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Kurzfassung

Kurzfassung

Das Ziel dieser Arbeit war die Etablierung eines Kultivierungskonzepts zur Endothelialisierung
einer bioartifiziellen Gefal3prothese. Dazu wurde zundchst eine passende patienteneigene
(autologe) Endothelzellquelle gesucht, die den klinischen Anforderungen einer
endothelialisierten GefaRprothese entsprachen. Dazu zdhlt, dass die verwendeten
Endothelzellen einer leicht zuganglichen Quelle entstammen und immunologisch neutral
eingesetzt werden konnen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, dass endotheliale
koloniebildende Zellen (ECFCs) aus dem peripheren Blut in hoher Anzahl in unbeschichteten
Zellkulturgefallen ohne den Zusatz von artifiziellen Matrixproteinen isoliert und vermehrt
werden konnten. Durch die Vermeidung fremdartiger (allogener) Oberflachenbeschichtungen
wurden Richtlinien flr Arzneimittel neuartiger Therapien (ATMP) berucksichtigt, die fir die
zukinftige medizinische Zulassung der bioartifiziellen Gefal3prothese relevant sind. Neben der
immunologischen Neutralitat der Zellen sollten die angesiedelten Endothelzellen auch ihre
funktionellen und adhéasiven Eigenschaften unter in vivo Stromungsbedingungen beibehalten.
Daher wurde die Auswirkung verschiedener Scherstressprofile sowie der Einfluss eines
physiologischen Pulses auf die Funktion sowie Mechanosensitivitat der isolierten ECFCs im
Vergleich zu Kklassischen endothelialen Modellzellen aus der Literatur, den humanen
Nabelschnurvenenendothelzellen (HUVECS), untersucht. Ein pulsatiler arterieller Scherstress
erwies sich dabei als erforderlich, um in ECFCs eine signifikante Veranderung der
Zellmorphologie, Zellausrichtung und Zell-Zell-Verbindungen hervorzurufen. Zudem wurde
analysiert, inwieweit eine Vorkonditionierung unter einem hohen Scherstress zur arteriellen
Differenzierung der unreifen ECFCs flihrte. In diesem Zusammenhang wurde gezeigt, dass eine
dynamische Kultivierung der ECFCs unter einem arteriellen Scherstress ein Genprofil
induzierte, das mehr in Richtung eines arteriellen als eines vendsen Phénotyp weist. AulRerdem
konnte festgestellt werden, dass die Vorkonditionierung von ECFCs unter Fluss eine
Unterdrickung atherogener Marker sowie eine Hochregulierung antithrombotischer Gene
selbst unter dem Einfluss eines inflammatorischen Zytokins induzierte. Weiterhin wurde
untersucht, inwieweit die isolierten ECFCs die Fahigkeit besitzen, durch die Stimulation mit
dem Wachstumsfaktor PDGF-BB in Gefaimuskelzelléhnliche Zellen zu transdifferenzieren.
Dabei konnte eine signifikante Hochregulierung GefalBmuskelzellahnlicher Marker mit

zunehmender PDGF-BB-Konzentration im Medium in ECFCs nachgewiesen werden.

Schlagwdorter: Endothelialisierung, bioartifizielle GefaBprothese, endotheliale

koloniebildende Zellen, Scherstress
"I



Abstract

Abstract

The aim of this work was to establish a cultivation concept for the endothelialization of a
bioartificial vascular graft. For this purpose, a suitable source of the patient's own (autologous)
endothelial cells (ECs) was sought to meet clinical requirements of an endothelialized vascular
prosthesis. This includes that the ECs used derive from an easily accessible source and can be
used in an immunologically neutral manner. In this work it was shown that endothelial
colony-forming cells (ECFCs) could be isolated from peripheral blood and cultivated for further
experiments in high numbers in uncoated culture vessels without using artificial matrix proteins
as additives. By avoiding foreign (allogeneic) surface coatings, guidelines for advanced therapy
medicinal products (ATMP) were taken into account, which are relevant for the future medical
approval of the bioartificial vascular prosthesis.

In addition to the immunological neutrality of the cells, the seeded ECs should also maintain
their functional and adhesive properties under in vivo flow conditions. Therefore, the effect of
different shear stress rates and the influence of a physiological pulse on the function and
mechanosensitivity of the isolated ECFCs were investigated in comparison to model endothelial
cells from the literature, the human umbilical vein endothelial cells (HUVECS). Pulsatile
arterial shear stress was found to be required to induce significant changes in cell morphology,
cell alignment, and cell-cell-contacts in ECFCs.

In addition, it was analyzed to what extent preconditioning under high shear stress led to arterial
differentiation of the immature ECFCs. In this context, it was shown that dynamic cultivation
of ECFCs under arterial shear stress induced a gene profile that pointed more into the direction
of an arterial than a venous phenotype. In addition, it was found that preconditioning of ECFCs
under flow induced suppression of atherogenic markers and upregulation of antithrombotic
genes even under the influence of an inflammatory cytokine.

Furthermore, it was investigated to what extent the isolated ECFCs have the ability to
transdifferentiate into smooth muscle cell-like cells when stimulated with the growth factor
PDGF-BB. A significant upregulation of muscle cell-like markers with increasing PDGF-BB
concentration in the medium in ECFCs could be detected.

Keywords: endothelialization, bioartifical vascular graft, endothelial colony forming cells,

shear stress
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Einleitung

1 Einleitung

Im Jahr 2019 wurden 32 % aller Todesfalle auf kardiovaskuldare Krankheiten zurtickgefihrt.
Diese gingen zumeist mit der Haufung an atherosklerotisch bedingten Grunderkrankungen
einher, welche sich u.a. in einer peripheren Verschlusskrankheit der Extremitéten, einer
Carotisstenose  oder  einer  koronaren  Herzerkrankung  manifestieren  kdnnen
(Siewert und Brauer, 2007). Die Weltgesundheitsorganisation ordnet derzeit kardiovaskulare
Erkrankungen als haufigste Todesursache weltweit ein (WHO, 2019). Gerade im Bereich der
Koronararterien kann die Ablagerung fetthaltiger Plaques (Stenose) zur Verengung der
Herzkranzgefalle und damit zur Schadigung des Herzmuskels fuhren, was einen tddlichen
Herzinfarkt zur Folge hat (Zilles und Tillmann, 2011). Nach der Diagnose eines verengten
GeféaRes gibt es verschiedene Therapiemoglichkeiten, um die Durchblutung des GefaRes
wiederherzustellen. Dazu zdhlen blutverdiinnende medikamentdse Therapien sowie
gefalerweiternde  MaRnahmen wie Ballondilatationen und  Stentimplantierungen.
(Siewert und Brauer, 2007) Ist die Wiederherstellung der Gefaldurchblutung jedoch nicht
mehr mdoglich, wird die Stenose mithilfe einer korpereigenen Vene (autolog) bzw. einer
korperfremden (allogenen) Vene aus einer Leichenspende oder sogar einer xenogenen Vene
aus einer Tierspezies oder mit einer synthetischen Gefalprothese Uberbrickt.
(Bergmeister et al., 2013) In der klinischen Praxis sind autologe GefaRRe besonders glinstig, da
sie im Vergleich zu allogenen GeféaRen keine immunsuppressive oder antibiotische Therapie
voraussetzen. Sie sind jedoch bei é&lteren Patienten aufgrund des Alters und
Gesundheitszustandes nur begrenzt verfugbar. Aus diesem Grund werden seit einigen
Jahrzehnten synthetische Geféal3prothesen auf Kunststoffbasis eingesetzt. Diese weisen eine
gute Blutvertraglichkeit auf und koénnen in hoher Stiickzahl produziert werden. Allerdings
bergen synthetische GefaRe mit kleinen Durchmessern (<6 mm) trotz Begleitantikoagulation
oft ein erhdhtes Thromboserisiko. Daher wird im Bereich des Tissue Engineerings an
bioartifiziellen Geféal3prothesen geforscht. (Blume et al., 2022) Das Tissue Engineering bildet
ein interdisziplindres Forschungsfeld fir Bio- und Ingenieurswissenschaften ab, dessen
Grundprinzip aus der Gewebeneubildung durch die Ansiedlung von Zellen auf einer
Tragerstruktur (Scaffold) besteht. Das Scaffold-Material sollte eine hohe Biokompatibilitat
aufweisen und entsprechend seines Degradationsverhaltens durch korpereigene Zellen im
Organismus sukzessive ersetzt werden. (Aper, 2015) Eine Endothelialisierung vor Implantation

der GefaRprothese erscheint in jedem Falle gunstig, um diesen Prozess zu unterstitzen
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(Cheng et al., 2013). Gleichzeitig sollten die hierfir verwendeten Zellen immunologisch
neutral, leicht zuganglich und in einer hohen Zellzahl expandierbar sein (Blume et al., 2022;
Brown et al., 2009). Weiterhin gilt die Besiedelung der innersten Schicht der Prothese mit
patienteneigenen Zellen als vorteilhaft, um die Biovertraglichkeit der GeféaRprothese zu
verbessern und die Risiken einer Thrombose zu minimieren. Zudem sollte die besiedelte
GeféaBRprothese den physiologischen Bedingungen standhalten, weswegen eine Kultivierung
und Konditionierung der besiedelten Prothese in einem Bioreaktorsystem notig ist
(Melchiorri et al., 2016; Martin et al., 2014).



Zielsetzung

2 Zielsetzung

Das Ziel der vorliegenden Dissertation ist die Entwicklung von Kultivierungsstrategien zur

Herstellung einer bioartifiziellen patientenspezifischen Gefaliprothese.

Als zentrales Ziel der Promotion steht die ErschlieBung einer autologen Zellquelle zur
Endothelialisierung der Gefalprothese. Diese sollte spenderunabhéngig leicht isolierbar sein
und ein hohes Proliferationspotential aufzeigen. Endotheliale Progenitorzellen (EPCs) erweisen
sich aufgrund ihres Stammzellcharakters als geeignete Zellquelle und sollen daher mithilfe

eines Zellisolationsverfahrens gewonnen und expandiert werden.

Als weiteres Ziel steht die Kultivierung der isolierten EPCs in Scherstress-Minikammern, um
den Effekt eines physiologischen pulsatilen Blutflusses auf die Differenzierung,
Zellmorphologie und Gewebebildung zu untersuchen. Dabei sollen verschiedene
Scherstressbedingungen  fir die  zukinftige Kultivierung in einem  modularen

Bioreaktorreaktorsystem ausgetestet werden.
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3 Theoretischer Teil

In dieser Arbeit soll ein Kultivierungskonzept zur Endothelialisierung bioartifizieller
Gefaliprothesen entwickelt werden. Im Folgenden werden daher zunéchst die Grundlagen des
anatomischen Aufbaus sowie die Funktionen des vaskuldren Endothels ndher beleuchtet
(Kapitel 3.1). Dabei wird insbesondere auf den Einfluss der hdmodynamischen Kréafte auf die
Funktionalitat des Endothels eingegangen. Weiter wird ein Uberblick tiber den derzeitigen
Stand der Technik des vaskuldaren Tissue Engineerings gegeben (Kapitel 3.2) und schliellich
auf die besondere Rolle der endothelialen Vorlauferzellen (EPCs) im Tissue Engineering
(Kapitel 3.3) hingewiesen. Dabei wird auf die Isolationsmethode der EPCs im Allgemeinen

eingegangen. Zusatzlich werden die Marker zur Charakterisierung der EPCs vorgestellt.

3.1 Das vaskulare System

Die Entwicklung des menschlichen Blutgefalisystems basiert auf den Mechanismen der
Vaskulogenese und Angiogenese (Joussen et al., 2003). Dabei beschreibt die Vaskulogenese
die embryonale GeféaRneubildung (Kalkaetal., 2000), wahrend die Angiogenese die
Entstehung und das Wachstum neuer Blutgeféal3e aus bereits bestehenden Geféllen im adulten
Organismus kennzeichnet (Joussen et al., 2003). Das Blutgefalsystem setzt sich aus einem
vaskularen Netzwerk zusammen, das Arterien, Arteriolen, Kapillaren sowie Venolen und
Venen umfasst.

Arterielle und vendse Blutgefale sind in konzentrischen Schichten aufgebaut und werden von
innen nach auen in Intima (lat. Tunica intima), Media (lat. Tunica media) und Adventitia (lat.

Tunica externa) unterteilt (Abbildung 1) (Stegemann et al., 2007).
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Abbildung 1: Darstellung der konzentrischen Schichten einer Arterie und Vene (modifiziert nach

Sorrentino und Haller, 2011).

Die innerste Gefalischicht (Intima) besteht aus einem einschichtigen Endothel, das auf einer
Basalmembran aufliegt. Sie fungiert als Barriere zwischen Blut und Interstitium
(Zilles und Tillmann, 2011). Direkt an die Endothelschicht grenzt das Stratum subendotheliale,
bestehend aus lockerem Bindegewebe und Gefalmuskelzellen, welches in Arterien zusatzlich
von einer Membrana elastica interna umfasst ist. Die Media bezeichnet eine ringférmig
angeordnete Muskelschicht aus glatten GefaBmuskelzellen, die von einer Extrazelluldrschicht
aus proteoglykanreicher Grundsubstanz mit elastischen und kollagenen Fasern vom Typ |
und 111 umgeben sind. Die Adventitia setzt sich iberwiegend aus lockerem Bindegewebe und
Fibroblasten zusammen und wird in groBen Geféalien durch das vasa vasorum, einem Netzwerk
aus Kkleinsten Arterien und Venen, mit Sauerstoff und Néhrstoffen versorgt.

(Stegemann et al., 2007).

3.1.1 Aufbau und Funktion des Endothels

Das auf der Basalmembran aufliegende Endothel nimmt wichtige Funktionen innerhalb der
GefalRwand ein (Zilles und Tillmann, 2011). Zum einen bildet es die Barriere zwischen Blut
und dem Gefdlumen (RoOsen, 2008). Dies ist insbesondere bei Diffusions- und
Transportvorgéngen entscheidend, da dabei der Austausch von Sauerstoff und Metaboliten tiber

die GefaBwand reguliert wird. Uber das Endothel wird auRerdem die Adhasion von
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Blutbestandteilen wie Thrombozyten und Leukozyten sowie die Blutgerinnung kontrolliert.
(Aird, 2012; Aird, 2007)

Dabei wird zwischen drei Endothelarten unterschieden (Abbildung 2) (Risau, 1998). Arterien
und Venen besitzen ein kontinuierliches Endothel, welches durch dichte Zell-Zell-Kontakte
gekennzeichnet ist (Aird, 2007). Das fenestrierte Endothel befindet sich unter anderem in der
Niere und besitzt 20-100 nm grof3e intrazellulare Liicken, welche eine semipermeable
Durchlassigkeit und Filtration bestimmter Molekiile erlauben (Jourde-Chiche et al., 2019).
Daneben weist das diskontinuierliche Endothel, wie es im Knochenmark oder der Leber
vorhanden ist, grofRe Poren auf, wodurch parazelluldre Stoffe transportiert werden kénnen

(Racanelli und Rehermann, 2006; Risau und Flamme, 1995).

Kontinuierlicher Typ Fenestrierter Typ Diskontinuierlicher Typ

Basalmembran ~—

£ \

Endothelzellschicht

o TN a7 \
- / Ay
' /// g Vo' 4 Liickenhafte
Q oA Ql \\// Basalmembran
lnterzellularspalte/ grofRe Poren und Interzellularspalten Inter- und Intrazellulére Licken

Abbildung 2: Darstellung der unterschiedlichen Endothelarten. Kontinuierliches, fenestriertes und diskontinuierliches
Endothel (modifiziert nach Alabi et al., 2018).

Die im vaskuldren System vorhandenen Endothelzellen weisen eine flache und polygonale in
Richtung des Blutflusses ausgerichtete Morphologie auf (Heo etal., 2014). Sie sind
untereinander durch Gap und Tight Junctions verbunden und durch einen Stressfaserkomplex
aus Aktin-Filamenten vor der Abldsung durch Scherkréfte der Blutstromung geschitzt
(Wallez und Huber, 2008; Tzima et al., 2005; Zilles und Tillmann, 2011).

