optimierung der Kultivieguhumaner Monozyten kdnnte einen
wichtigen Baustein auf dem Weg zur Herstellung kagger, menschlicher Transplantate
darstellen. So konnte in Zukunft das Problem géafbiiger Ulzerationen vermutlich
zufriedenstellend mit autologen, vaskularisierteew@betransplantaten angegangen werden
[42]. Hierzu werden jedoch mehr Erkenntnisse ulzex \derhalten von Monozyten in Kultur

bendtigt.

4.1. Zellproliferation

Die Kultivierung von Monozyten wurde bisher von igen Untersuchern [22, 23] auf mit
Fibronectin beschichteten Platten in dem Medium BB&hgefihrt. Dies war ein essentieller
Schritt in der Zichtung dieser Zellen. Zunachstrkbasierend auf unseren Ergebnissen von
einer Beschichtung der Platten mit Fibronectin abgen werden, da keinerlei Unterschiede
zwischen Versuchen mit oder ohne Fibronectin bebbtdiien Platten gesehen wurden.
Offensichtlich ist eine Kombination von Zentrifugat der Zellen mit anschlieRender
Maglichkeit zur Adharenz in Plastik wie bereits vBannett et al. und anderen Untersuchern
beschrieben [5, 15]ausreichend, um monozytare Zetle sden und zu kultivieren. Eine
Zunahme der Zellvitalitat von Tag 1 nach 7 verdelt] dass die gewahlten Bedingungen fur
die ausgesaten Zellen durchaus ausreichend wargalteeine Optimierung zu finden. Unser
Augenmerk lag vor allem in der néheren Erforschaleg Medien, in denen die Zellen
gezilchtet wurden.

Man kann eine deutliche Verbesserung der Ausbeuielen in Medien mit dem Zusatz von
Wachstumsfaktoren, deren Effekte auf Monozytenzaie einer Verstarkung ihrer Migration
[53] von vorherigen Untersuchern bereits beschrieberde, erzielen. Jedoch zeigt autologes
Serum den starksten prozentualen Anstieg der Ddli@ration verglichen zum Ausgangswert.
Somit wurden drei neue Medien mit einer hoherenladisbeute als das bisher gangige

Medium FBS, das z.B. von Kuwana et al. [22] verweindurde, gefunden. Die hochste
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absolute Ausbeute konnte in den Medien mit Wachstaktoren erzielt werden. Insgesamt
war der Unterschied in der Ausbeute an Tag 7 rsdifikant, die kann jedoch durch die
noch zu geringe Anzahl an Versuchen erklart wertianm kann somit davon ausgehen, dass
die Wachstumsfaktoren nicht nur einen Einfluss dief Reifung der Zellen haben, sondern
offensichtlich auch deren Vermehrung maf3geblichrifiessen. Die starke Verbesserung der
Zellproliferation durch autologes Serum ist am &reslurch die darin enthaltenen Faktoren
wie Hormonen, Wachstumsfaktoren, Zelladhasionsprete und anderen fir die
Zellentwicklung und -wachstum wichtigen Faktoren etklaren [5]. Insbesondere im
Vergleich zu Medium FBS alleine, wie es bisher wtem meisten Untersuchern verwendet
wurde [22, 23], das keinen signifikanten Anstieg dellproliferation zeigt, wird deutlich,
dass der Zusatz von autologem Serum mit seinen lobschriebenen Anteilen bedeutend ist
in der Optimierung der Kulturbedingungen humanembkyten. Somit konnte ein potenter
Zusatz zu den bisher verwendeten Medien gefundendeme obwohl bisher einige
Untersucher keinen Effekt von serumhaltigen bzwurséreien Medium auf das Wachstum
von Monozyten oder Makrophagen sehen konnten [gOhform zu diesem Ergebnis zeigt
sich auch eine starkste absolute Zunahme bei Mediomh dem Zusatz von
Wachstumsfaktoren und autologem Serum. Die groSémeuung der Resultate und deren
Abweichung von einem Mittelwert in den Medien mit@ogem Serum kann durch den
Zusatz von autologem Serum verschiedener humaregrd®p verursacht worden sein, so dass
womoglich die Quantitdt einzelner Serumbestandtedimes jeden Spenders einen
individuellen Einfluss haben konnten. Dies wirdechaudie These, dass I6sliche,
spendereigene Faktoren in autologem Mediumzusaenektinfluss auf die Zellproliferation
haben untermauern [4]. Auch der Unterschied delvifaitat innerhalb der vier getesteten
Medien zu Tag 1 kann in allen im Rahmen dieses@iation beschriebenen Versuchen
neben einem bereits beginnenden Effekt durch dievirung durch den Unterschied in der
Zellausbeute der einzelnen Spender verursacht waeia.