Uber das Endothel werden vasodilatatorische (gefaRweitend) und vasokonstriktorische
(gefallverengend) Stoffe sezerniert, wodurch der Gefélstonus und Blutdruck kontrolliert werden
(Risau und Flamme, 1995). Als Schlisselrolle kommt den Endothelzellen die Regulation der
Blutgerinnung sowie das Aufrechterhalten des Gleichgewichts zwischen pro- und
antithrombotischen Faktoren zu (Steffel und Liischer, 2010). Im physiologischen Zustand stellt
das Endothel eine geschlossene, nicht-thrombogene Oberflache dar - die Entwicklung von
Thromben wird verhindert. Das unverletzte Endothel sezerniert (freisetzen) vasoaktive (die
GeféaBmuskulatur beeinflussend) Substanzen, die die Interaktion von Endothelzellen, glatten

GefélBmukelzellen und zirkulierenden Zellen steuern und inflammatorische (entztndliche) und
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thrombogene Prozesse regulieren (Zilles und Tillmann, 2011). Das Stickstoffmonoxid (NO)
stellt dabei einen wichtigen Bestandteil in der Regulation der Thrombogenese dar
(Watson et al., 2009). Das freie Radikal NO wird in Endothelzellen durch die endotheliale
NO-Synthase (eNOS) aus L-Arginin produziert. Durch die Ausschittung von NO kommt es
zur Relaxation (Entspannung) der GefaBmuskelzellen und damit zur Geféalierweiterung. NO
wirkt aullerdem der Adhédsion von Thrombozyten an der GeféRoberflache entgegen. Die
Wechselwirkung zwischen Endothel und zirkulierenden Thrombozyten wird durch einen
weiteren Faktor beeinflusst. Endothelzellen synthetisieren Prostazyklin, ein Produkt des
Arachidonsaurestoffwechsels. Prostazyklin wirkt vasodilatatorisch und der Adhésion und
Aggregation von Thrombozyten entgegen. Im Gegensatz dazu sezernieren Thrombozyten
vasokonstriktorische Mediatoren wie Thromboxan und Serotonin, die die Aggregation von
Blutplattchen aktivieren. (Résen, 2008; Quaschning et al., 2000; Cines et al., 1998)

Im Falle einer Endothelschadigung wird eine hdmostatische (blutstillende) Reaktionskaskade
ausgelost. Zunéchst sorgt die durch die Vasokonstriktion induzierte verminderte Durchblutung
des Gefales zu einem Anstieg an Gerinnungsfaktoren (Galley und Webster, 2004). Durch die
Adhdsion von Thrombozyten und weiteren Blutpldttchen entwickelt sich das ,,primére
Gerinnsel“ (Rosen, 2008). Der Koagulationsfaktor Thrombin wird durch die Expression von
Tissue Factor (TF) und im Blut zirkulierendem Faktor VIla gebildet (Cines et al., 1998).
Thrombin aktiviert daraufhin Fibrinogen zu Fibrin, wodurch ein stabiles Netz aus
fibrinhaltigem Thrombozytenaggregat - das ,,sekundéire Gerinnsel* entsteht (Scheraga, 2004;
Rdsen, 2008). TF ist ein Membranglykoprotein, das hauptséchlich von Fibroblasten und glatten
Gefallmuskelzellen exprimiert wird (laizzo, 2010). Eine Wechselwirkung zwischen TF und
Faktor VIla tritt nur im Falle einer endothelialen Dysfunktion auf, welche nicht nur bei
Schédigung des Endothels, sondern auch in einem morphologisch intakten Endothel durch
Stressfaktoren ausgeldst werden kann (Esper et al., 2006; Rdsen, 2002). Dazu zdhlen
Infektionen,  turbulenter  Scherstress,  Proteine  der  Gerinnungskaskade  sowie
proinflammatorische Stimuli wie der Tumornekrosefaktor-a (TNF-a), Interleukin—1R8 (11-1R)
und Interleukin-6 (11-6) (Vallance und Collier, 1997; Fitts et al. 2014; Belhassen et al., 2001;
Radsen, 2008). Die Freisetzung der inflammatorischen Zytokine TNF-a, 11-18 sowie I1-6 erfolgt
insbesondere nach kardiochirurgischen Eingriffen, in denen beispielsweise eine
Herzlungenmaschine zur Aufrechterhaltung der Blutzirkulation eingesetzt wird (Meierin, 2013;
Schropfer, 2005). Eine Mikroinflammation der Plaques mit TNF-a als Prognosefaktor fir die
Progression wird aber auch grundsétzlich fir die Prognose der Atherosklerose mit konsekutiver
Gefalisklerose und — thrombose diskutiert. Daher sind Modelle, die TNF-a zur Simulation
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atherosklerosefordernder Endothelveranderungen einsetzen, wichtig zur Beurteilung
antithrombogener Faktoren (Wolf und Ley, 2019).

Dem Gerinnungsaktivator TF stehen die gerinnungsauflésenden Proteine Thrombomodulin und
Gewebeplasminogenaktivator (tPA) entgegen (Cines et al., 1998). Thrombomodulin bindet als
membranbestdndiger ~ Rezeptor ~an  Thrombin  und  aktiviert  damit  das
Thrombomodulin-Protein-C-System (Lin et al., 2005). Das im Endothel exprimierte tPA
aktiviert die Bildung von Plasmin, wodurch die Auflésung der Fibrin-vernetzten Thromben
durch die Fibrinolyse hervorgerufen wird (Zilles und Tillmann, 2011; Cines et al., 1998).

Das intakte vaskuldre Endothel nimmt demnach entscheidende Funktionen in der
Aufrechterhaltung der H&mostase sowie in der Regulation der Thrombogenese ein. Die auf der
Basalmembran liegenden Endothelzellen beeinflussen durch ihre vasodilatatorischen
Eigenschaften die Hamodynamik und weisen eine Mediatorfunktion auf, wodurch auch
GeféBprozesse wie die Angiogenese gezielt gesteuert werden. (Zilles und Tillmann, 2011;
Steffel und Lischer, 2010). Sie sind in dieser Weise der Pathologie der Atherosklerose und
Thrombose besonders ausgesetzt.

3.1.2 Hamodynamische Kréfte

Endothelzellen sind durch den kontinuierlichen, pulsatilen Blutstrom hédmodynamischen
Kraften ausgesetzt. Das Blutstromprofil ist abhéngig von der Blutflussgeschwindigkeit und der
geometrischen BlutgefaBbeschaffenheit. Die im Blutgefdl? wirkenden hdmodynamischen
Krifte lassen sich durch die Gesetze der Hydrodynamik beschreiben. Das Ohm’sche Gesetz der
Elektrizititslenre  kann dafir auf stromende Fllssigkeiten Ubertragen  werden
(Mdller et al., 2009). Es beschreibt den Zusammenhang zwischen Stromstarke, Widerstand und
Spannung. Das Blut flieBt mit einer Volumenstromstarke nur in Anwesenheit eines
Druckgefalles im BlutgefaR, welches zur Uberwindung des Stromungswiderstandes dient. Die
Volumenstromstérke I ist direkt proportional zur Druckdifferenz AP und indirekt proportional

zum Stromungswiderstand R (Formel 1). (Schmidt et al., 2011)

v _ap L)
9t R
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Der mittlere arterielle Druck und der zentrale Venendruck geben dabei die Druckdifferenz vor.
Der Stromungswiderstand setzt sich aus der Wandreibung und der inneren Reibung des Blutes
zusammen, welche wiederum von der Viskositét des Blutes abhéngig ist. (Rein et al., 2013)
Als weiteres physikalisches Gesetz beschreibt die Formel nach Hagen Poiseuille das Verhaltnis
von Druckdifferenz und Viskositat p des Blutes in Abhédngigkeit vom Gefaliradius r und der
GeféaBlange | (Oertel et al., 2015; Ramm, 2013):

rt-m- AP (2)
8-u-l

Unter Betrachtung des Ohm’schen Gesetzes (Formel 1) kann der Stromungswiderstand R wie

folgend beschrieben werden (Muller et al., 2009):

8-u-l 3

Eine Erhohung des GeféaRradius verringert dabei den Stromungswiderstand und bewirkt
gleichzeitig eine Zunahme der Volumenstromstarke (Schmidt et al., 2011).

Unter Berticksichtigung der Hagen-Poisseuille-Gleichung (Formel 2) kann zudem die auf die
GeféaBinnenwand wirkende Kraft, der sogenannte Scherstress gleichbedeutend mit der
Wandschubspannung, beschrieben werden. Der durch den tangentialen Blutfluss verursachte
Scherstress  bezeichnet die Kraft pro Flacheneinheit, welche auf die luminale
Endothelzelloberflache wirkt und wird in Pascal (Pa), Newton pro Quadratmeter (N/m?) oder
dyn/cm? angegeben (Secomb, 2016).
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Abbildung 3: Schematische Darstellung des durch den tangentialen Blutfluss verursachten Scherstresses (Modifiziert
nach Malek et al., 1999).

Der Scherstress 7 ist direkt proportional zur Geschwindigkeit Q sowie der Viskositat p des
Blutes und umgekehrt proportional zum luminalen GefaRradius R (Schmidt et al., 2011). Er

lasst sich durch folgende Formel berechnen:

R3

T =

Voraussetzung fur Formel 4 ist ein konstanter Lumendurchmesser und ein laminares
Stromungsprofil. Der vom tangentialen Blutfluss ausgeldste Scherstress entspricht in arteriellen
BlutgefaBen Werten von 10 bis 70 dyn/cm?, im venosen GefaBsystem 1 bis 6 dyn/cm?
(Aird, 2007).

3.1.3 Einfluss von Scherstress

Der durch den Blutfluss induzierte Scherstress kann je nach Blutstromprofil (laminar,
oszillierend, turbulent) die Endothelzellfunktion regulieren (Peters, 2018). In geraden
GeféRabschnitten ist der durch den tangentialen Blutfluss ausgeldste Scherstress unidirektional
und laminar pulsatil (Kutikhin et al., 2018). Mechanosensoren auf der endothelialen Oberflache
I6sen in Folge von Scherstress intrazelluldre biochemische Reaktionen aus (Tzima et al., 2005).
Der als Mechanotransduktion bezeichnete Ubersetzungsprozess eines mechanischen Stimulus
in intrazelluldre Signale fihrt zur Mechanotransmission — der physikalischen Weiterleitung der
Signale in das darunter liegende Gewebe (Davies et al., 2013; Chistiakov et al., 2017). Dieser

mechanosensorische  Komplex  setzt sich  zusammen aus dem  vaskuldren
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endothelialen Wachstumsfaktor Rezeptor 2 (VEGFR-2), demThrombozyten-Endothelzellen-
Adhésionsmolekul (PECAM-1), Integrinen, Zellverbindungsproteinen, der Glykokalyx und
dem Aktingerist (Tzima et al., 2005; Culver und Dickinson, 2010; Charbonier et al., 2019;
Obi et al., 2012).

Laminarer Blutstrom,
hoher Scherstress

— _ /
\\
\
\\
\

/\

/\

\\\\\i\
~ 2o L:T:- ~(“‘\\

/ ~ \\} o 4

Oszillierender Blutstrom, S Laminarer Blutstrom,
niedriger Scherstress ~

hoher Scherstress

Atherogene Effekte / Atheroprotektive Effekte

KLF2] \\ j VCAM-1]

eNOS | KLF27

NF«B-Aktivierung: eNOS?T

VCAM-11 Proliferation glatter Muskelzellen
ICAM-11 Vasodilatation T

E-Selectin

Abbildung 4: Oszillierende versus laminare Stréomung und deren atherogene bzw. atheroprotektive Wirkung
(modifiziert nach Kuhlmann et al., 2014).

Ein laminares und pulsatiles Stromungsprofil wirkt anti-apoptotisch (den programmierten
Zelltod verhindernd) und induziert eine anti-inflammatorische Endothelzellfunktion, die durch
die Hochregulierung des Enzyms eNOS sowie des Transkriptionsfaktors Kriippel-like-factor-2
(KLF2) gekennzeichnet st (Abbildung 4) (Ishibazawa et al., 2011; Rossi et al., 2010;
Dekker et al., 2002). Die Expression des Zinkfingerproteins KLF2 wird in Abhédngigkeit vom
Scherstress reguliert und wirkt atheroprotektiv, indem die Expression entziindungsfordernder
Mediatoren und  Adhésionsmolekile  verhindert wird  (SenBanerjee et al., 2004;
Wang et al., 2006).

Scherstress  fuhrt zur Deformation der Zellmembran, wodurch das an den
Zell-Zell-Kontaktstellen lokalisierte PECAM-1 aktiviert wird (Davies, 2009). PECAM-1 agiert
als Mechanotransducer und Ubertragt tiber die Phosphorylierung von Tyrosin- und Serinresten
Signale ins Zytoplasma (Conway und Schwartz, 2015; Chiu etal., 2008). In Folge der
mechanischen Belastung werden Signale Giber PECAM-1 in einen Komplex aus VEGFR-2 und
vaskulér-endothelialem (VE)-Cadherin eingeleitet (Pahakis et al., 2007;
Culver und Dickinson, 2010; Conway et al., 2013). Die Aktivierung von VEGFR-2 fuhrt
daraufhin zur Phosphorylierung von eNOS und der Freisetzung von NO (Kutikhin et al., 2018).

11
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Unter physiologischem Scherstress wird aul’erdem vermehrt Thrombomodulin produziert und
TF herunterreguliert (Ishibazawa et al., 2011; Rossi et al., 2010).

In verzweigten und unregelmélRigen Gefallabschnitten entstehen turbulente und oszillierende
Stromungen. Dadurch wird im GeféalRendothel ein atherogener Phénotyp hervorgerufen, der
durch ein proinflammatorisches Genexpressionsprofil charakterisiert ist (Abbildung 4)
(Johnson et al., 2011). Der  proinflammatorische  Transkriptionsfaktor  ,, Nuclear
kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells (NF-xB) aktiviert endotheliale
Adhasionsmolekiile wie vascular cellular adhesion molecule-1 (VCAML), intercellular
adhesion molecule-1 (ICAM1) und E-Selektin, die zur erhéhten Aggregation von Leukozyten
und einer endothelialen Dysfunktion beitragen (Baskurt et al., 2007; Malek und Izumo, 1995;
Ando und Kamiya, 1996). Das Adhasionsmolekiil VCAML1 fordert die Adhé&sion zirkulierender
Monozyten und  T-Lymphozyten (Davies etal., 1993). Diese  Zellen  kdnnen
Matrixmetalloproteasen und Zytokine wie Tumornekrosefaktor-o. (TNF-o) sekretieren und
somit die Expression entzundungsfordernder Faktoren anregen, wodurch die Bildung
atherosklerotischer Plaques initiiert wird (Walpoth et al., 2020).

3.2 Vaskulares Tissue Engineering

Atherosklerotische Plaques kdnnen eine Verengung (Stenose) der Gefédlle und damit eine
Beeintrachtigung der GefalRdurchblutung verursachen. Insbesondere im Bereich der
Koronararterien kann eine Stenose der HerzkranzgeféaRRe zur Schadigung des Herzmuskels bis
zum Herzinfarkt fihren. Koronare Herzkrankheiten zéhlen weltweit zu den haufigsten
Krankheits- und Todesursachen. (Siewert und Brauer, 2007) Kann ein verengtes Gefal} nicht
medikamentds oder durch den Einsatz von Ballondilatationen und Stentimplantationen
behandelt werden, wird die Durchblutung des Herzens durch eine Uberbriickung der Stenose
mithilfe einer korpereigenen (autologen) beziehungsweise alloplastischen Gefél3prothese
wiederhergestellt. Mit (ber 70.000 Operationen pro Jahr zahlen die sogenannten
Bypassoperationen in  Deutschland zu den h&ufigsten Eingriffen am Herzen.
(Bergmeister et al., 2013; UKSH, 2022). Dartiber hinaus tragen aortale Carotis-Stenosen zu
haufigen Schlaganféllen mit fatalem Ausgang bei. Auch die periphere arterielle
Verschlusskrankheit muss u. a. durch gefadlweitende oder durch Bypasstherapien hdufig

behandelt werden, um einen Erhalt der funktionellen Extremitét zu sichern.
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3.2.1 Klinischer GefaRersatz

Als ubliche autologe BypassgefaRRe werden die vena saphena (Beinvene), die arteria mammaria
interna (innere Brustkorbarterie) sowie die arteria radialis (Speichenarterie) verwendet
(Siewert und Brauer, 2007). Dabei ist zu beachten, dass arterielle Bypésse eine hdohere
Durchgangigkeitsrate (90 % nach zehn Jahren) im Vergleich zu vendsen Bypassen (60 % nach
zehn Jahren) aufweisen (Sabik 111 et al., 2005). Neben dem Risiko der Re-Stenosierung durch
die Bildung atherosklerotischer Plaques, zdhlen Vorerkrankungen und die limitierte
Verflgbarkeit zu den Einschrankungen der Verwendung autologer (transplantiertes Material
desselben Spenders) Geféal3prothesen (Aper et al., 2015; Isenberg et al., 2006). Dabei ist zu
beachten, dass zusatzlich zu autologen Bypassgefalien ebenfalls allogene (transplantiertes
Material aus fremdem Spender) und xenogene (transplantiertes Material aus fremder Spezies)
GeféRe vendsen und arteriellen Ursprungs Verwendung finden. Da diese allerdings ein erhohtes
Risiko unerwinschter Infektionen und AbstoRungsreaktionen nach dem Implantieren bergen,
ist eine entsprechende medikamentdse Therapie in Form von Immunsuppressiva und
Antibiotika vorausgesetzt. (Settmacher et al., 2020)

Synthetische Gefal3prothesen stellen daher eine vielversprechende Alternative dar. Sie sind
gleichmaRig reproduzierbar, in hoher Stiickzahl verfugbar und weisen besonders fiir den
Einsatz groRerer Gefalle (Durchmesser >6mm) ein geringes Risiko fir turbulente Strdmungen
auf (Fiorettaetal., 2012). Dabei werden im klinischen Einsatz aufgrund ihrer guten
Blutvertraglichkeit und  hohen  Hydrophobizitdt  hauptsachlich  Polymere  wie
Polyethylenterephthalat (PET, Dacron®) und expandiertes Polytetrafluoroethylen (ePTFE,
Goretex®) verwendet (Xue und Greisler, 2003; Siewert und Brauer, 2007). Allerdings zeigen
synthetische Prothesen im kleinkalibrigen Bereich (Durchmesser <6mm) aufgrund der
verminderten ~ Durchgangigkeit  ein  erhdhtes  Risiko  fur  GefaRverschlisse
(Bergmeister et al., 2013). Desweiteren konnen synthetische Materialien Infektionen,

Entzlindungsreaktionen und damit Re-Stenosen hervorrufen (Aper et al., 2015).

3.2.2 Bioartifizielle GefaRprothesen

Um geeignete Alternativen fur kleinlumige autologe GefalRe zu finden, wird besonders im
Bereich des Tissue Engineerings an bioartifiziellen Geféal3prothesen geforscht. Das Tissue
Engineering bildet ein interdisziplindres Forschungsfeld fur Bio- und Ingenieurswissenschaften
ab, dessen Grundprinzip aus der Gewebeneubildung durch die Ansiedlung autologer Zellen auf

einer Tragerstruktur (Scaffold) besteht. (Aper et al., 2015) Das Scaffold dient als extrazellulare
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Matrix und wird durch koérpereigene Remodelling-Mechanismen sukzessive abgebaut und
ersetzt (Pallua und Suschek, 2010; Krenning et al., 2008). In der Scaffold-Materialauswahl
werden zwei Arten von Polymeren erforscht: natlrliche Biopolymere und resorbierbare
synthetische Polymere (Walpoth et al, 2020). Biopolymere sind organischen Ursprungs,
werden aus humanen, tierischen oder pflanzlichen Quellen gewonnen und kénnen durch
korpereigene Enzyme abgebaut werden. Dazu zahlen unter anderem Polysaccharide (Alginat
und Chitin), Glykosaminoglykane (Hyaluronsaure) und Bestandteile der extrazellularen Matrix
(Kollagen) sowie des Blutplasmas (Fibrinogen) (Paulo et al., 2020; Pashneh-Tala et al., 2016;
Aper et al., 2015; Wenger und Giraud, 2018).

Im Bereich der resorbierbaren synthetischen Polymere finden hauptséchlich milchséure- oder
erdolbasierte Kunststoffe eine Verwendung. Dazu z&hlen unter anderem Polymilchséure
(PLA), Polyglykolsédure (PGA) und Polycaprolacton (PCL). Diese werden im Kdrper durch
hydrolytische Spaltungen der Polymerketten durch Mechanismen des Citratzyklus zu
Kohlenstoffdioxid und Wasser abgebaut. (Pashneh-Tala et al., 2016; Walpoth et al., 2020)

3.2.3 Endothelialisierung von Gefaliprothesen

Um die Biokompatibilitat der bioartifiziellen GefaRprothesen zu verbessern und die Risiken
einer Re-Stenose bzw. Thrombose zu minimieren, sollte eine vollstandige Endothelialisierung
des GefaRersatzes gewahrleistet werden (Chengetal., 2013). Fur die Besiedlung des
GeféBlumens mit autologen Endothelzellen gibt es zwei Strategien. Die in situ
Endothelialisierung bezeichnet das spontane Einwachsen und Anhaften von im Blut
zirkulierenden sowie aus umliegendem Gewebe mobilisierten  Endothelzellen
(Pang et al., 2015). Dieser Mechanismus erfolgt post-operativ und kann durch physikalische
und chemische Modifikationen der Polymeroberflache verstarkt werden (Dong et al., 2018).
Dazu zahlen beispielsweise mechanische Oberflachenmodifikationen, S&aurebehandlungen,
Antikorper-Funktionalisierungen sowie Peptid- und Kollagenbeschichtungen (Wu et al., 2020;
Kuang et al., 2018; Duan et al., 2019; Shafiq et al., 2018; Yu et al., 2019).

Bei der in vitro Endothelialisierung dagegen wird die GefaRoberflache pré-operativ mit
patienteneigenen Endothelzellen in einer Zellkultur vorbesiedelt. Diese Strategie beinhaltet die
Entnahme und Vermehrung autologer Zellen und die darauffolgende Besiedlung und
Kultivierung der Scaffolds in einem perfundierten Bioreaktorsystem (Abbildung 5)
(Aper et al., 2015).
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Tubuldre Gefal3struktur
mit autologen Zellen
besiedelt

Abbildung 5: Entwicklungsschritte einer bioartifiziellen GefaBprothese (modifiziert nach Stanislawski et al., 2020).

3.2.4 Bioreaktorentwicklung

Das Bioreaktorsystem bietet dabei physiologische Bedingungen, die der optimalen N&hr- und
Sauerstoffversorgung sowie der mechanischen Konditionierung der GefaRprothese vor dem
Implantieren dienen. Die sich im Inneren der GefaRprothese befindende Endothelschicht sollte
hohen Blutflussraten standhalten und kann durch die im Reaktorsystem imitierten
hamodynamischen Kréfte, wie dem luminalen Druck, Scherstress und einer zyklischen
Umfassungsspannung optimal auf die im Korper herrschenden Bedingungen vorbereitet
werden. Studien zeigen, dass sich mechanischer Stress positiv auf die Gewebeentwicklung
auswirkt, wodurch eine hohere mechanische Beanspruchbarkeit und Zugfestigkeit des Gewebes
erreicht werden kann. (Melchiorri et al., 2016; Zang et al., 2009; Hahn et al., 2007)

Das am Institut fir Technische Chemie der Leibniz Universitdt Hannover in unserer
Arbeitsgruppe von Maschoff etal. entwickelte und von Stanislawski et al. optimierte
Bioreaktorsystem bietet eine dynamische und pulsatile Kultivierung der Zellen auf einem
Scaffold unter Uberwachung der biochemischen (pH, Sauerstoff, Glukose, Laktat) und
physikalischen Parameter (Flussrate, Druck, Scherstress). Mithilfe von Ultraschallmessungen
erlaubt das Reaktorsystem eine kontinuierliche Kontrolle der GefaRprothese hinsichtlich der
GeféaRdicke und Oberflachenhomogenitat. (Maschhoff et al., 2017; Stanislawski et al., 2020)
Bevor die GefaRprothese allerdings in einem Bioreaktorsystem konditioniert werden kann,
muss die GeféaRoberflache mit Endothelzellen ausgekleidet werden. Dies setzt eine Zellisolation

aus dem vom Patienten entnommenen Gewebe sowie eine Zellexpansion in vitro voraus. Die
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Zellen sollten leicht isolierbar und nicht immunogen sein sowie eine hohe
Proliferationskapazitat aufweisen. Um Krankheitsubertragungen und AbstoRungsreaktionen
nach dem Implantieren zu verhindern, sollten autologe Zellen allogenen und xenogenen
vorgezogen werden. Daflir kénnen Zellen verschiedensten Ursprungs in Betracht gezogen
werden, wie beispielsweise aus Arterien und Venen entnommene Endothelzellen und
endotheliale VVorlauferzellen (EPCs). Da ausdifferenzierte arterielle und vendse Endothelzellen
ein vermindertes Proliferationspotenzial aufweisen, lag der Fokus in den vergangenen Jahren
verstarkt auf der Entwicklung von Isolationsmdglichkeiten endothelialer Vorlauferzellen aus
dem  adulten  (erwachsenen)  Korper.  (Bompais etal., 2004;  Shah et al., 2018;
Hofmann et al., 2009)

3.3 Endotheliale Vorlauferzellen

Waéhrend der Embryogenese wird das Blutgefalnetz aus mesodermalen Zellen des
extraembryonalen Dottersacks, dem H&mangioblasten ausgebildet. Die Blutinseln der
H&mangioblasten bilden sich im Zentrum zu hamatopoetischen Stammzellen aus, wahrend
Angioblasten, die Vorlaufer von Endothelzellen, aus den duRReren Bereichen der Blutinseln
hervorgehen. (Carmeliet, 2000; Zilles und Tillmann, 2011)

Im adulten Mechanismus entstehen EPCs im Knochenmark und werden durch verschiedene
endogene (im Kdrperinneren entstehend) und exogene (auBerhalb des Organismus entstehend)
Substanzen mobilisiert, wodurch sie in den peripheren Blutkreislauf gelangen (Du et al., 2012).
Zu den endogenen Stimuli gehéren Zytokine, die durch Entziindungen sezerniert oder von
ischamischem Gewebe freigesetzt werden, wie der Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-
stimulierende Faktor (GM-CSF) (Takahashi etal., 1999) oder der Granulozyten-Kolonie-
stimulierende Faktor (G-CSF) (Cheng und Qin, 2012). Daneben werden Wachstumsfaktoren,
wie der vaskuldre endotheliale Wachstumsfaktor (VEGF) (Lee et al., 2008) oder Angiopoetin-2
(Ang-2) (Gill und Brindle, 2005) zu den endogenen Stimuli gez&hlt. Eine Studie um Laufs et al.
konnte zeigen, dass eine Erhéhung von VEGF und NO zur Steigerung der zirkulierenden EPCs
flhrte (Laufs et al., 2004). Auch Hormone, wie Erythropoetin (EPO)
(Bloch und Brixius, 2006) und Ostrogen (Masuda et al., 2007) fithren zur Mobilisierung
zirkulierender EPCs. Dabei konnte beobachtet werden, dass der zu- und abnehmende
Ostrogenspiegel innerhalb des Menstruationszyklus einer Frau eine stark schwankende
EPC-Dichte verursachte (Robb et al., 2009). Wé&hrend es keinen Zusammenhang zwischen dem

Alter der Patienten und deren Anzahl mobilisierter EPCs im peripheren Blut gibt
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(Wang et al., 2011), zeigen Studien, dass auch Faktoren wie Rauchen (Kondo et al., 2004;
Ludwig et al., 2010), kardiovaskulére Vorerkrankungen (Glven et al., 2006;
Wang et al., 2011) oder ein Diabetes Typ 2 (Lombardo et al., 2012) einen signifikanten
Einfluss auf die Anzahl der mobilisierten EPCs aufweisen.

Eine vermehrte EPC-Mobilisierung wird auch auf exogene Stimuli wie sportliche Betatigung

oder die Einnahme von Statinen zuriickgefiihrt (Steiner et al., 2005; Walter et al., 2002).

3.3.1 Identifizierung und Charakterisierung

Asahara et al. berichteten 1997 erstmals von im Blut zirkulierenden endothelzellahnlichen
Zellen, die aufgrund ihrer Oberflachenmarker und Morphologie sowie ihrer Fahigkeit sich in
verletztes Gewebe zu integrieren, als EPCs bezeichnet wurden (Asahara et al., 1997). EPCs
stellen eine heterogene Zellpopulation unterschiedlicher Differenzierungsstufen dar und weisen
kein einheitliches spezifisches Oberflachenexpressionsprofil auf (Paschalaki und Randi, 2018).
Innerhalb der heterogenen Gruppe der EPCs gibt es zwei Arten von Subpopulationen, die
unterschieden werden (Banno und Yoder 2018). Dazu zahlen die zirkulierenden angiogenen
Zellen (CAC) hamatopoetischen Ursprungs und die endothelialen koloniebildenden Zellen
(ECFC) nicht-hdmatopoetischen Ursprungs (Kuthikin et al., 2018). CACs und ECFCs kdnnen
durch ihre unterschiedlichen Oberflachenmarker differenziert werden (Tabelle 1)
(Banno und Yoder, 2018). CACs sekretieren Zytokine und Wachstumsfaktoren und stimulieren
dadurch die angiogene Aktivitdt endothelialer Zellen (Paschalaki und Randi, 2018;
Rehman et al., 2003).
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Tabelle 1: Unterscheidung der CACs und ECFCs anhand ihrer Eigenschaften.

Eigenschaften der EPCs CACs ECFCs
Zellulérer Ursprung Knochenmark Gefallwand
CD45 + -
CD14 + -
CD133 + -
CD146 gering hoch
VWF - +
VE-Cadherin - +
CD31 (PECAM-1) + +
CD34 +/- +/-
VEGFR2 + +
AcLDL Aufnahme + +
Angiogene Aktivitat indirekt direkt
Parakrine Kapazitat + +

In vivo GeféaRbildung - +

In vivo Anstreben von - +

ischamischem Gewebe

ECFCs weisen im Gegensatz zu CACs ein hohes Proliferationspotential auf und besitzen die
Fahigkeit in reife Endothelzellen zu differenzieren (Basile et al., 2018). Zusatzlich sind ECFCs
in der Lage parakrine Faktoren zu sezernieren und andere Zellen durch ihr vaskulogenetisches

Potenzial zu unterstiitzen (Medina et al., 2010).

3.3.2 Endotheliale koloniebildende Zellen

Die Subpopulation der ECFCs wurde erstmals von Ingram et al., definiert (Ingram et al., 2004).
ECFCs konnen aus adultem peripheren Blut (Hofmann et al., 2012), aus Nabelschnurblut
(Hess etal., 2014), dem weillen Fettgewebe (Linetal.,2013) und dem Knochenmark
(Capiod et al., 2009) gewonnen werden. Die Anzahl der ECFC-Kolonien ist allerdings im
peripheren Blut geringer als in der Nabelschnur. So I&sst sich nur eine Kolonie aus 20 mL Blut
isolieren, wohingegen im Nabelschnurblut die achtfache Menge vorliegt (Testa et al., 2020).
Die aus dem Nabelschnurblut stammenden ECFCs besitzen verglichen zu den aus dem adulten

peripheren Blut stammenden Zellen ein hohes Proliferationspotenzial (engl.: high proliferative
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potential: HPP). Diese HPP-ECFCs konnen wéhrend der Kultivierung in vitro Uber
100 Zellteilungen generieren, wahrend LPP (engl.: low proliferative potential)-ECFCs nur
20 Zellteilungen aufbringen. (Marchetti, 2015)

In der in vitro Zellkultur werden ECFCs genau wie CACs aus humanen, mononukleéren Zellen
(MNCs) gewonnen (Paschalaki und Randi, 2018).

zweiwdchige
_ Kultivierung

Slipene D I I Gy
Leukozytenfilm— [ | — .i—>i —>=

rote Blutzellen PBMNCs \ ECFCs

nicht-adhérente
Zellen verwerfen

Abbildung 6: PBMNC-Gewinnung nach Dichtegradientenzentrifugation und Kaultivierung zur Generierung von
ECFCs (modifiziert nach Miller, 2020).

ECFCs bilden im Gegensatz zu CACs nach sieben bis 21 Tagen Kolonien, welche eine fur
Endothelzellen charakteristische pflastersteinartige Morphologie aufweisen
(Ingram et al., 2004).

Ferner konnen ECFCs uber die Endothelmarker CD31*, CD146*, VEGFR2", vVWF*, und
VE-Cadherin® und die fehlenden ha&matopoetischen Marker CD147, CD133  und
CD45 charakterisiert ~ werden (O’Neill et al., 2018; Paschalaki und Randi, 2018;
Smadja et al., 2019). Der Marker CD34 wird sowohl von CACs als auch von ECFCs exprimiert
(Sidney et al., 2014). CD34 st ein stammzellspezifisches Phosphoglykoprotein, dessen
Expression im Verlauf der endothelialen Zelldifferenzierung bei ECFCs kontinuierlich
abnimmt und schlieBlich vollstdndig verloren geht (Tasev etal., 2016). Neben der
Oberflachenantigenexpression ist die Untersuchung der in vitro Gefalineubildung eine weitere
standardisierte Methode zur Charakterisierung von ECFCs (Patel et al. 2016). Dabei wird
mithilfe des Angiogenese-Assays die Bildung netzwerkartiger Strukturen auf einer
dreidimensionalen gelatindsen Proteinmischung untersucht (Kutikhin et al., 2018).

In einer Studie um Kutikhin et al. wurde gezeigt, dass aus dem peripheren Blut stammende
ECFCs phanotypische Merkmale sowohl von arteriellen als auch vendsen reifen Endothelzellen
aufzeigten (Kutikhin et al., 2020). Gleichzeitig wurde gezeigt, dass eine Kultivierung von
ECFCs unter unidirektionalem laminarem Scherstress eine arteriovendse Differenzierung der

ECFCs begunstigt (Obi et al., 2012). Eine arteriovendse Differenzierung kann dabei durch die
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Expression der arteriellen Marker Notch Rezeptor 4 (NOTCH4), Delta-like 4 und Ephrin-B2
bzw. ventsen Marker Ephrin-B4 und Fms-like tyrosine kinase-4 (Flt-4) festgestellt werden
(Kim et al. 2015).

Tabelle 2: Charakteristische Merkmale von Arterien und Venen.

Durchmesser Richtung Hohe des Charakteristische
des Scherstresses  Endothelzellmarker
Blutflusses
_ vom Herzen NOTCH4

Arterien 1-3 mm ) 10-70 dyn/cm? Delta-like 4
wegfihrend Ephrin-B2
zum Herzen .

Venen 1-6 mm _ 1-6 dyn/cm? Ephrin-B4
hinfiihrend Flt-4

Gleichzeitig weisen arterielle Endothelzellen im Vergleich zu vendsen Endothelzellen
morphologische Unterschiede auf. In nativen Arterien sind Endothelzellen lang und schmal und
orientieren sich entlang der L&ngsachse des Blutflusses, wahrend vendse Endothelzellen kurz
und breit sind und keine eindeutige Ausrichtung aufzeigen (Aird, 2007,
Paz und D‘Amore, 2009).

In dieser Arbeit werden arterielle und vendse Modellzellen der in vitro Zellkultur als
Referenzendothelzellen verwendet. Dabei werden arterielle Endothelzellen aus der Aorta
(engl.: human aortical endothel cells (HAECs)) sowie vengse Endothelzellen aus der
Nabelschnur (engl.: human umbilical vein endothelial cells (HUVECS)) eingesetzt, welche die
in Tabelle 2 aufgelisteten Charakteristika aufweisen.

Neben der Fahigkeit in reife endotheliale Zellen auszudifferenzieren, wurde ebenfalls gezeigt,
dass EPCs auch (ber ihre Differenzierungslinien hinaus in Kardiomyozyten
(Badorff et al., 2003), mesenchymale Zellen (Ravishankar et al., 2022) und glatte

Gefallmuskelzellen (Simper et al., 2002; Guo et al., 2010) transdifferenziert werden.