Die Tatsache, dass sich die starkste prozentuat@tifoe der Zellvitalitdt in dem Medium
AU zeigt, spricht dafur, dass das autologe Serumallem die Zellproliferation beeinflusst
wohingegen die Wachstumsfaktoren zwar auch eineutlicke starkeren Anstieg der
Zellvitalitat gewahrleisten, aber offensichtlich ndéeffekt des autologen Serums nicht
potenzieren kdnnen, sonst ware die starkste Zunahrdem Medium AU WF zu erwarten
gewesen. Dies wirde die bisherigen Resultate andgn¢éersucher, dass die von uns
verwendeten Wachstumsfaktoren vornehmlich die Bifieierung monozytarer Zellen

beginstigen, untermauern [41].
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So konnte gesehen werden, dass auch die Dauer alévigdung neben der Art der
Kultivierung durchaus auch einen Einfluss auf diesBeute an Zellen hat. Im Zuge dessen ist
auch aus unserer Sicht eine weitere ProzessierengZdllen z.B. Isolierung fur den
Westernblot an Tag 7 wie bei einigen Untersuchenchtet [22, 35] durchaus gerechtfertigt,
denn eine Verlangerung der reinen Kultivierung irdilm auf 10 und 14 Tage brachte
keinen weiteren Zugewinn an Zellvitalitdt im MTT SieSo ist moglicherweise ein Sistieren
der Absorption nicht nur auf das VorhandenseinleitZellen nach Tag 7 zurlckzufuhren,
sondern moglicherweise auch durch eine UberlagewngAkkumulation von Substanzen,
die durch den Mediumwechsel nicht vollstdndig van duntersuchten Wells abgetragen
werden konnten, bedingt, so dass eine Prozessielemgellen bis zu dem Tag (Tag 7), an
dem ein Plateau erreicht wird, aus unserer Siafttmur gerechtfertigt, sondern durchaus zu
empfehlen.

In dieser Arbeit wurde der Versuch einer Kultiviegzu Endothelzellen versucht, so dass ab
Tag 7 die gezichteten Zellen in Endothelzellmediuimweitere sieben Tage gezlichtet
wurden. Fruhere Studien zeigten bereits, dasslarende Monozyten endotheliale Marker
exprimieren konnen und dass sie auch eine entsaige Rolle in der Neovaskularisation
einnehmen [49]. Eine der aktuellen Arbeiten zedgss endothelzelldhnliche Zellen des
peripheren Bluts von Monozyten bzw. Makrophagen tabsen [34]. In unseren
Untersuchungen fiel die Zellvitalitat der eine Weclang gezlchteten Zellen nach sieben
Tagen in Endothelzellmedium nahezu auf das Niveas érsten Tages ab, ohne dass
signifikante Unterschiede in Abhangigkeit des Kuttediums der ersten sieben Tage gesehen
werden konnten. Es ist somit davon auszugehen, massvenige Zellen ein Potential zur
Differenzierung zu endothelzell-dhnlichen Zellersafern eine erfolgt war, aufwiesen.

4.2. Zellidentifizierung

In der weiteren Identifizierung der Zellen und uia Rolle der Wachstumsfaktoren naher zu
erforschnen wurde eine Farbung der Zellen mit veesidmen AntikGrpern zu
unterschiedlichen Zeitpunkten durchgefiihrt. Es tzeigh eine Hochregulierung des CD68
Antikdrpers in den untersuchten Medien, insbesanderMedium mit Wachstumsfaktoren.
CD68 wurde bisher von verschiedenen Untersucherndantifizierung von Makrophagen
verwendet [14]. Insbesondere da im Gegensatz zuMedium FBS oder insbesondere dem
Medium Auto/ AU, die beide keine derartige Vermetguder immunhistochemisch
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nachweisbaren CDG68 Expression erbrachte, ist davon auszugehen, dass di
Wachstumsfaktoren den entscheidenden Einfluss in Riferenzierung der zunachst
ausgesaten Zellen zu Makrophagen spielen [41]. é&tanfzu dem Ergebnis des MTT
Vitalitatstests, der bereits zeigt, dass die Waghstaktoren keinen additiven Effekt zu dem
autologen Serum aufwiesen, sondern moglicherwerse andere Rolle in der Entwicklung
der Zellen aufwiesen, kann hier ein Effekt des MFGfid IL 3 aufgedeckt werden. Auch in
der Zelldifferenzierung bleibt das Medium FBS wiedenter den Medien mit Zusatzen
zuriick, so dass im Vergleich zu den bisherigen tdotdhern [26, 27] mit dem autologen
Serum sowie den Wachstumsfaktoren eine Beschlengigwnd Steigerung der
Antigenexpression der Zellen erzielt werden konnte.

Es konnte an den Tagen 1 bis 7 zu keinem Zeitpwke positive Farbung des
Stammzellmarkers CD34 oder einer der endothelidanker VEGF, VEGFR2, CD 144,
CD31 oder CD106 gesehen werden, so dass womdogticte lDedifferenzierung zu einer
multipotenten Vorgéngerzelle wie von einigen Unielsern postuliert [26, 27] stattfinden
konnte. Mdoglicherweise ist ein Nachweis vereinzeltedifferenzierter Zellen mit einer
sensitiveren Methode als der im Rahmen dieser B@ge gewahlten durchaus maoglich.
Hierflr spricht auch, dass in der Auswertung kidtiker Chamberslides sich vereinzelt
gestreckte entfernt an Endothelzellen erinnerndieizgesehen werden konnten. Diese waren
jedoch in einer derart niedrigen Zahl vorhandessdan Nachweis ihrer Oberflachenantigene
definitiv nicht gelingen konnte.

Es zeigt sich aber eine Zunahme der ExpressionM#ekers CD14 in den untersuchten
Medien, dies in Zusammenschau mit der steigende®8CBExpression entspricht dem
Expressionsmuster von Makrophagen. Auch bei derdsgpon des CD14 Antikorpers zeigt
sich, dass die Medien mit dem Zusatz von Wachstkitmfen die héchsten sowohl
prozentualen als auch absoluten Zellzahlen positBi@1l4 Zellen erbringen. Das Medium
AU zeigt hingegen einen Abfall und das Medium FB% Won einem sehr hohen Tag 3
Niveau einen Abfall hin zu Tag 7. Diese Inkonsigteéler Ergebnisse ist durch die Qualitat
der Préparate zu erklaren. Im Rahmen dieser Urdeusigen wurde die Methode der
immunhistochemischen Farbung von kultivierten uméeften Zellen getestet und etabliert.
So zeigte sich, dass die Aussagekraft der immuthsimischen Praparate eng mit der
Gesamtzahl der fixierten Zellen korreliert. Sofdigen Objekttrdger mit weniger als
insgesamt 300 Zellen in acht willkirlich ausgewéhlt Gesichtfeldern inkonsistente
Ergebnisse, wohingegen Préaparate mit 400 Zellen metr reproduzierbare, konsistente

Ergebnisse erbrachten. Die Gesamtheit der untetesudraparate an Tag 7 fur das Medium
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AU als auch die Gesamtheit der Praparate an Tay dds Medium FBS WF wies einen
erhohten Anteil an minderwertigen Praparaten aofjwch ein scheinbarer Abfall der CD14
Expression dargestellt wird.