3.3.3 GefalRmuskelzellen

Gefallmuskelzellen (engl.: vascular smooth muscle cells: VSMCs) spielen insbesondere bei der
Entwicklung einer mehrschichtigen bioartifiziellen GeféBprothese eine Rolle. VSMCs

ermoglichen aufgrund ihrer kontraktilen Eigenschaften die Aufrechterhaltung des
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physiologischen Geféalitonus und somit die Regulation kardiovaskuldrer Funktionen
(Offermanns, 2012). Da adulte VSMCs ein vermindertes Proliferationspotential aufweisen
(Burton et al., 2009), wird nach Alternativen zur Gewinnung autologer VSCMSs gesucht. Aus
diesem Grund wurde in den vergangenen Jahrzehnten die Differenzierung unterschiedlicher
Zellguellen in VSMCs analysiert. Dabei werden insbesondere Stammzellen aus dem
Knochenmark (Kawamura et al., 2017; Gong und Niklason, 2008), Fettgewebe
(Helms et al., 2021) sowie pluripotente Stammzellen (Gasser et al., 2018) durch die Zugabe des
transformierenden Wachstumsfaktors-R1 (TGF-31), des Wachstumsfaktors aus Thrombozyten
(PDGF-BB) und des basischen Fibroblasten-Wachstumsfaktors (bFGF) in VSMCs
differenziert. Da Knochenmarks- und Fettgewebeproben eine invasive Isolationsmethode
voraussetzen und pluripotente Stammzellen aufgrund ihrer genetischen Verénderung ein
potenzielles karzinogenes Risko bergen, wird vermehrt die Differenzierbarkeit von
mononukledren Zellen aus dem peripheren Blut (PBMNCs) untersucht. Diese wurden erstmals
von Simper et al. durch die Kultivierung mit dem Wachstumsfaktor PDGF-BB in VSCMs
differenziert (Simper et al., 2002). Auch die Kultivierung von PBMNCs mit TGF-R31, bFGF
und PDGF-BB fihrte erfolgreich zur Generierung von VSMCs (Sugiyama et al., 2006;
Ahmetaj-Shala et al., 2019). Daneben zeigte eine Arbeit von Moonen et al., dass auch ECFCs
aus dem peripheren Blut mithilfe der Wachstumsfaktoren TGF-R1 und PDGF-BB in VSMCs
transdifferenziert werden konnten (Moonen et al., 2010). Die erfolgreiche Differenzierung zu
VSMCs wurde anhand der Expression der muskelzellspezifischen Marker a-smooth muscle
actin (0o-SMA), Calponin und smooth muscle myosin heavy chain nachgewiesen
(Blume et al., 2022).

Durch die Verwendung von PBMNCs und ECFCs aus dem peripheren Blut bestiinde demnach
eine nicht-invasive Mdoglichkeit zur Generierung autologer Gefalmuskelzellen fur die

Entwicklung einer mehrschichtigen bioartifiziellen GefaRprothese.
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4 Ergebnisse

Das Ziel dieser Arbeit war die Etablierung eines Kultivierungskonzept zur Endothelialisierung
bioartifizieller Gefalprothesen. Um die klinischen Anforderungen fiir endothelialisierte
Gefaliprothesen zu erfillen, mussen die eingesetzten Endothelzellen bestimmte Eigenschaften
erflllen: Sie sollten einer leicht zugédnglichen Quelle entstammen und eine hohe
Proliferationskapazitat aufweisen. AulRerdem sollten die eingesetzten Endothelzellen autologen
Ursprungs sein, um immunologische Nebenwirkungen zu vermeiden. Daher sollen in
Kapitel 4.1 endotheliale koloniebildende Zellen (ECFCs) als mdgliche autologe Zellquelle zur
Endothelialisierung bioartifizieller Gefalprothesen untersucht werden. Dabei soll evaluiert
werden, ob diese Zellen spenderunabhangig isoliert und fiir weitere Versuche expandiert
werden konnen. Fur eine erfolgreiche Translation endothelialisierter Gefal3prothesen in die
klinische Anwendung missen die Zellen zudem ihre adhasiven und antithrombogenen
Eigenschaften auch unter physiologischen Blutflussbedingungen beibehalten. Aus diesem
Grund wird in Kapitel 4.2 der Einfluss unterschiedlicher Scherstressraten auf die Funktion und
Mechanosensitivitat der isolierten ECFCs analysiert. In Kapitel 4.3 erfolgt eine vertiefte
Analyse der antithrombogenen Wirkung des physiologischen arteriellen Scherstresses unter
Entzindungsbedingungen. Gleichzeitig wird die arterioventse Differenzierung der ECFCs
aufgrund der Scherstresskultivierung im Vergleich zu reifen arteriellen und vendsen
Endothelzellen untersucht. Im letzten Ergebniskapitel (Kapitel 4.4) der vorliegenden Arbeit
wird das Differenzierungspotential der unreifen ECFCs in Richtung eines
GefaBmuskelzellahnlichen Phénotyps durch die Kultivierung mit dem Wachstumsfaktor
platelet derived growth factor-BB (PDGF-BB) erforscht. Dadurch soll eine potenzielle
GefaBmuskelzellquelle zur Kultivierung der kontraktilen mittleren Schicht der bioartifiziellen
GeféaRprothese gefunden werden.
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4.1 Isolation und Charakterisierung von endothelialen koloniebildenden

Zellen

Bei der Entwicklung einer bioartifiziellen Gefal3prothese konnte festgestellt werden, dass eine
Pra-Endothelialisierung der GeféRoberflache die H&mokompatibilitst durch die
antithrombogenen und antiinflammatorischen Eigenschaften der eingesetzten Endothelzellen
unterstitzt (Hess et al., 2014; Zwirner et al., 2018). Die daflir verwendeten Endothelzellen
missen bestimmte Eigenschaften aufweisen, um klinische Bedingungen zu erflllen
(Brown et al., 2009). Dazu zahlt, dass die eingesetzten Endothelzellen einer leicht zugénglichen
autologen Zellquelle entspringen und ein hohes Proliferationspotenzial aufzeigen.

Im folgenden Kapitel werden daher endotheliale koloniebildende Zellen (ECFCs) aus dem
peripheren Blut als moégliche autologe Zellquelle zur Endothelialisierung bioartifizieller
Gefallprothesen untersucht. Die statistischen Auswertungen erfolgten mithilfe der
einfaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA). Ein Teil der in diesem Kapitel untersuchten Daten
wurde im Rahmen der Masterarbeiten von Lale Zerdali und Gresa Hasani erarbeitet
(Zerdali, 2019; Hasani, 2019).

4.1.1 Vorarbeiten zur Validierung und Standardisierung des Isolationsprozesses

Im folgenden Abschnitt werden zunédchst die VVorarbeiten zur Gewinnung von ECFCs erldutert.
Es wurde analysiert, welche durchschnittliche Ausbeute an mononukledren Zellen (MNCs) aus
den durch Thrombozytenapheresespenden erhaltenen buffy coats verschiedener Spender
gewonnen werden kann. Dabei wurde auf das Geschlecht sowie das Alter der Spender
eingegangen und der Einfluss dieser beiden Faktoren auf den MNC-Gehalt untersucht.
AnschlieBend wurden Daten gesammelt, um eine Auskunft Gber den zeitlichen Verlauf der
Kolonieentstehung und deren Entwicklung aufzuzeigen. AufRerdem wurde in diesen
Vorarbeiten untersucht, wie viele ECFCs durchschnittlich pro Spender gewonnen werden
kénnen. Mit diesen Analysen wurde die Durchflihrbarkeit der Isolations- sowie

Kultivierungsmethode validiert und standardisiert.

4.1.1.1 MNC pro buffy coat

Die Daten der jeweiligen Spender sind in Tabelle 3 aufgefiihrt. Das Alter der zwolf gesunden
Spender  (sechs weiblich, sechs mannlich) lag zwischen 22und 57 Jahren
(Mittelwert: 39,3 + 11,8 Jahre; Median: 37,5 Jahre). Das Durchschnittsalter der weiblichen
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Spender betrug 40 £ 12,3 Jahre, das der méannlichen Spender 38,7 + 12,4 Jahre. Die aus den
Thrombozytenapheresespenden gewonnenen buffy coats wurden jeweils mithilfe der
Dichtegradientenzentrifugationsmethode in ihre einzelnen Bestandteile aufgetrennt
(Abbildung 7).

A

Abbildung 7: Schematische Darstellung der PB-MNC-Kultivierung. A: buffy coat. B: Auftrennung des buffy coats mithilfe
der Dichtegradientenzentrifugation. C: Sedimentiertes MNC-Pellet. D: Kultivierung in mit Endothelzellmedium vorgelegten

C D

T75-Flasche. E: Kolonieentstehung nach zweiwdchiger Kultivierung. MaRstab betragt 500 pum. Abbildung C entnommen aus
Masterarbeit von Gresa Hasani (Hasani, 2019).

Die durchschnittliche Anzahl der gewonnenen MNCs aller Spender betrug
110,6 + 73,7*%10° Zellen pro mL buffy coat. Die Zellanzahl der ménnlichen Spender ergab
123,2 + 82,4*10° Zellen pro mL buffy coat und war damit groRer, jedoch nicht signifikant
unterschiedlich im Vergleich zur Zellanzahl der weiblichen Spender mit einer
Durchschnittsmenge von 98,0 + 69,1*10° Zellen pro mL  buffy coat. Demnach konnte
festgestellt werden, dass innerhalb der untersuchten zwd0lf Spender das Geschlecht keinen
signifikanten Einfluss auf die Ausbeute an MNC pro Spender nimmt.
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Tabelle 3: Angaben der fir die Vorarbeiten untersuchten Spender.

Spenderset | Geschlecht Alter Koloniebildung MNC (*10°)
[Jahre] pro mL buffy coat

LZ01 mannlich 47 Ja 46,8
LZ02 mannlich 41 Ja 113,4
LZ03 weiblich 32 Ja 39,1
LZ04 weiblich 33 Ja 149,7
LZ05 weiblich 52 Nein 53,6
LZ06 mannlich 34 Nein 137,6
LZ07 weiblich 25 Nein 117,3
LZ08 méannlich 31 Ja 70,9
LZ09 weiblich 49 Ja 200,3
LZ10 mannlich 22 Nein 278,4
LZ11 weiblich 43 Ja 27,8
LZ12 maénnlich 57 Ja 92,5

MW + SD 47,9 +6,7 110,6 + 73,7

4.1.1.2 Kolonieentwicklung

AnschlieRend wurde die MNC-Fraktion in unbeschichtete mit Endothelzellmedium
vorbereitete Kulturflaschen in einer Dichte von 21,3 + 15,3*10° Zellen pro cm? ausplattiert. Die
Auswertung der ECFC-Kaoloniebildungsrate ergab, dass nur acht der insgesamt 12 Spender in
einem Zeitraum von 21 Tagen ECFC-charakteristische Kolonien ausbildeten (siehe Tabelle 3).
Damit betrug die Wahrscheinlichkeit, dass sich Kolonien aus PB-MNC bilden, 66,7 %.

Erste ECFC-Kolonien entstanden im Durchschnitt nach 15,3 +3,0 Tagen mit einer
Kolonie-Anzahl von 7,5 £ 8,1 Kolonien pro Spender. Um bereits friihzeitig Prognosen tiber das
Proliferationspotenzial der isolierten ECFCs geben zu kdnnen, wurden die ECFC-Kolonien
mithilfe der ImageJ-Software ausgezahlt und in drei Kategorien nach Coldwell et al. unterteilt.
Coldwell et al. definieren nach einem Kultivierungszeitraum von 14 Tagen Kolonien mit einer
Zellzahl von mehr als 2000 Zellen pro Kolonie als hoch proliferierend (engl.: high proliferative
potential: HPP), Kolonien mit Zellzahlen zwischen 50 und 2000 Zellen als niedrig
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proliferierend (engl.: low proliferative potential: LPP) und Kolonien mit weniger als 50 Zellen
als nicht proliferierend (engl.: non proliferative potential: NPP) (siehe Abbildung 8)
(Coldwell et al., 2011).

Abbildung 8: Phasenkontrastaufnahmen unterschiedlicher Koloniearten. Oben: NPP-Kolonie mit weniger als 50 Zellen.
Mitte: LPP-Kolonie mit einer Zellmenge von 50-2000 Zellen. Unten: HPP-Kolonie mit einer Zellzahl von mehr als
2000 Zellen. Der Mal3stab in allen Abbildungen entspricht 500 pm. (NPP: non proliferative potential; LPP: low proliferative
potential; HPP: high proliferative potential).
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Die einzelnen Kolonien der vorliegenden Arbeit wurden zum Zeitpunkt des Passagierens

(t=21 Tage) in die jeweiligen Kategorien eingeteilt und sind in Tabelle 4 zusammengefasst.

Tabelle 4: Kolonieanzahl sowie Anteil der NPP-, LPP- und HPP-Kolonien je Spender. Einteilung erfolgte nach Coldwell
et al. (Coldwell et al., 2011). (NPP: non proliferative potential; LPP: low proliferative potential; HPP: high proliferative

potential).
Spenderset Kolonieanzahl | NPP-Anteil | LPP-Anteil | HPP-Anteil
[%] [%] [%]
LZ01 6 0 83,3 16,8
LZ02 1 0 100 0
LZ03 4 0 100 0
LZ04 2 0 50 50
LZ08 6 66,7 0 33,3
LZ09 23 43,5 43,5 13,0
LZ11 17 41,2 52,9 59
Lz12 1 0 100 0
MW + SD 75+8,1 189+27,2 | 662+36,0 | 149+18.2

Demnach  wiesen die Spender durchschnittlich 14,9+182%  HPP-Kolonien,
66,2 + 36,0 % LPP-Kolonien und 18,9 + 27,2 % NPP-Kolonien auf. Da die einzelnen Kolonien
jedoch zu unterschiedlichen Zeitpunkten wahrend der Kultivierung entstanden, kann die
Einteilung in die oben genannten Kategorien nicht pauschal auf alle entstandenen Kolonien
angewendet werden. Ein wichtiges Charakteristikum der Kolonien ist deren durchschnittliches
Alter zum Zeitpunkt des Passagierens. Je dlter eine Kolonie, desto aussagekréftiger ist deren
Beurteilung zur Proliferationskapazitat. Bei Untersuchung des Alters wurde deutlich, dass
NPP-Kolonien ein signifikant geringeres Alter (4,3 + 3,3 Tage) aufwiesen als LPP-Kolonien
(6,0 £ 2,6 Tage) und HPP-Kolonien (8,1 £ 1,9 Tage). Aus diesem Grund sollte eine Einteilung
in die NPP-Kategorie unter Beachtung des Alters erfolgen. Dabei wurde ein Mindestalter der
Kolonien bestimmt, ab dem eine Einteilung in die jeweilige Kategorie vollzogen werden
konnte. Als Mindestalter sollte der Median der Altersdaten gewahlt werden, welcher fir alle
Kolonien bei sieben Tagen lag. Berticksichtigt man nun dieses Mindestalter, lieRen sich die
NPP-Kolonien in zwei unterschiedliche Kategorien unterteilen: Kolonien mit einer Zellzahl
von weniger als 50 Zellen und einem Alter von weniger als sieben Tagen wurden als
maoglicherweise proliferierende (engl.: potentially proliferative potential: PPP) Kolonien
bezeichnet. Kolonien, die bis zum Zeitpunkt des Passagierens ein Mindestalter von
sieben Tagen aufwiesen und die kritische Zellzahl von 50 nicht Gberschritten, wurden als
27



Ergebnisse

ungentigend proliferierende (engl.: deficient proliferative potential: DPP) Kolonien bezeichnet.
Nach erneuter Einteilung wiesen die untersuchten Spender 10,6 =+ 17,8 % PPP-Kolonien und
8,3 + 11,7 % DPP-Kolonien auf (Tabelle 5).

Tabelle 5: Kolonieeinteilung in DPP-, PPP-, LPP- und HPP-Kategorien je Spender. (DPP: deficient proliferative
potential; PPP: potentially proliferative potential; LPP: low proliferative potential; HPP: high proliferative potential).

Spenderset | DPP-Anteil [%] | PPP-Anteil [%] | LPP-Anteil [%] | HPP-Anteil [%]
LZ01 0 0 83,3 16,8
LZ02 0 0 100 0
LZ03 0 0 100 0
LZ04 0 0 50 50
LZ08 16,7 50 0 33,3
LZ09 26,1 17,4 43,5 13,0
Lz11 23,5 17,7 52,9 5,9
Lz12 0 0 100 0

MW + SD 8,3+11,7 10,6 £17,8 66,2 + 36,0 14,9 £ 18,2

Des Weiteren konnte die Analyse der Verdopplungszeiten (engl.: Population Doubling Time
(PDT)) der einzelnen Kolonien schon friihzeitig einen Einblick auf das Proliferationspotenzial
geben. Je niedriger die PDT, desto wahrscheinlicher ist deren Wachstumskapazitét in spéteren
Passagen. Die charakteristischen PDTs der Koloniearten sind in Tabelle 6 aufgefihrt.

Tabelle 6:Verdopplungszeiten (PDTs) der unterschiedlichen Koloniearten. +p<0,05 zeigt signifikante Unterschiede
verglichen zur PDT der DPP-Kolonie.