Somit ist in Zusammenschau der Ergebnisse zu digggtpunkt nicht davon auszugehen,
dass eine Dedifferenzierung der Zellen hin zu dndenatopoetischen Vorlauferzelle in
brauchbaren Mengen wie bisher von einzelnen UntBesa angenommen [22, 23, 35, 36]
stattfinden konnte. Auch der zu jedem untersuctfertpunkt fehlende Nachweis von
Stammzellmarkern wie CD34, der in vorherigen Untelnsingen beschrieben wurde [22],
erhartet den Befund. Folglich war auch keine Déferierung der Zellen zu Endothelzellen
oder Hepatozyten wie z.B. bei Ruhnke et al. [35¢zumarten.

Immunhistochemisch zeigten sich positive Farburdgmauf den Objekttragern verbliebenen
Zellen nach sieben Tagen in Endothelzellmediumjedem gewahlten Antikorper in jeder
beliebigen Konzentration, so dass dieses Verfakene geeigneten Nachweise erbringen
konnte. Die Farbungen nach 7 Tagen in Endotheleellom und somit insgesamt nach 14
Tagen in Kultur sind als unspezifisch zu wertened@i Farbungen zeigen ein weiteres
Problem der Kultivierung fir eine Woche in Endo#iefimedium: es sind keine
antikérpernegativen Zellen verblieben und es lasseh nur vereinzelt Zellen auf dem
Objekttrager fixieren, so dass auch hier erneumudich weiterfiihrenden Ergebnisse ein
deutliches Problem der Zellquantitat im Wege st8t.lassen sich nach 14 Tagen trotz der
verbesserten und gesteigerten Zellproliferatiomlen ersten Woche der Kultivierung nicht
genugend Zellen an Tag 14 gewinnen, so dass ngemidé Ergebnisse vermutlich auch
negativ ausfallen, weil die geringe Zellzahl sawmsier Untersuchungsmethoden bedarf.
Hiermit lasst sich neben einem moglichen Fehlen ifidednzierter Zellen bzw.
Endothelzellen die fehlende Proteinexpression instéfablot fur Zellen an Tag 14 erklaren.
Eine Farbung der Zellen sowohl mittels der Olrstalch der van Kossa Farbung wie bereits
von Kuwana et al. [22, 23] untersucht von Tag 1Tag 14 erbrachte jedoch ebenfalls keinen
Nachweis von Fettzellen oder osteogenen Zelledass eine Differenzierung zu einer dieser
Zelllinien anscheinend ebenfalls zu keinem Zeitperfolgt war.

Im Westernblotverfahren konnten hingegen zuverdg€$)14 und CD68 fur die Tage 1 bis 7
detektiert werden, aber nicht Marker endothelidlellen wie z.B. VEGFR2, CD31, CD106
oder CD144 wie in Anbetracht der Studien der Vagsucher zu erwarten gewesen wére, so
dass nicht davon auszugehen ist, dass diese Agdlgichtet werden konnten. Dies kann —
neben den oben erwdhnten moglichen Ursachen- diliecfehlende Dedifferenzierung der

anfanglich ausgesaten Zellen und ihre anschlieRé&nifferenzierung zu Makrophagen hin
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erklart werden. So sind Makrophagen aus heutigehtSiollausdifferenzierte Zellen und
beherbergen im Gegensatz zu Monozyten kein Difi@eesangspotential [12]. Auch die
Untersuchung der Zellen mittels des Westernblotfaleens bestatigt eine Zunahme von
sowohl CD14 als auch CD68. So bestatigt sich hierlaeich der bei der
immunhistochemischen Untersuchung gefundene Hinaeiseinen starkeren Einfluss der
Wachstumsfaktoren in Bezug auf die Differenzieratsyauf die Zellvermehrung: Sowohl fur
CD14 als auch CD68 zeigt sich eine hohere Protpmession in den Medien mit dem Zusatz
von Wachstumsfaktoren im Vergleich zu dem Medium AU