DPP-Kolonie PPP-Kolonie LPP-Kolonie HPP-Kolonie
PDT (Tage) 29+10 1,6 +0,4+ 1,6 +0,8+ 1,6 +0,4+

Demzufolge wiesen HPP-, LPP- und PPP-Kolonien signifikant niedrigere PDTs verglichen zur
PDT der DPP-Kolonie auf. Innerhalb der proliferierenden (PPP, LPP, HPP) Kolonien konnten
keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden. Nach Ablésen der ECFC-Kolonien wurde
eine durchschnittliche Zellzahl von 48 + 62 Zellen/10°*MNCs festgestellt, wobei die Anzahl
der Zellen pro 108*MNCs fiir weibliche Spender (52 + 79 Zellen/108*MNCs) nicht signifikant
unterschiedlich zu der Anzahl der ménnlichen Spender (44 + 52 Zellen/10*MNCs) war.
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4.1.2 lsolation und Kultivierung der ECFC

Nach Abschluss der Voruntersuchungen, wurden ECFCs elf verschiedener Spender (funf
weiblich, sechs ménnlich) im Alter von 37 bis 58 Jahren (Mittelwert: 47,9 £ 6,6 Jahren;
Median: 49 Jahre) fir weitere Analysen verwendet. Diese wurden nach dem oben
beschriebenen  Kultivierungsprotokoll aufgearbeitet. Dabei wurden die durch die
Dichtegradientenzentrifugation gewonnenen MNCs jeweils in einzelner sowie in gepoolter
Form ausplattiert. Durch die Untersuchung gepoolter Proben wurde eine hohere statistische
Relevanz sowie eine niedrigere phanotypische Varianz geboten, wéhrend die Verwendung von
Einzelproben die Durchfiihrbarkeit sowie die Allgemeingultigkeit der etablierten Methode

beweisen sollte. Die Daten der einzelnen Spender sind in Tabelle 7 aufgezeigt.

Tabelle 7: Spenderdetails der gepoolten und einzelnen Spender.

Spender-Pool-1 (4SA)

Spenderset Geschlecht Alter [Jahre]
4SA-1 méannlich 49
4SA-2 weiblich 42
4SA-3 weiblich 56
4SA-4 méannlich 58

Mittelwert + SD 51,3+7,7

Spender-Pool-2 (4SF)

Spenderset Geschlecht Alter [Jahre]
4SF-1 weiblich 53
4SF-2 méannlich 44
4SF-3 weiblich 53
4SF-4 méannlich 44

Mittelwert = SD 48,5+5,2

Einzelspender

Spenderset Geschlecht Alter [Jahre]
ECO06 méannlich 49
ECO08 méannlich 37
ECO09 weiblich 42

Mittelwert = SD 42,7+6,0
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Die gepoolten Proben bestanden jeweils aus einem ECFC-Pool vier verschiedener Spender
(zwei weiblich, zwei mannlich). Die Spender des ECFC-Pool-1 (4SA) waren im Alter von
42 bis 58 Jahren (Mittelwert: 51,3 = 7,7 Jahre; Median: 52,5 Jahre). Das Alter der Spender des
ECFC-Pool-2 (4SF) lag zwischen 44und 53Jahren (Mittelwert:48,5 £ 5,2 Jahre;
Median: 48,5 Jahre). Die Einzelspender (eine weiblich, zwei ménnlich) hatten ein Alter
zwischen 37 und 49 Jahren (Mittelwert: 42,7 £ 6,0 Jahre; Median: 42 Jahre).

Nach Auszdhlung der MNC-Fraktionen ergab der MNC-Anteil der Einzelspender
100,3 + 11,1*108 Zellen pro mL buffy coat. Die durchschnittliche MNC-Anzahl der gepoolten
Spender lag bei 142,5 + 91,9%10° Zellen pro mL buffy coat und war damit nicht signifikant
unterschiedlich zu den Daten der Einzelspender. Die MNC-Fraktionen der jeweiligen
Spendersets wurden anschlieRend in einer Zelldichte von 22,1 +7,2*10° Zellen pro cm?
ausplattiert.

Die Einzelspender wiesen erste endothelzellférmige Kolonien neun bis 14 Tage nach
Kultivierungsbeginn und eine Gesamtkolonieanzahl von vier bis zehn Kolonien je Spender auf
(Mittelwert: 6,7 + 3,1 Kolonien; Median: sechs Kolonien).

In den gepoolten Proben wurden ECFC-typische Kolonien nach 12 bis 14 Tagen beobachtet.
Die Analyse des Proliferationspotenzials ist in Tabelle 8 zusammengefasst.

Insgesamt konnte eine durchschnittliche Kolonieanzahl von 0,5 + 0,2 Kolonien/MNC (*108)
und 0,7 = 0,3 Kolonien pro mL buffy coat festgestellt werden.

Tabelle 8: Kolonieeinteilung in DPP-, PPP-, LPP- und HPP-Kategorien fiir Einzelspender und gepoolte Spender.

(DPP: deficient proliferative potential; PPP: potentially proliferative potential; LPP: low proliferative potential; HPP: high

proliferative potential).

Spender-Set DPP-Anteil | PPP-Anteil LPP-Anteil HPP-Anteil
[%] [%] [%] [%]

Einzelspender 3,3+£5,8 48,3 + 22,6 27,8+ 255 20,6 £4,2

Gepoolte Spender - 80179 54,7+ 44,1 37,3+44,4

Dabei wurden fur die Einzelspender 3,3 + 5,8 % DPP-Kolonien, 48,3 + 22,6 % PPP-Kolonien,
27,8 £ 25,5 % LPP-Kolonien und 20,5 + 4,2 % HPP-Kolonien festgestellt. In den gepoolten
Proben konnten 0 % DPP-Kolonien, 8,0 £ 17,8 % PPP-Kolonien, 54,6 + 44,1 % LPP-Kolonien
und 37,3 + 44,4 % HPP-Kolonien erfasst werden. Die Entwicklung einer PPP-Kolonie zu einer
HPP-Kolonie ist exemplarisch in Abbildung 9 gezeigt. In Abbildung 9-A ist eine
neuentstehende Kolonieformation aus zunéchst sieben Zellen zu sehen. Diese PPP-Kolonie
wurde neun Tage nach Kultivierungsbeginn entdeckt (Abbildung 9-A) und erreichte bereits

nach 14 Tagen eine Zellzahl zwischen 50 und 1000 Zellen (siehe Abbildung 9-B). Nach
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insgesamt 21 Tagen in Kultur wies die erfasste Kolonie eine Zellzahl von mehr als 2000 Zellen
mit einer Verdopplungszeit von 1,4 Tagen auf und konnte damit als HPP-Kolonie
gekennzeichnet werden (Abbildung 9-D).

Insgesamt lagen die Verdopplungszeiten fur alle Spender zwischen 0,8 £ 0,5 Tagen und
1,6 £ 0,2 Tagen und waren damit im Rahmen der in 4.1.1.2 gezeigten Vorarbeiten.

Abbildung 9: Phasenkontrastaufnahmen einer HPP-Kolonieentwicklung. A: PPP-Kolonieformation aus sieben Zellen
nach neun Tagen in Kultur entdeckt. B, C: Nach 14 (B) bzw. 18 (C) Tagen Kultivierung weist die Kolonie einen LPP-Charakter
auf. D: Nach insgesamt 21 Tagen in Kultur erreicht die Kolonie eine Zellzahl von mehr als 2000 Zellen und kann damit als
HPP-Kolonie bezeichnet werden. (DPP: deficient proliferative potential; PPP: potentially proliferative potential; LPP: low
proliferative potential; HPP: high proliferative potential). MaRstab in allen Abbildungen betragt 500 pum.

Zum Zeitpunkt des Passagierens nach 17 bis 21 Tagen ergab die Auszéhlung des ECFC-Anteils
pro eine Million MNCs in den Einzelspender-Proben 11,5 + 4,4 Zellen/10°*MNCs. Der Anteil
an ECFC-charakteristischen Zellen je mL buffy coat ergab einen Median von 1098 Zellen. In
der Gruppe der gepoolten Proben lag der durchschnittliche ECFC-Anteil bei
47,7 + 46,4 Zellen/10°*MNCs und der Median je mL buffy coat lag bei 3449 Zellen.

Nach Ablosen der Zellen wurden diese in einer Zelldichte von 8000 Zellen/cm? in neue

Zellkulturgefalie ausplattiert und fur weitere Versuche expandiert.
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4.1.1 Charakterisierung der ECFC

Nach erfolgreicher Isolation wurden die Zellen im Folgenden anhand verschiedener Merkmale
charakterisiert. Dazu z&hlte zum einen das Proliferationsverhalten, welches durch die Erfassung
der Verdopplungszeiten (PDT) analysiert wurde. Zum anderen wurden die Zellen auf das
Vorhandensein bestimmter endothelialer Oberflachenproteine untersucht, um nachzuweisen,
dass es sich um ECFCs handelte. Dieses erfolgte mithilfe der Immunfluoreszenzfarbung sowie
der Durchflusszytometrie. Als weitere ECFC-typische Eigenschaft gilt die Fahigkeit in vitro
kapillarahnliche Strukturen auf einer extrazelluldren Matrix auszubilden. Das sogenannte

Angiogenese-Assay wurde ebenfalls flr die jeweiligen Spendersets durchgefuhrt.

4111 Verdopplungszeiten

Die Verdopplungszeiten (PDT) der jeweiligen Spendersets wurden iber vier Passagen ermittelt.
Die Auswertung ist in Tabelle 9 zusammengefasst. Demnach zeigten sowohl die Einzelspender
als auch die gepoolten Spendersets nicht signifikant unterschiedliche Werte tber alle Passagen
hinweg. Die PDT ergaben in Passage 1 einen mittleren Wert von 1,7 +0,7 Tagen fur
Einzelspender, sowie 2,7 + 0,7 Tage fir gepoolte Proben. Insgesamt zeigten die gepoolten
Proben im Vergleich zu Einzelspenderproben in allen Passagen erhthte jedoch nicht signifikant
unterschiedliche PDT. Damit ergab sich fur alle Proben und Passagen gemittelt eine PDT von
2,7+ 1,6 Tagen. Weiterhin konnte wahrend des untersuchten Zeitraumes keine signifikante
Zunahme der PDT mit steigender Passagenzahl festgestellt werden. Flr die weiteren Versuche

dieser Arbeit wurden daher Zellen der Passage 4-7 verwendet.

Tabelle 9: Verdopplungszeiten der jeweiligen Spendersets tber vier Passagen.

Verdopplungszeit [Tage]
Spender Ta (P1) Ta (P2) Ta (P3) Tq (P4)
Einzelspender 1,7+0,7 22+24 15+0,5 24+15
Gepoolte Spender 2,7+£0,7 33+£17 2,7+0,9 3605
Alle Spender 2,1+09 2,7+2,0 20+0,9 29+13

41.1.2 Nachweis endothelialer Marker

Neben der Erfassung des Wachstumsverhaltens, wurden die isolierten Zellen ebenfalls anhand
ihrer Oberflachenmarker charakterisiert. Um ECFCs eindeutig von CACs abzugrenzen,
mussten die isolierten Zellen die in 3.3.2 genannten Oberflachenantigene aufweisen. Als

gangige Methoden, diese nachzuweisen, gelten die Durchflusszytometrie sowie die
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Immunfluoreszenzfarbung. Im Folgenden sind die Ergebnisse der jeweiligen Analysemethoden

dargestellt.

4.1.1.2.1 Durchflusszytometrie

Bei der durchflusszytometrischen Analyse wurden die Zelloberflachenantigene durch die
spezifischen fluoreszenzmarkierten Antikorper CD14, CD45, CD31, CD133, CD34 und CD146
gebunden und anschlieRend das Fluoreszenzsignal gemessen. Die resultierenden Ergebnisse
sind in Tabelle 10 sowie Abbildung 10 dargestellt und prasentieren fur alle Spender einen
ECFC-Phanotyp. Die isolierten Zellen aller Spender zeigten hohe Expressionslevel (>98,9 %)
der Endothelzellmarker CD31 und CD146, sowie kein Expressionssignal (<1 %) fur die
h&matopoetischen Oberflachenproteine CD45, CD14 und CD133. AulRerdem wurde fur alle
Spendersets ein positives Signal (27,4 +11,2 %) fir den stammzellcharakteristischen
Oberflachenmarker CD34 nachgewiesen, welcher damit auf den undifferenzierten Phanotypen

der Zellen hinweist.

Tabelle 10: Ergebnisse der durchflusszytometrischen Analyse der endothelzellcharakteristischen (CD31, CD146),
hamatopoetischen (CD45, CD14, CD133) und stammzellspezifischen (CD34) Marker der jeweiligen Spendersets.

Antigenexpression je Marker [%]

Spenderset CD14 CD45 CD31 CD133 CD34 CD146
4SA 0,5 0,5 99,5 0,5 10,6 99,0
4SF 0,3 0,3 99,7 0,3 41,2 99,9
ECO06 0,2 0,4 99,8 0,5 27,9 99,7
ECO08 0,4 0,2 98,9 0,5 32,3 99,8
EC09 0,4 0,3 99,0 1,0 24,9 99,8

MW+SD | 04+01 | 03+01 | 994+04 | 0,6+0,.2 27,4+ 1172 99,7+0,4

Die Ergebnisse der Durchflusszytometrie sind in Abbildung 10 exemplarisch fiir den Spender
ECO08 dargestellt. Die durchflusszytometrischen Ergebnisse der anderen Spender sind im

Anhang aufgefihrt.
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Abbildung 10: Exemplarische durchflusszytometrische Analyse der isolierten Zellen des Spenders ECO08.

41122

Immunfluoreszenzfarbung

°2 1e3

Weiterhin wurde die Expression der Endothelzellmarker CD31, von-Willebrand-Faktor (VWF)
und vaskuldr-endotheliales (VE)-Cadherin durch die Immunfluoreszenzfarbung nach Fixierung
der Zellen nachgewiesen und ist reprasentativ fiir das gepoolte Spenderset 4SA in Abbildung 11
dargestellt. Dabei wurde eine positive Farbung von CD31 an den Zellrdndern (Abbildung 11-A)
sowie das Vorhandensein von VE-Cadherin an den Zell-Zell-Kontaktstellen festgestellt

(Abbildung 11-B). AulRerdem lasst sich in Abbildung 11-C eine deutliche Farbung des vVWF im

Zytoplasma der isolierten Zellen erkennen.
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Abbildung 11: Immunfluoreszenzfarbung endothelzellspezifischer Marker. Exemplarische Abbildungen des Spendersets
4SA. A: CD31-Férbung in griin mit Zellkernfarbung dargestellt in blau. B: VE-Cadherin-Férbung in griin und Zellkernfarbung
in blau. C: vWF-Farbung in griin. Mafstab in allen Abbildungen betragt 100 um.

4.1.1.3 Angiogenese-Assay

Als weiteres ECFC-Merkmal zahlt die Fahigkeit, in vitro netzwerkartige Strukturen auf einer
dreidimensionalen basalmembranartigen Matrix auszubilden (Fuchs und Hermanns, 2006).
Dafiir wurden die Zellen auf einer extrazelluldren Matrix des Engelbreth-Holm-Swarm (EHS)
Tumors der Maus (Cultrex®) kultiviert und nach 24 h mithilfe eines Phasenkontrastmikroskops
auf ihre Netzwerkbildung analysiert. Reprasentativ fiir alle Spendersets ist in Abbildung 12 die
Formation kapillardhnlicher Strukturen des Spenders EC08 abgebildet. In Abbildung 12-a
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konnten bereits nach einer Inkubationsdauer von 6 h erste Netzwerkstrukturen detektiert
werden. Diese bildeten sich tUber einen Zeitraum von 24 h zu feingliedrigen und tubul&rartigen,

zusammenhangenden Netzwerken aus (Abbildung 12-b). Damit wurde die angiogene Kapazitat

als wichtiges Merkmal fur ECFCs bestatigt.

Abbildung 12: Phasenkontrastaufnahmen isolierter Zellen des Spenders EC08 nach 6 h (1) und 24 h (I1) Inkubation in
einem Angiogenese-Assay. |: ECFCs weisen nach 6 h vereinzelt netzwerkartige Strukturen auf. 11: ECFCs zeigen feingliedrige
und tubulérartige Formationen 24 h nach Beginn des Assays auf. a,b stellen vergréRerte Aufnahmen dar. Der Mafstab zeigt
oben 500 pm und unten 250 pm.

Die oben dargestellten Ergebnisse belegen, dass die isolierten MNCs aller Spender die

erforderlichen Merkmale aufweisen, um eindeutig als ECFCs charakterisiert werden zu kénnen.

4.1.2 Schlussfolgerung

In diesem Kapitel wurde gezeigt, dass endotheliale koloniebildende Zellen (ECFCs) aus dem
peripheren Blut ohne den Einsatz zusatzlicher Beschichtungen isoliert und vermehrt werden
konnten. Die aus buffy coats gewonnenen mononukledren Zellen (MNCs) entwickelten
ECFC-charakteristische Kolonien nach neun bis 14 Tagen in Kultur und konnten erfolgreich
uber mehrere Passagen expandiert werden. Die isolierten Zellen wurden eindeutig anhand der
positiven Expression der endothelzellcharakteristischen Marker CD31, vVWF, VE-Cadherin und
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CD146 sowie der Fahigkeit, netzwerkartige Strukturen auf einer dreidimensionalen Matrix
auszubilden, als ECFCs charakterisiert. Die in diesem Kapitel isolierten ECFCs stellen eine
leicht zugéngliche, immunologisch neutrale und autologe Zellquelle zur Endothelialisierung

bioartifizieller GefaRprothesen dar.
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4.2 Auswirkungen von Scherstress auf ECFCs im Vergleich zu HUVECs

Im vorherigen Kapitel wurden endotheliale koloniebildende Zellen (ECFCs) aus dem
peripheren Blut als mdgliche autologe Quelle zur Endothelialisierung bioartifizieller
GeféaBprothesen untersucht. Neben der immunologischen Neutralitat der Zellen mussen die
angesiedelten Endothelzellen auch ihre funktionellen und adhé&siven Eigenschaften unter in vivo
Stromungsbedingungen  beibehalten  (Pang et al., 2015). Eine Konditionierung unter
physiologischen Scherstressbedingungen vor der Implantation fuhrte in anderen Studien zu
einer verbesserten Zelladh&sion und konnte die atheroprotektiven Eigenschaften der
Endothelzellen erhéhen (Tsioufis et al., 2017; Yazdani et al., 2010).

Daher ist es das Ziel des folgenden Kapitels, die Auswirkung verschiedener Scherstressprofile
auf die Funktion sowie Mechanosensitivitét der isolierten ECFCs im Vergleich zu klassischen
endothelialen Modellzellen aus der Literatur, den humanen Nabelschnurvenenendothelzellen
(HUVECS), zu untersuchen. Dafur wurden die Wirkung verschiedener Flussstarken sowie der
Einfluss eines physiologischen Pulses auf die Zellmorphologie, Zellausrichtung und
Zell-Zell-Verbindungen analysiert. Weiterhin wurde die antithrombogene Wirkung hoher
Scherstressraten anhand der Auswertung des Genexpressionsprofils des Markers
Thrombomodulin bestimmt. Gleichzeitig wurde die metabolische Aktivitat der Zellen wahrend
der dynamischen Kultivierung durch Messung des Glukoseverbrauchs tberwacht. Dies sollte
als Basis fiir die Kultivierung in einem dreidimensionalen Reaktorsystem dienen. Fir die in
diesem Kapitel durchgefuhrten Versuche wurden ECFCs des Spenderpools 4SA sowie
HUVECs von Passage 5 bis Passage 6 verwendet. Die statistischen Auswertungen erfolgten
mithilfe der einfaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA). Dieses Kapitel wurde teilweise
veroffentlicht in: Kraus et al. (2021). A pre-conditioning protocol of peripheral blood derived
endothelial colony forming cells for endothelialization of tissue engineered

constructs. Microvascular Research, 134, 104107.

4.2.1 Auswirkung verschiedener Scherstressprofile auf Mechanosensitivitat der Zellen

Die Auswirkungen dynamischer Kultivierungsbedingungen auf ECFCs und HUVECs wurden

miteinander verglichen. Dafiir wurden die Zellen in mit Fibrinogen (10 mg/mL) beschichteten

Durchflusskammern (ber einen Zeitraum von 72 h unter dem Einfluss unterschiedlicher

Scherstressprofile kultiviert. Nach einer initialen Adhasionsphase von 4 h unter statischen

Bedingungen wurden die Zellen stufenweise dem jeweiligen Scherstresslevel ausgesetzt. Dabei

wurden drei unterschiedliche Flussbedingungen miteinander verglichen. Zum einen sollte ein
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Scherstress von 0,5 dyn/cm? quasi-statische Bedingungen (SC) reprasentieren. Ferner wurde
ein Fluss von 5 dyn/cm? als mittlerer Scherstress (MSS), einem mittleren vendsen Blutfluss
angendhert (Malek et al., 1999), eingestellt. Schlielich sollte ein Scherstress in HOhe von
20 dyn/cm? einen mittleren arteriellen Blutfluss simulieren (Diamond et al., 1989) und wurde
als hoher Scherstress (HSS) bezeichnet. Des Weiteren wurde ein pulsatiler Fluss mit einem
durchschnittlichen Puls in HOhe von 1Hz angelegt. Dabei wurde der Einfluss des
physiologischen Herzschlages auf die Mechanosensitivitat der Zellen sowie der direkte

Unterschied zwischen laminarem und pulsatilem Fluss untersucht.

4211 Analyse der Zellmorphologie

Die morphologischen Veranderungen wurden mithilfe von Phasenkontrastaufnahmen nach
Abschluss der Flusskonditionierung analysiert. In Abbildung 13-A und Abbildung 14-A sind
die ECFCs und HUVECs nach einer quasi-statischen Kultivierung (SC) dargestellt. Beide
Zelltypen zeigten eine endothelzelltypische Kopfsteinpflasterformation in unregelmaRiger
Anordnung sowie ohne definierte Orientierung. Verglichen dazu wurde nach Anlegen eines
mittleren Scherstresses von 5 dyn/cm? (MSS) deutlich, dass im Vergleich zu den HUVECs
(Abbildung 14-B) nur die ECFCs sich in Flussrichtung (von links nach rechts) orientierten
(Abbildung 13-B). Dieser Effekt wurde mit zunehmendem Scherstress (20 dyn/cm?=HSS)
verstarkt (Abbildung 13-C). Die ECFCs wurden deutlich gestreckt und ihre lange Achse

orientierte sich in Flussrichtung.

Abbildung 13: Phasenkontrastaufnahmen der unter laminaren Flussbedingungen kultivierten ECFCs. A: ECFCs mit
ungeordneter Kopfsteinpflasterformation nach quasi-statischen Bedingungen (=0,5 dyn/cm?). B: ECFCs mit in Flussrichtung
ausgerichteten und elongierten Zellen nach mittlerem Scherstress (=5 dyn/cm?). C: ECFCs mit langgestreckten in Flussrichtung
orientierten Zellen nach hohem Scherstress (=20 dyn/cm?). Flussrichtung von links nach rechts. MaRstab in allen Abbildungen
betragt 200 pum.

Die HUVECs hingegen wiesen unter MSS weiterhin eine ungeordnete Orientierung auf
(Abbildung 14-B) und zeigten erst unter HSS in Flussrichtung ausgerichtete Zellen
(Abbildung 14-C).
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Abbildung 14: Phasenkontrastaufnahmen der unter laminaren Flussbedingungen kultivierten HUVECs. A: HUVECs
mit ungeordneter Kopfsteinpflasterformation nach quasi-statischen Bedingungen (=0,5dyn/cm?). B: HUVECs mit
unregelmaBig angeordneter Morphologie nach mittlerem Scherstress (=5 dyn/cm?). C: HUVECs mit in Flussrichtung
orientierten, elongierten Zellen nach hohem Scherstress (=20 dyn/cm?). Flussrichtung von links nach rechts. MaRstab in allen
Abbildungen betragt 200 pum.

Die Zellorientierung in Flussrichtung konnte sowohl unter laminaren als auch unter pulsatilen
Flussbedingungen beobachtet werden. Der Einsatz eines physiologischen Pulses zeigte eine
ahnliche Wirkung in Bezug auf die Ausrichtung und Orientierung der ECFCs und HUVECs
verglichen mit laminaren Bedingungen (Abbildung 15 und Abbildung 16). In situ
Mikroskopieaufnahmen zeigen, dass die Zellorientierung der ECFCs unter MSS nach 35 h
begann, wohingegen unter HSS bereits nach 24 h in Flussrichtung ausgerichtete, parallele

Zellstrukturen zu beobachten waren (siehe Kraus et al., 2021-Supplementary Data: Video 1-3).

Abbildung 15: Phasenkontrastaufnahmen der unter pulsatilen (1 Hz) Flussbedingungen kultivierten ECFCs. A: ECFCs
mit ungeordneter Kopfsteinpflasterformation nach quasi-statischen Bedingungen (=0,5 dyn/cm?). B: ECFCs mit in
Flussrichtung ausgerichteten und elongierten Zellen nach mittlerem Scherstress (=5 dyn/cm?). C: ECFCs mit langgestreckten
in Flussrichtung orientierten Zellen nach hohem Scherstress (=20 dyn/cm?). Flussrichtung von links nach rechts. MaRstab in
allen Abbildungen betragt 200 pm.
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Abbildung 16: Phasenkontrastaufnahmen der unter pulsatilen (1 Hz) Flussbedingungen kultivierten HUVECs.
A: HUVECs mit ungeordneter Kopfsteinpflasterformation nach quasi-statischen Bedingungen (=0,5 dyn/cm?). B: HUVECs
mit unregelméaRig angeordneter Morphologie nach mittlerem Scherstress (=5 dyn/cm?). C: HUVECs mit in Flussrichtung
orientierten Zellen nach hohem Scherstress (=20 dyn/cm?). Flussrichtung von links nach rechts. Mafstab in allen Abbildungen
betragt 200 um.

4212 Untersuchung der Zell-Zell-Verbindungen

Zusétzlich wurde der Einfluss der verschiedenen Scherstressbedingungen auf die
Zell-Zell-Verbindungen sowohl fur ECFCs als auch fir HUVECSs untersucht. Dafur wurden die
Zellen nach der jeweiligen Flusskultivierung fixiert und anschlielend ihre Monolayerintegritat
mithilfe von Immunfluoreszenzfarbungen von VE-Cadherin sichtbar gemacht. In Abbildung 17
ist VE-Cadherin griin angefarbt und in beiden Zelltypen unter allen Bedingungen deutlich
erkennbar. Durch die Anfarbung von VE-Cadherin wurden die Zell-Zell-Kontaktstellen stark
hervorgehoben, wodurch sich die einzelnen Zellen anhand ihrer Form und Ausrichtung gut
voneinander unterscheiden lieBen. Mithilfe der Immunfluoreszenzfarbung konnten somit die
Ergebnisse der Phasenkontrastaufnahmen sowohl fur laminare (Abbildung 17) als auch
pulsatile (Abbildung 18) Bedingungen bestatigt werden. Die ECFCs zeigten mit zunehmendem
Scherstress in Flussrichtung ausgerichtete und verlangerte Zellformen auf. Im Gegensatz dazu
wiesen HUVECs unter allen dynamischen Bedingungen eine ungeordnete polygonale

Morphologie auf, welche sich nicht von den quasi-statischen Bedingungen abgrenzte.
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Abbildung 17: Immunfluoreszenzaufnahmen der VE-Cadherine der unter laminaren Flussbedingungen kultivierten
ECFCs und HUVECs. A, D:ECFCs (A) und HUVECs (D) mit unregelméRBig angeordneter Morphologie nach
quasi-statischen Bedingungen (SC = 0,5 dyn/cm?). B: ECFCs mit parallel zur Flussrichtung angeordneter langgestreckter
Morphologie und hoher Monolayerintegritat nach mittlerem Scherstress (MSS =5 dyn/cm?) E: HUVECs mit unregelmaRig
angeordneten Zellen nach mittlerem Scherstress (MSS =5 dyn/cm?). C:In Flussrichtung orientierte ECFCS mit
unregelmaBiger Monolayerintegritat und lickenhaften Zell-Zell-Verbindungen nach hohem Scherstress (HSS = 20 dyn/cm?).
F: HUVECs mit ungeordneter polygonaler Morphologie nach hohem Scherstress (HSS = 20 dyn/cm?). Die VE-Cadherine sind
mithilfe der Immunfluoreszenzfarbung nach Fixierung der Zellen in griin angefarbt, die Zellkerne mittels Hochst-Féarbung in

blau dargestellt. Flussrichtung von links nach rechts. MaRstab in allen Abbildungen betrdgt 200 pum.

Die Anfarbung der Zell-Zell-Kontakte ermdglichte ebenfalls eine Analyse der
Monolayerintegritdat. Eine unzusammenhangende Endothelschicht mit einer niedrigen
Monolayerintegritat bedeutet einen mdglichen thrombogenen Risikofaktor fir spétere
Blutkontaktstellen auf dem Implantat. In vorhandenen Licken zwischen den Zellen kénnen
Blutplattchen vereinfacht anhaften und aggregieren, wodurch eine Thromboseentstehung
beginstigt wird (Dong et al., 2019). Eine erhohte Monolayerintegritét ist fir ECFCs unter
laminaren Bedingungen nur unter mittlerem Scherstress erkennbar. Unter hohen laminaren
Scherstressbedingungen weisen die Zellen eine unzusammenhéngende Zellschicht auf
(Abbildung 17-C). Im Gegensatz dazu sind diese Lucken unter pulsatilem Fluss geschlossen
und die Zellen behalten ihre stabilen Zell-Zell-Kontakte auch unter erhohten
Scherstressbedingungen bei (Abbildung 18-C).
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Abbildung 18: Immunfluoreszenzaufnahmen der VE-Cadherine der unter pulsatilen Flussbedingungen (1 Hz)
kultivierten ECFCs und HUVECs. A, D: ECFCs (A) und HUVECs (D) mit unregelmaRig angeordneter Morphologie nach
quasi-statischen Bedingungen (SC = 0,5 dyn/cm?). B: ECFCs mit parallel zur Flussrichtung angeordneter langgestreckter
Morphologie und hoher Monolayerintegritat nach mittlerem Scherstress (MSS =5 dyn/cm?) E: HUVECs mit unregelmaRig
angeordneten Zellen nach mittlerem Scherstress (MSS =5 dyn/cm?). C: In Flussrichtung orientierte ECFCs mit regelmaRiger
Monolayerintegritat und starken Zell-Zell-Verbindungen nach hohem Scherstress (HSS = 20 dyn/cm?). F: HUVECs mit
ungeordneter polygonaler Morphologie nach hohem Scherstress (HSS = 20 dyn/cm?). Die VE-Cadherine sind mithilfe der
Immunfluoreszenzféarbung nach Fixierung der Zellen in griin angefarbt, die Zellkerne mittels Hochst-Farbung in blau

dargestellt. Flussrichtung von links nach rechts. Mal3stab in allen Abbildungen betrégt 200 pum.

4213 Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts

Zur  Veranschaulichung der  zytoskelettalen Veranderungen wurden die
F-Aktin-Mikrofilamente (FAM) mithilfe einer Immunfluoreszenzfarbung nach Fixierung der
Zellen sichtbar gemacht. Unter quasi-statischen Bedingungen zeigten sich sowohl in den
ECFCs als auch in den HUVECs ungeordnete und zufallig im Zytoplasma bzw. in der
Zellperipherie verteilte Filamentstrukturen (Abbildung 19-A,-D). Mit zunehmendem
Scherstress wiesen die ECFCs in Flussrichtung organisierte und ausgerichtete FAM auf. Im
Zytoskelett konnten dicht organisierte Aktinbiindel verstarkt an den Zellmembranen beobachtet
werden (Abbildung 19-B,-C). Diese Beobachtungen konnten sowohl unter laminaren als auch

pulsatilen Bedingungen getroffen werden (Abbildung 20).
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Abbildung 19: Immunfluoreszenzaufnahmen der Aktinfilamente der unter laminaren Flussbedingungen kultivierten
ECFCs und HUVECs. A, D: ECFCs (A) und HUVECSs (D) mit unregelmaRig angeordneten F-Aktin-Mikrofilamenten (FAM)
nach quasi-statischen Bedingungen (SC = 0,5 dyn/cm?). B: ECFCs mit parallel zur Flussrichtung angeordneten langgestreckten
FAM nach mittlerem Scherstress (MSS =5 dyn/cm?) E: HUVECs mit unregelmaBig angeordneten FAM nach mittlerem
Scherstress  (MSS =5dyn/cm?). C:ECFCs mit in Flussrichtung orientierten FAM nach hohem Scherstress
(HSS = 20 dyn/cm?). F: HUVECs mit ungeordneten FAM nach hohem Scherstress (HSS = 20 dyn/cm?). Die FAM sind nach
Fixierung der Zellen mit Phalloidin rot angeférbt, die Zellkerne mittels Hochst-Féarbung in blau dargestellt. Flussrichtung von

links nach rechts. Mal3stab in allen Abbildungen betragt 200 pm.

Im Gegensatz dazu, zeigten sich in laminar kultivierten HUVECs unter allen dynamischen
Bedingungen ungeordnete und zufallig in der Zellperipherie angeordnete FAM-Strukturen. Es
konnten weder unter mittlerem noch unter hohem Scherstress in Flussrichtung ausgerichtete
Aktinbundel beobachtet werden (Abbildung 19-E,-F). Nach pulsatilen Scherstressbedingungen
prasentierte sich in den HUVECs nur nach 20 dyn/cm? eine zunehmende Organisation der

Aktinfilamente (Abbildung 20). Diese lag jedoch ohne spezifische Ausrichtung der Zellen vor.
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Abbildung 20: Immunfluoreszenzaufnahmen der Aktinfilamente der unter pulsatilen Flussbedingungen kultivierten
ECFCs und HUVECs. A, D: ECFCs (A) und HUVECSs (D) mit unregelméRig angeordneten F-Aktin-Mikrofilamenten (FAM)
nach quasi-statischen Bedingungen (SC = 0,5 dyn/cm?). B: ECFCs mit parallel zur Flussrichtung angeordneten langgestreckten
FAM nach mittlerem Scherstress (MSS =5 dyn/cm?) E: HUVECs mit unregelmaRig angeordneten FAM nach mittlerem
Scherstress  (MSS =5dyn/cm?). C:ECFCs mit in Flussrichtung orientieten FAM nach hohem Scherstress
(HSS =20 dyn/cm?). F:HUVECs mit zum Teil in Flussrichtung orientierten FAM nach hohem Scherstress
(HSS =20 dyn/cm?). Die FAM sind nach Fixierung der Zellen mit Phalloidin rot angefarbt, die Zellkerne mittels
Hdchst-Farbung in blau dargestellt. Flussrichtung von links nach rechts. MaRstab in allen Abbildungen betragt 200 um.