Bei mikroskopischer Sichtung der auf Objekttragdixierten Zellen zeigt sich eine
Veranderung der zunachst kompakten Zellen nachesi@tagen in Kultur hin zu einem
ausladenden, runden Zelltyp, der makroskopischk saar einen Makrophagen erinnert. Es
konnte keine Konfluenz der Zellen oder die Bildwog Zellverbanden nachgewiesen werden
wie von Kuwana et al. [22, 23] postuliert, ebensenig konnte eine deutliche Veranderung
der Zellen zu Endothelzellen gesehen werden. Hégewine Streckung der Monozyten in die
Lange zu erwarten gewesen [23], die hodchstens nzaki nachgewiesen werden konnte
inmitten des vorherrschenden runden, makrophagéoben Zelltyps. So erklart sich dies

vermutlich auch aus dem fehlenden Gewinn von Eradpdiien.

4.3 Der Einfluss von CNP auf Zellwachstum und Diffeenzierung

Zunachst konnte eine Basisexpression der unstinetieMonozyten bzgl. der weiterhin zu

untersuchenden Rezeptoren bestimmt werden, so gielythier eine hohe Expression des
monozytaren CD14 bei niedrigen Expressionen von Gdiiie den CNP Rezeptoren NPR 2
und 3.

Unter Stimulation durch LPS kommt es zu einer Heghtation des inflammatorischen

Mediators TNFalpha, welche unter dem Einfluss viwPCGalleine ausbleibt. Die Reduktion

der TNFalpha Hochregulation in Medium mit dem Zasain CNP und LPS im Vergleich zu

LPS alleine konnte durch einen &hnlichen Mechansswie das immunmodulatorische
Potential von ANP zustande kommen. So inhibiert AtlRch Bindung an NPR-A das

TNFalpha, weiterhin steigert es Phagozytose undpfgse von Makrophagen, wodurch die
TNFalpha Produktion verringert wird [17, 51]. Sad isereits das antiinflammatorische
Potential von CNP von anderen Untersuchern bedmmi¢l8]. Es kdnnte auch hiermit die
Hochregulation von CNP und seinem Rezeptor NPR & ahtiinflammatorisches
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Gegengewicht durch LPS erklart werden. Ebenso stiGNP die CNP Produktion als auch
die Expression seines Rezeptors NPR 2 in den Zellestimulieren. Eine Reduktion der CNP
und der NPR 2 Expression in Medium mit dem Zusaz CNP und LPS ist aktuell nicht
ausreichend zu erklaren, eine Schadigung der Zelleoh die beiden Zusatze in den im
Rahmen dieser Dissertation verwendeten Konzentexiovare denkbar.

Wie bereits vorbeschrieben kdnnen Makrophagen deirciPolysaccharid wie LPS stimuliert
werden[28]. Ein gegenseitig sich verstarkender Prozesgrsacht moglicherweise die starke
Stimulation der Zellen durch Medium, das beide Zzess&nthalt. Dieser Effekt fehlt in dem
Medium mit einem einzelnen Zusatz, sodass entspneclkeine nennenswerte Stimulation
der Zellprolifertion von Tag 1 nach 7 im Vergleizh Standardmedium erfolgt.