4214 Rundheit der Zellen und Zellausrichtung

Zur Quantifizierung der morphologischen Veranderungen wurden die Zellformen mithilfe der
VE-Cadherin-Immunfluoreszenzfarbung  analysiert. ~Da  VE-Cadherin  an  den
Zell-Zell-Kontaktstellen exprimiert wird (Hordijk et al., 1999) (Abbildung 21-A), ist eine
Flachenabgrenzung der Zellen durch Markierung der Zellrdnder moglich (Abbildung 21-B).
Dadurch konnten sowohl die Flache als auch die minimale und maximale Achsenlange der
einzelnen Zellen gemessen werden. Das Verhéltnis von maximaler zu minimaler Achse gibt
Auskunft ber die Elongation der Zellen nach der Scherstressbehandlung. Je grofer das
Verhéltnis, desto mehr wurden die Zellen gestreckt. In Abbildung 21-C ist das
Achsenverhéltnis fir beide Zelltypen nach statischer sowie dynamischer Kultivierung
dargestellt. Es wird ersichtlich, dass sich flir ECFCs verglichen mit statisch kultivierten Zellen
ein zunehmender Scherstress signifikant auf das Achsenverhaltnis auswirkte. Ein mittlerer
Fluss von 5 dyn/cm? fiihrte sowohl unter laminaren als auch pulsatilen Bedingungen zu

signifikanten Veranderungen des Achsenverhéltnisses. Dabei ist zu beobachten, dass der
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Einfluss des Pulses ebenfalls signifikante Auswirkungen auf das Achsenverhaltnis nahm. Die
ECFCs elongierten signifikant starker nach einem pulsatilen mittleren Fluss im Gegensatz zu
laminar kultivierten Zellen (p-Wert kleiner 0,01). Unter hohen Scherstressbedingungen von
20 dyn/cm? spielte der Puls nur eine untergeordnete Rolle, da zwischen laminaren und
pulsatilen Flussbedingungen kein signifikanter Unterschied bestand. Ebenfalls ist zu
beobachten, dass unter pulsatilen Bedingungen die Scherstresshohe sich nicht signifikant auf
das Achsenverhaltnis der ECFCs auswirkte. Im Gegensatz dazu hat ein hoher laminarer
Scherstress signifikante Auswirkungen verglichen mit mittleren laminaren Scherstressraten
(p-Wert kleiner 0,01). Daraus lasst sich schlieBen, dass ein hoher Scherstress von 20 dyn/cm?
sowie ein pulsatiler Fluss von 1 Hz sich stark auf die Elongation der ECFCs und somit auf ihre
Ausrichtung auswirkte.

Verglichen dazu, zeigten HUVECSs nur unter pulsatilen Kultivierungsbedingungen signifikant

erhohte Achsenverhaltnisse.

O
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Abbildung 21: Analyse des Achsenverhaltnisses der flusskultivierten ECFCs und HUVECs. A: Repréasentative
VE-Cadherin-Farbung der unter mittlerem laminarem Scherstress kultivierten ECFCs. Malistab betragt 100 pum. B: Die
Bildverarbeitung der VVE-Cadherin-angefarbten Zellen wurde mithilfe der ImageJ- und CorelDraw-Software durchgefiihrt.
Zellrénder sind schwarz hervorgehoben, um Zellformen und maximale und minimale Zellachsen zu analysieren.
C: Achsenverhéltnisse der unter verschiedenen Scherstressbedingungen kultivierten ECFCs und HUVECs. SC = quasi-statisch
kultivierte Zellen (0,5 dyn/cm?), LC = laminarer Fluss, PC = pulsatiler Fluss (1 Hz). MSS = mittlerer Scherstress (5 dyn/cm?),
HSS = hoher Scherstress (20 dyn/cm?). Die Fehlerbalken entsprechen den Standardabweichungen von N = 10 verschiedenen
Zellen in Dreifachbestimmung. * = p<0,05, ** = p<0,01 und *** = p<0,001 definieren signifikante Anderungen.
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Um diese Ergebnisse zu bekréaftigen und Unterschiede zwischen ECFCs und HUVECs
hervorzuheben wurde die Rundheit der Zellen ermittelt. Dabei wurde die Flache der Zellen (A)
sowie die maximale Sehnenlénge (Imax) gemessen und die Rundheit anschlieRend anhand der

Formel nach Brown et al. berechnet (Brown et al., 2009):

Rundheit =

2
s max

Die Rundheitswerte wurden zwischen 0 und 1 festgelegt. Je mehr sich die Werte in Richtung 0
orientierten, desto elongierter lagen die Zellen vor.

Die Analyse der Rundheit wurde sowohl fir laminare als auch pulsatile Bedingungen
durchgefuhrt und ist in Abbildung 22 dargestellt. Es l&sst sich beobachten, dass die Rundheit
der Zellen unter statischen Kultivierungsbedingungen (SC) nicht signifikant unterschiedlich
zwischen den beiden Zelltypen ausfiel (ECFCs: 0,8 +0,3; HUVECs: 0,9 £0,2). Dieses
Ergebnis belegt die mikroskopischen Phasenkontrast- und Immunfluoreszenzauswertungen aus
den Kapiteln 4.2.1.1, 4.2.1.2 und 4.2.1.3. Die Zellen beider Zelltypen zeigten eine polygonale
pflastersteinférmige Morphologie mit Rundheitswerten nahe 1 auf (Abbildung 13-A;
Abbildung 14-A; Abbildung 17-A.-D; Abbildung 19-A,-D). Mit zunehmendem Scherstress
verminderten beide Zelltypen ihre Rundheit. Dabei ist hervorzuheben, dass sowohl unter
laminaren als auch pulsatilen Flussbedingungen die Rundheit der ECFCs signifikant niedriger
ausfiel im Vergleich zur Rundheit der HUVECs. Unter mittlerem laminaren Fluss (MSS)
erreichten die ECFCs eine mittlere Rundheit von 0,4 +0,1, wahrend die HUVECs
Rundheitswerte von 0,7 + 0,3 aufwiesen. Durch Erhéhung der Scherstressrate auf 20 dyn/cm?
(HSS) verminderten die ECFCs ihre Rundheit auf 0,3 + 0,1, welche signifikant niedriger ausfiel
als die Rundheit der HUVECs (0,6 £ 0,2). Durch die Zugabe eines Pulses wurde dieser Effekt
zusatzlich verstérkt. Unter mittlerem pulsatilen Scherstress verminderten die ECFCs signifikant
starker (0,2 = 0,1) ihre Rundheit verglichen zu den HUVECs (0,5 £ 0,2). Dies konnte ebenfalls
unter einem hohen pulsatilen Fluss beobachtet werden. ECFCs wiesen dabei Rundheitswerte
von 0,2 £ 0,0 und HUVECs Werte um 0,5 £ 0,3 auf. Vergleicht man nun die Werte innerhalb
der Zellgruppen, fallt auf, dass ein hoher Scherstress nur fir ECFCs signifikante Auswirkungen
auf die Rundheit der Zellen hat. Demnach ist der p-Wert fiir ECFCs sowohl zwischen MSS
laminar und HSS laminar als auch zwischen MSS pulsatil und HSS pulsatil kleiner 0,001.
Dagegen konnten keine signifikanten Unterschiede in der Zellgruppe der HUVECs

nachgewiesen werden.
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Abbildung 22: Analyse der Rundheit der flusskultivierten ECFCs und HUVECs. I: Rundheit der unter laminaren
Scherstressbedingungen kultivierten ECFCs und HUVECs. 1I: Rundheit der unter pulsatilen (1 Hz) Scherstresshedingungen
kultivierten ECFCs und HUVECs. SC = quasi-statisch kultivierte Zellen (0,5 dyn/cm?), MSS = mittlerer Scherstress
(5 dyn/cm?), HSS = hoher Scherstress (20 dyn/cm?). Die Fehlerbalken entsprechen den Standardabweichungen von N =10
verschiedenen Zellen in Dreifachbestimmung. *** = p<0,001 definiert signifikante Anderungen.

Wird nun der Einfluss des Pulses untersucht, ergeben sich signifikante Unterschiede fur beide
Zellgruppen zwischen MSS laminar und MSS pulsatil (HUVECs: p-Wert kleiner 0,01;
ECFCs: p-Wert  kleiner 0,001) sowie zwischen HSS laminar und HSS pulsatil
(HUVECs: p-Wert kleiner 0,05; ECFCs: p-Wert kleiner 0,001). Die starker ausfallenden
Signifikanzen deuten demnach auf eine hohere Sensibilitdit der ECFCs aufgrund der

Scherstresskultivierung hin.

4.2.2 Auswirkung von Scherstress auf Thrombogenitat der Zellen

In dieser Arbeit wurde die Genexpression des Markers Thrombomodulin mithilfe der
quantitativen Real-time Polymerase-Kettenreaktion (QRT-PCR) fir beide Zelltypen, ECFCs
und HUVECs, nach dynamischer und statischer Kultivierung bestimmt. Fiir die Durchfiihrung
der gRT-PCR wurde die zellulare RNA der unter verschiedenen Flussbedingungen kultivierten
Zellen isoliert und in cDNA transkribiert. In Tabelle 11 ist eine Ubersicht der verwendeten
Primerpaare  aufgezeigt. Als  Referenzgen wurde RB-Actin  verwendet. Die
Thrombomodulin-Transkriptionsniveaus wurden mit der ACt-Methode berechnet und sind in
Abbildung 23 dargestellt.
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Abbildung 23: Normierte Darstellung der Transkriptionslevel des antithrombogenen Markers Thrombomodulin
relativ zur B-Actin-Genexpression fir flusskultivierte HUVECs und ECFCs. SC = quasi-statisch kultivierte Zellen
(0,5 dyn/cm?), LC = laminarer Fluss, PC = pulsatiler Fluss (1 Hz), MSS = mittlerer Scherstress (5 dyn/cm?), HSS = hoher
Scherstress (20 dyn/cm?). Die weilen Kreise stellen die einzelnen Werte aus N =3 unabhangigen Versuchen in
Dreifachbestimmung dar. Die schwarzen Rauten symbolisieren die Mittelwerte. Die Standardabweichungen sind durch
Fehlerbalken dargestellt. * = p<0,05, ** = p<0,01 und *** = p<0,001 definieren signifikante Anderungen.

Es wird ersichtlich, dass ein hoher Scherstress (HSS) in HUVECs eine signifikant erhohte
Thrombomodulinexpression im Vergleich zu quasi-statisch kultivierten Zellen bewirkte
(Abbildung 23, linke Abbildung). Dieser Effekt ist sowohl unter laminaren als auch pulsatilen
Bedingungen zu beobachten. Im Gegensatz dazu konnte innerhalb der Zellgruppe der ECFCs
festgestellt werden, dass unter laminaren und pulsatilen Flussbedingungen zusétzlich
signifikante Unterschiede zwischen mittlerem und hohem Scherstress auftraten (Abbildung 23,
rechte Abbildung). AulRerdem lagen die Signifikanzniveaus deutlich ausgepréagter vor.
Demnach ist der p-Wert fiir ECFCs zwischen quasi-statisch kultivierten Zellen und unter hohem
Scherstress kultivierten Zellen bei laminarem Fluss kleiner 0,01 sowie bei pulsatilem Fluss
kleiner 0,001, wohingegen er bei HUVECs nur kleiner 0,05 misst. Diese Ergebnisse zeigen,
dass ein hoher Scherstress die Thrombomodulinexpression in beiden Zelltypen hochregulierte,

die Genexpression in ECFCs jedoch verstéarkt ausgepragt war.

4.2.3 Analyse des Glukoseverbrauchs nach dynamischer Kultivierung

Fur eine zukiinftige Kultivierung in einem Bioreaktorsystem ist eine Uberwachung der
biochemischen Parameter wie Sauerstoff, Glukose und Laktat, zur Gewahrleistung der
Zellvitalitat entscheidend (Maschhoff et al., 2017). Daher sollte im folgenden Abschnitt der
Einfluss von Scherstress auf die metabolische Aktivitat der Zellen untersucht werden. Dafir
wurde der Glukosegehalt im Medium-Uberstand nach Abschluss der Kultivierung (t=72 h) fiur

jede Bedingung mithilfe eines Bioprozessanalysegerats photometrisch gemessen. Die
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Messauswertungen sind in Abbildung 24 fiir beide Zelltypen dargestellt. Mit zunehmendem
Scherstress konnte eine Abnahme der Glukosekonzentration im Medium fiir ECFCs festgestellt
werden (Abbildung 24, rechte Abbildung). Dabei zeigten die ECFCs unter einem pulsatilen
hohen Scherstress (PC HSS) einen signifikant hoheren Glukoseverbrauch im Vergleich zu
quasi-statisch kultivierten Zellen (SC, p-Wert kleiner 0,01). Unter PC HSS Bedingungen zeigte
sich ebenfalls ein signifikanter Unterschied zu ECFCs unter laminarem hohen Scherstress (LC
HSS) und pulsatilem mittleren Scherstress (PC MSS). Gleichzeitig konnte ein signifikanter
Unterschied zwischen mittlerem laminaren Scherstress (LC MSS) und PC MSS beobachtet
werden. Im Gegensatz dazu zeigten die HUVECSs keinen signifikanten Unterschied (p-Werte
groRer 0,05) innerhalb der unterschiedlichen Kultivierungsbedingungen (Abbildung 24, linke
Abbildung).

HUVECs ECFCs
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* *

500 | 2
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Glukosekonzentration [mg/mL)
Glukosekonzentration [mg/mL)

0 0
sC LC LC PC PC SC LC LC PC PC
MSS HSS MSS HSS MSS HSS MSS HSS

Abbildung 24:  Glukoseverbrauch der flusskultivierten HUVECs und ECFCs nach 72h Kultivierung.
SC = quasi-statisch kultivierte Zellen (0,5 dyn/cm?), LC = laminarer Fluss, PC = pulsatiler Fluss (1 Hz), MSS = mittlerer
Scherstress (5 dyn/cm?), HSS = hoher Scherstress (20 dyn/cm?). Die weifen Kreise stellen die einzelnen Werte aus
N = 3 unabhéngigen Versuchen in Dreifachbestimmung dar. Die schwarzen Rauten symbolisieren die Mittelwerte. Die
Standardabweichungen sind durch Fehlerbalken dargestellt. * = p<0,05 und ** = p<0,01 definieren signifikante Anderungen.

4.2.4 Schlussfolgerung

In diesem Kapitel wurde erfolgreich ein dynamisches Konditionierungsprotokoll entwickelt,
um eine verbesserte Zelladh&sion, Monolayerintegritat sowie antithrombogene Wirkung in
endothelialen koloniebildenden Zellen (ECFCs) zu induzieren. Daflir wurden ECFCs im
Vergleich  zu Modell-Endothelzellen  aus  der Literatur, den humanen
Nabelschnurendothelzellen (HUVECs) unter verschiedenen Scherstressraten Uber einen
Zeitraum von 72 h laminar und pulsatil (1 Hz) kultiviert. Dabei erwies sich ein hoher
Scherstress (20 dyn/cm?) im Vergleich zu einem mittlerem Scherstress (5 dyn/cm?) als
erforderlich, um in ECFCs eine Ausrichtung und Anordnung der Aktinfilamente und
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VE-Cadherine in  Flussrichtung hervorzurufen. Zudem wurde anhand dichter
Zell-Zell-Verbindungen gezeigt, dass ein pulsatiler hoher Scherstress (PC-HSS = 20 dyn/cm?;
1Hz) eine hohere Monolayerintegritit in ECFCs hervorrief als laminare
Scherstressbedingungen.

Dabei zeigten sich ECFCs im Vergleich zu HUVECs sensitiver gegeniiber dynamischen
Kultivierungsbedingungen. Ferner fuhrte die Kultivierung unter PC HSS zu einer signifikant
erhdhten Genexpression des atheroprotektiven Markers Thrombomodulin sowohl in ECFCs als
auch in HUVECs.
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4.3 Arteriovendse Differenzierungsanalyse der isolierten ECFCs

Im vorherigen Kapitel konnte gezeigt werden, dass endotheliale koloniebildende Zellen
(ECFCs) eine hohere Sensitivitdit gegentber Stromungsbedingungen als humane
Nabelschnurvenenendothelzellen (HUVECS) zeigten und damit eine favorisierte Zellquelle zur
Endothelialisierung bioartifizieller GefaRimplantate darstellen. Dennoch weist eine
Auswertung von Wang et al. darauf hin, dass 59 % der zwischen 2013 und 2018
veroffentlichten Studien, die das vaskuldre Tissue Engineering thematisierten, HUVECs als
bevorzugte Zellquelle einsetzten (Wang etal., 2019). Die Verwendung von HUVECs in
klinischen Anwendungen wiirde jedoch aufgrund ihres allogenen Ursprungs immunsuppressive
Behandlungen erfordern (Hendrickx et al., 2011). Es konnte zudem gezeigt werden, dass
insbesondere fur die Endothelialisierung von arteriellen Bypasskonstrukten ein arterieller
Phénotyp der verwendeten Endothelzellen zu einer hdheren Durchgéngigkeitsrate nach
Implantierung der Geféal3prothese fihrt (Jannati et al., 2019; Riess et al., 2017).

Aus diesem Grund soll im folgenden Kapitel untersucht werden, inwieweit eine
Vorkonditionierung unter einem hohen Scherstress zur arteriellen Differenzierung des unreifen
endothelialen Vorlauferzelltyps ECFCs fiihrt.

Dafur werden die ECFCs unter statischen sowie dynamischen Bedingungen kultiviert und
anschlieBend anhand ihrer Morphologie, sowie zytoskelettalen Verédnderungen mit adulten
vendsen und arteriellen Endothelzellen verglichen. Ferner werden die Zellen auf MRNA-Ebene
néher charakterisiert, um den Differenzierungs- und Thrombogenitatszustand der Zellen unter
den verschiedenen Kultivierungsbedingungen zu analysieren. Um eine Entziindungsreaktion
nach Implantierung in vitro zu simulieren, wurden die Zellen mit dem proinflammatorischen
Zytokin ~ Tumornekrosefaktor-a ~ (TNF-a)  inkubiert, um  einen  Verlust der
anti-inflammatorischen und anti-thrombogenen Eigenschaften der Zellen auszulésen. Da im
vorherigen Versuch ECFCs besonders unter hohen pulsatilen Scherstressbedingungen
(20 dyn/cm?; 1 Hz) eine verbesserte Monolayerintegritat und verstarkte Zellausrichtung in
Flussrichtung aufwiesen, wurde dieser dynamische Kultivierungszustand als optimale
Konditionierungsbedingung gewahlt. Fur die in diesem Kapitel durchgefiihrten Versuche
wurden ECFCs aller Spender sowie HUVECs und humane Endothelzellen der Aorta (HAECS)
von Passage 4 bis Passage 6 verwendet. Die statistischen Auswertungen erfolgten mithilfe der
einfaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA). Dieses Kapitel wurde teilweise veroffentlicht
in: Kraus et al., 2022 (akzeptiert 15.06.2022), Peripheral blood derived endothelial colony
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forming cells as suitable cell source for pre-endothelialization of arterial vascular grafts under

dynamic flow conditions, Microvascular Research.