Diese Ergebnisse konnen bis dato nur soweit diskutierden, da sie Vorversuche darstellen
und weiterer Erforschung, die nicht mehr im Rahrdesser Dissertation erfolgen kénnen,

bedirfen.
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5 Zusammenfassung

Die Anwendung autologer, vaskularisierter, humamansplantate konnte fur eine Reihe von
Erkrankungen einen deutlichen Vorteil zu den bisgéngigen Verfahren bringen. Am
Anfang eines solchen Unterfangens steht die Ziughigeeigneter vaskularer Zellen. Die
Problematik liegt jedoch in der Gewinnung solcheatiéhten-eigener Zellen. Eine
vielversprechende Mdglichkeit ist die Differenzieguder gewiinschten Endothelzellen aus
geeigneten Vorlauferzellen, die leicht zu erwerbienl. Hier stellen zum Beispiel Monozyten
aus dem peripheren Blut eine einfache Quelle dabeN den Vorteilen, die sie als
koépereigene Zellen bringen, sind sie noch nichistéhdig ausdifferenziert und beherbergen
somit ein erhohtes Differenzierungspotential duntds sie in andere Zellen, wie z.B.
Endothelzellen, ausdifferenzieren kbnnen. Es existi bereits eine Reihe von publizierten
Methoden die gewiinschten Monozyten aus den pegphBlutzellen zu gewinnen. Doch
stellt sich die Kultivierung und Differenzierung vaMonozyten schwierig dar und es gibt
bisher keine etablierte Methode diese Zellen intldutu halten. Das Ziel dieser Doktorarbeit
war neben Erforschung optimaler Kulturbedingungesser Zellen und deren Vermehrung
auch das Testen der Ausdifferenzierung in Zelledeear Zellreihen wie Endothelzellen.
Hierfir wurden die Zellen in unterschiedlichen Madiund Zusatzen gezlichtet, um tiefere
Erkenntnisse insbesondere tber den Einfluss verdeher Zusatze auf das Wachstum und
das Differenzierungspotential der gewiinschten Aetle erlangen. Zusatzlich als besonderer
Zusatz in diesem Zusammenhang CNP getestet undihme&n der Doktorarbeit ebenfalls die
optimalen Methoden zu Bestimmung von CNP in memnscdin Blut naher erforscht.

Zu diesem Zweck wurden monozytare Zellen aus dem iBenschlicher Probanden mittels
Zentrifugation mit Histopaque gewonnen und ans8elie in einem kommerziell erhaltlichen
Standardmedium kultiviert. Diesem Medium wurden&mae mit vermeintlichem Einfluss auf
monozytare Zellen zugefigt: im Einzelnen handelts sich hierbei um die
Wachstumsfaktoren IL-3 und M-CSF, autologem Serws Blonozytenspenders, FBS, das
bakterielle Polysaccharid LPS sowie CNP. Im Anssbluan eine siebentéagige
Kultivierungsphase in einem gewahlten Medium wuedee Differenzierung vorgenommen,
indem die Zellen in ebenfalls kommerziell erhdhbs Endothelzellmedium Uberfiihrt wurden.
Die Messung der Zellvitalitdt und damit der Vermetg der Zellen erfolgte durch den MTT
Vitalitatstest, der an bestimmten Zeitpunkten (ZIBg 1, 3 und 7) durchgefiihrt wurde, um
eine Vermehrungskurve erstellen zu koénnen. Zellemselben Charge wurde mittels
Immunhistochemie, Westernblot und real-time PCR endbharakterisiert, indem ein
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Nachweis monozytarer Oberflachenproteine wie CDhbd €D68 als auch der Proteine
endothelialer Zellen wie VEGF, CD144, CD106 —soweejbrimiert- versucht wurde. Ebenso
wurden in den Versuchen, die CNP oder LPS beinfealteneben der Expression monozytarer
Oberflachenproteine wie CD14 auch die ExpressiorP Cdlevanter Rezeptoren sowie die
Expression von Zytokinen untersucht. Im RahmersiNebenversuchs wurde auch eine
optimale Bestimmungsmethode des CNP in menschlicBém durch den ELISA Test
gesucht.

Es konnte nachgewiesen werden, dass zwar durclthiedene Zusatze zu den bisher
verwendeten Medien eine Zunahme der gewonnenerzab&n erzielt werden kann.
Insgesamt wurden drei neue Medien, die deutlicrel®Zellausbeuten als das bisher von den
meisten Untersuchern verwendete Medium erzielemteon gefunden. Gleichzeitig zeigte
sich aber, dass —ob mit oder ohne Zusatze- einaff®remzierung und gleichzeitige
Verhinderung der Differenzierung der Monozyten mén hier untersuchten Medien und
Methoden kaum gelingt. Durch Verbesserung der dshiaute konnen vielleicht in Zukunft
an dieser Stelle weitere Ansatze zu einer Dediftaerung der Monozyten versucht werden.
Zudem erfolgte eine erfolgreiche Identifikation d@berflachenproteine der mit den bisher
gangigen Methoden gezichteten Zellen. Aktuell rgtaand der gewonnen Hinweise davon
auszugehen, dass es sich hierbei vornehmlich um rdghkgen und nicht um
dedifferenzierte Zellen mit weitreichendem Diffezesrungspotential wie bisher vermutet
handelt.

Weiterhin konnten Einflisse des CNP und LPS auf d&gten/Makrophagen nachgewiesen
werden, so zeigt sich eine deutliche Stimulatidiammatorischer Mediatoren sowie CNP

assoziierter Rezeptoren mit Hinweisen auf einenummodulatorischen Einfluss des CNP.
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6 Abklrzungsverzeichnis

AK
AG
ANP
APS
AS
AU
AU WF
Auto
BCA
BNP
BSA
CD
cDNA
cGMP
CNP
DMEM
DNA
dNTP
EC
EDTA
EIA
ELISA
FBS
FBS WF

GAPDH

HE

HRP

IL

KD

LPS

LSAB- HRP

Antikorper

Antigen

atriales natriuretisches Protein
Ammoniumpersulfat

Aminosaure

Medium mit Zusatz von autologem Serum
Medium mit dem Zusatz von autologem Serurd Wachstumsfaktoren
Medium mit dem Zusatz von autologem Serum
bicinchoninic acid / Bicinchoninséure

brain natriuretic peptide

bovines Serumalbumin

cluster of differentiation

copy desoxyribonucleic acid

cyclisches Guanosinmonophosphat

c-type natriuretic peptide

Dulbecco’s modified eagles’s medium
desoxyribonucleic acid
Desoxyribonukloesidtriphosphate

endothelial cell

Ethylendiamintetraessigsaure
enzymgekoppelter Immunadsorptionstest
enzyme-linked immunosor bent assay

fetales bovines Serum

Medium mit dem Zusatz von fetalem bovinemu8eund
Wachstumsfaktoren
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
Hamatoxylin- Eosin

hor seradish peroxidase

Interleukin

Kilodalton

Lipopolysaccharid

labelled streptavidin- biotin system, horseradish peroxidase
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Mak

M- CSF
MG

mM
M-MuLV
MOMC
MRNA
MTT
MW
NacCl
NaF
NH3
NPR-B
PCMO
PBS
PCR
RNA
RPM
RT-PCR
P/S
PVDF
SA- HRP
SD

SDS
TNF
TNF Alpha
TEMED
TRIS
VEGEF
VEGEF-R
WB

WF

Makrophagen

makrophage- colony stimulating factor
Molekulargewicht

Millimol

moloney murine leukemia virus
monocyte- derived multipotential cell
messenger ribonucleic acid

3-(4, 5-Dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-Diphenyl&zolium Bromid
Mittelwert

Natriumchlorid

Natriumfluorid

Ammoniak

natriuretischer Peptidrezeptor B
programmable cell of monocytic origin
phosphate buffered saline
Polymerase- Kettenreaktion
ribonucleic acid

rounds per minute

Reverse- Transkriptase Polymerase Kettktoea
Penicillin/ Streptomycin
Polyvinylidenfluorid
streptavidin- horseradish peroxidase
Standardabweichung
sodium dodecyl sulfate
Tumornekrosefaktor
Tumornekrosefaktor Alpha
tetramethylethylendiamine
Trishydroymethylaminomethan
vascular endothelial growth factor
vascular endothelial growth factor receptor
Westernblot

Wachstumsfaktoren
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