4.3.1 Analyse der Verdopplungszeit

Zur Vorbereitung der dynamischen Konditionierung wurden die Zellen in einer Zelldichte von
6667 Zellen/cm? ausplattiert und bis zum Erreichen einer 90 %igen Konfluenz kultiviert. Dabei
zeigten sich fur die jeweiligen Zelltypen unterschiedliche Verdopplungszeiten (Abbildung 25).
Zwischen HAECs (2,7 + 0,6 Tage) und HUVECs (1,0 £ 0,1 Tage) wurde ein signifikanter
Unterschied deutlich. Die ECFCs wiesen eine mittlere Verdopplungszeit von 2,4 + 1,5 Tagen
auf und unterschieden sich somit ebenfalls signifikant von den HUVECSs. Im Gegensatz dazu
konnte unter den verwendeten statischen Kultivierungsbedingungen kein signifikanter

Unterschied zwischen ECFCs und arteriellen HAECs festgestellt werden.

Verdopplungszeit [Tage]

ECFC HAEC HUVEC

Abbildung 25: Analyse der Verdopplungszeiten der in vitro kultivierten ECFCs, HAECs und HUVECs. Die
Fehlerbalken entsprechen den Standardabweichungen von N =5 verschiedenen Passagen. ** = p<0,01 und *** = p<0,001

definieren signifikante Anderungen.

4.3.2 Statische versus pulsatile Kultivierung

Im folgenden Versuch wurde der Einfluss der Scherstresskonditionierung auf den
Differenzierungsstatus der isolierten ECFCs bestimmt. Daflir wurden ECFCs, HAECs und
HUVECs sowohl unter quasi-statischen (0,5 dyn/cm?) als auch dynamischen, pulsatilen

Bedingungen (20 dyn/cm?;, 1Hz) in mit Fibrinogen (10 mg/mL) beschichteten
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Durchflusskammern Uber einen Zeitraum von 24 h kultiviert. Nach einer initialen
Adhasionsphase von 4 h, wurde der Scherstress stufenweise erhéht und an das entsprechende
Scherstressniveau angepasst. Nach Ende der Konditionierung wurden die Zellen mikroskopisch
und auf mMRNA-Ebene naher untersucht. Zur inflammatorischen Aktivierung wurde ein Teil der
Zellen 6 h vor Versuchsende mit 10 ng/mL TNF-a behandelt.

Zur mikroskopischen Beurteilung wurden die Zellen in den Durchflusskammern fixiert und die
Morphologie mithilfe von Phasenkontrastaufnahmen sowie die Anordnung der VE-Cadherine
und Aktin-Filamente mittels Immunfluoreszenzfarbungen analysiert. Dabei wurden der
Einfluss eines definierten Scherstresses auf die Zellmorphologie, Zellausrichtung und die

Zell-Zell-Kontakte in den drei Zelltypen miteinander verglichen.

4.3.2.1 Analyse der Zellmorphologie

Die morphologischen Untersuchungen nach quasi-statischer Kultivierung ergaben fir ECFCs
eine unregelméaBig angeordnete kopfsteinpflasterformige Zellstruktur (Abbildung 26). Die
unter quasi-statischen Bedingungen mit TNF-a behandelten ECFCs zeigten keine
morphologischen Veranderungen im Vergleich zu unbehandelten Zellen. Im Gegensatz dazu
verursachte eine Kultivierung unter hohem pulsatilen Scherstress eine in Flussrichtung
ausgerichtete Zellorientierung. Die ECFCs waren verlangert und parallel zum Fluss angeordnet.
Die TNF-a-Stimulierung unter hohem Scherstress wies keine morphologischen Unterschiede

verglichen mit unbehandelten ECFCs auf.
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Abbildung 26: Phasenkontrastaufnahmen der unter pulsatilen Flussbedingungen kultivierten ECFCs. Links
oben: ECFCs nach quasi-statischen Bedingungen (=0,5 dyn/cm?). Links unten: ECFCs nach quasi-statischen Bedingungen
(=0,5 dyn/cm?) und TNF-a-Stimulierung (10 ng/mL). Rechts oben: ECFCs nach hohem pulsatilen Scherstress (=20 dyn/cm?;
1 Hz). Rechts unten: ECFCs nach hohem pulsatilen Scherstress (=20 dyn/cm?; 1 Hz) und TNF-a-Stimulierung (10 ng/mL).
Flussrichtung von links nach rechts durch weiRen Pfeil dargestellt. MaRstab in allen Abbildungen betragt 200 pm.

Verglichen mit ECFCs wiesen auch HAECs unter einem Scherstress von 0,5 dyn/cm? die fir
Endothelzellen typische runde Kopfsteinpflaster-Morphologie auf (Abbildung 27). Nach
Zugabe von TNF-a ist in HAECs allerdings eine veranderte Morphologie zu beobachten. Die
Zellen zeigten zwar weiterhin eine unregelmdaRige Anordnung, die Zellform veranderte sich
allerdings von rundoval zu spindelférmig. Mit zunehmendem Scherstress zeigten auch HAECs
teilweise in Flussrichtung angeordnete Zellstrukturen. Dabei lie} sich beobachten, dass eine
Inkubation mit TNF-a nach einem hohen Scherstress zu mehr ausgerichteten Zellen fuhrte im
Vergleich zu unbehandelten Zellen. Im Gegensatz zu ECFCs konnte bei HAECs allerdings
keine parallel zur Flussrichtung angeordnete Zellstrukturierung festgestellt werden.
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Abbildung 27: Phasenkontrastaufnahmen der unter pulsatilen Flussbedingungen kultivierten HAECs. Links
oben: HAECs nach quasi-statischen Bedingungen (=0,5 dyn/cm?). Links unten: HAECs nach quasi-statischen Bedingungen
(=0,5 dyn/cm?) und TNF-a-Stimulierung (10 ng/mL). Rechts oben: HAECs nach hohem pulsatilen Scherstress (=20 dyn/cm?;
1 Hz). Rechts unten: HAECs nach hohem pulsatilen Scherstress (=20 dyn/cm?; 1 Hz) und TNF-a-Stimulierung (10 ng/mL).
Flussrichtung von links nach rechts durch weiRen Pfeil dargestellt. MaBstab in allen Abbildungen betragt 200 pum.

HUVECs wiesen unter quasi-statischen Scherstressbedingungen ebenfalls eine ungeordnete
polygonale Morphologie auf (Abbildung 28). Durch die Zugabe von TNF-a konnte jedoch bei
ihnen keine verdnderte Zellstrukturierung beobachtet werden. Auch nach dynamischer
Scherstresskultivierung wiesen die Zellen sowohl unter Einfluss von TNF-a als auch ohne

Zugabe des Zytokins weiterhin eine grofitenteils unregelméRig angeordnete Morphologie auf.
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Abbildung 28: Phasenkontrastaufnahmen der unter pulsatilen Flussbedingungen kultivierten HUVECs. Links
oben: HUVECSs nach quasi-statischen Bedingungen (=0,5 dyn/cm?). Links unten: HUVECs nach quasi-statischen Bedingungen
(=0,5 dyn/cm?) und TNF-a-Stimulierung (10 ng/mL). Rechts oben: HUVECs nach hohem pulsatilen Scherstress (=20 dyn/cm?;
1 Hz). Rechts unten: HUVECs nach hohem pulsatilen Scherstress (=20 dyn/cm?; 1 Hz) und TNF-a-Stimulierung (10 ng/mL).
Flussrichtung von links nach rechts durch weiRen Pfeil dargestellt. MaRstab in allen Abbildungen betragt 200 pm.

4.3.2.2 Untersuchung der Zell-Zell-Verbindungen

Weiterhin sollten Unterschiede zwischen ECFCs, HAECs und HUVECs in Bezug auf die
Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts sowie die Monolayerintegritdt nach dynamischer
Kultivierung untersucht werden. Dafiir wurden die F-Aktinfilamente sowie die VE-Cadherine
der einzelnen Zelltypen nach Fixierung der Zellen angefarbt und anschliefend mikroskopisch
visualisiert (Abbildung 29). Mithilfe der griin dargestellten VE-Cadherin-Féarbung konnten die
Zell-Zell-Kontakte und die Zellformen graphisch ermittelt werden. Dabei konnte in allen drei
Zelltypen eine gleichmaRige Monolayerintegritdit und eine zusammenhangende
Endothelschicht mit stabilen Zell-Zell-Kontakten festgestellt werden. Weiterhin wurden die
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Aktinfilamente der jeweiligen Zelltypen durch die Phalloidinfarbung rot hervorgehoben.
ECFCs zeigten an den Zellmembranen dicht organisierte Aktinbundel. Die Aktinfilamente der
ECFCs richteten sich durch den hohen pulsatilen Scherstress parallel in Flussrichtung aus. Im
Vergleich dazu zeigten auch HAECs und HUVECs an den Zellrdndern verdichtete
Aktinfilamentstrukturen auf. Es wurde jedoch nur in HAECs eine Ausrichtung der Filamente

in Flussrichtung festgestellt. HUVECs hingegen wiesen teilweise in Flussrichtung

ausgerichtete jedoch nicht vollstandig parallelisierte Aktinfilamente auf.

ECFC HAEC HUVEC

i

Abbildung 29: Immunfluoreszenzaufnahmen der unter pulsatilen Flussbedingungen kultivierten ECFCs, HAECs und
HUVECs. Oben: Immunfluoreszenzfarbungen der F-Aktinfilamente (FAM) nach hohem pulsatilen Scherstress (=20 dyn/cm?;
1 Hz). Mitte: Immunfluoreszenzfarbungen der VE-Cadherine zur Visualisierung der Monolayerintegritdt nach hohem
pulsatilen Scherstress (=20 dyn/cm?; 1 Hz). Unten: Die Bildverarbeitung der VE-Cadherin-angefarbten Zellen wurde mithilfe
der ImageJ- und CorelDraw-Software durchgefiihrt. Zellrander sind schwarz hervorgehoben, um Zellformen sowie maximale
sowie minimale Zellachsen zu analysieren. Die FAM wurden mit Phalloidin rot angefarbt. Die VE-Cadherine sind in griin und
die Zellkerne mittels Hochst-Féarbung in blau dargestellt. Flussrichtung von links nach rechts durch weiRen Pfeil symbolisiert.

Mafstab in allen Abbildungen betragt 200 pm.
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4.3.2.3 Rundheit und Ausrichtung der Zellen

Im vorherigen Kapitel hat sich ein hoher pulsatiler Scherstress von 20 dyn/cm? als optimal fir
die Zelldehnung und -ausrichtung der ECFCs herausgestellt. In diesem Versuch wurde die
Zelldehnung, wie in Kapitel 4 .2 beschrieben, mithilfe der Rundheit der Zellen ermittelt. Alle
Zelltypen présentierten elongierte Zellformen mit signifikant geringerer Rundheit unter
Stromungsbedingungen verglichen zu statisch kultivierten Zellen (Abbildung 30). Die
Rundheitswerte der dynamisch kultivierten ECFCs (0,4 £ 0,0) und HAECs (0,4 £ 0,0) waren
signifikant hoher verglichen zu dynamisch kultivierten HUVECs (0,3 = 0,0). Dabei zeigte sich
kein signifikanter Unterschied zwischen ECFCs und HAECs, weder nach statischen noch
dynamischen Kultivierungsbedingungen. Bereits Kapitel 4.2 wurden signifikante Unterschiede
zwischen HUVECs und ECFCs anhand ihrer Rundheitswerte festgestellt. Wéhrend in dem hier
beschriebenen Versuch die Rundheit der ECFCs nach 24 h dynamischer Kultivierung
signifikant groRer ausfiel als bei HUVECS, zeigte sich im vorherigen Versuch nach 72 h ein
umgekehrtes Verhéltnis (Abbildung 22).
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Abbildung 30: Analyse der Rundheit der flusskultivierten ECFCs, HAECs und HUVECSs. Die Fehlerbalken entsprechen
den Standardabweichungen von N =10 verschiedenen Zellen in Dreifachbestimmung. *=p<0,05, **=p<0,01 und
*** = n<0,001 definieren signifikante Anderungen.
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Weiterhin sollte die Auswertung der Zellausrichtung nach Flussexposition einen Riickschluss
uber die Stromungsempfindlichkeit der jeweiligen Zelltypen geben. Die Ausrichtung der Zellen
wurde anhand der Messung des Winkels der Langsachse relativ zur Flussrichtung ermittelt.
Dabei konnte beobachtet werden, dass ECFCs nach dynamischer Kultivierung eine signifikant
starkere Ausrichtung in Flussrichtung (20,2° + 1,1°) aufzeigten als statisch kultivierte ECFCs
(50,4° £ 1,4°). Auch HAECs anderten ihre Zellausrichtung signifikant starker unter pulsatilem
Fluss (25,6° £ 2,0°) im Vergleich zu statischen Kultivierungsbedingungen (48,0° £ 2,8°). Im
Vergleich dazu zeigten HUVECs keine signifikanten Unterschiede zwischen beiden
Kultivierungsformen (statisch: 41,5° £ 2,7°; dynamisch: 41,1° + 3,1°). Ferner lieBen sich
ebenfalls Unterschiede zwischen den jeweiligen Zelltypen nach Flusskultivierung detektieren.
Dabei wurden signifikante Unterschiede zwischen ECFCs, HAECs und HUVECs deutlich.
Demnach wiesen besonders scherstresskultivierte ECFCs eine signifikant starkere Ausrichtung
in Flussrichtung im Vergleich zu HAECs (p-Wert kleiner 0,05) und HUVECs (p-Wert Kleiner
0,001) auf. Zuséatzlich wurde ebenfalls ein signifikanter Unterschied zwischen HAECs und
HUVEC:s festgestellt (p-Wert kleiner 0,05).
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Abbildung 31: Analyse der Zellausrichtung in Relation zur Flussrichtung. Die Fehlerbalken entsprechen den
Standardabweichungen von N =10 verschiedenen Zellen in Dreifachbestimmung. # = p<0.05 definiert eine signifikante
Anderung verglichen mit der quasi-statischen Kontrolle. * = p<0,05, ** = p<0,01 und *** = p<0,001 definieren signifikante

Anderungen wie angegeben.
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4.3.3 TNF-a Stimulierung und Einfluss von Puls

Um den Einfluss der dynamischen Kultivierung auf die Transkriptionslevel der arterioventsen
Differenzierungs- und inflammatorischen Thrombogenitatsmarker zu untersuchen, wurde eine
gRT-PCR durchgefuhrt. Daftr wurde die zellulare RNA der statisch und dynamisch
konditionierten Zellen isoliert und in cDNA transkribiert. Daraufhin erfolgte anhand einer
Gradienten-PCR die Bestimmung der optimalen Hybridisierungstemperatur der designten
Primerpaare. In Tabelle 11 sind die jeweiligen Primerpaare aufgelistet. Als Referenzgene
wurden B-Actin und GAPDH ausgewdhlt. Die Transkriptionsniveaus der untersuchten Gene

wurden mithilfe der AACt-Methode berechnet und werden im Folgenden diskutiert.

4.3.3.1 Arteriovendse Differenzierungsanalyse

Da fur die Endothelialisierung von arteriellen Bypasskonstrukten ein arterieller Ph&notyp der
verwendeten Endothelzellen favorisiert wird, wurde in dem folgenden Abschnitt untersucht,
inwieweit eine dynamische Kultivierung die arteriovendse Differenzierung der isolierten
ECFCs hervorruft. Dafiir wurden die Genexpressionslevel der endothelzellcharakteristischen
Marker CD31 und KDR sowie des stammzellspezifischen Markers CD34 und des arteriellen
Markers NOTCH4 fir alle drei Zelltypen nach statischer und dynamischer Kultivierung
untersucht. Dabei wurde festgestellt, inwiefern eine dynamische Kaultivierung die
Genexpression der oben genannten Endothelzellmarker in ECFCs beeinflusst. Zudem wurden
Unterschiede zwischen ECFCs, vendsen HUVECs und arteriellen HAECs analysiert.
Gleichzeitig sollte durch die Zugabe des Zytokins TNF-a eine Entziindungsreaktion in vitro
induziert werden. In Abbildung 32 sind die Transkriptionslevel der charakteristischen
endothelialen Marker CD31, KDR, des stammzellpeszifischen Markers CD34 sowie des
arteriellen Markers NOTCHA4 fir alle drei Zelltypen dargestellt. Die Untersuchung der relativen
Expression des an der Oberflache von Endothelzellen exprimierten Adhdsionsmarkers CD31
nach dynamischer und statischer Kultivierung zeigte fir ECFCs und HAECSs signifikant erhohte
Expressionslevel im Vergleich zu HUVECs. Gleichzeitig préasentierten HAECs und ECFCs
verglichen miteinander keine signifikant unterschiedlichen Transkriptionsniveaus (p-Wert
grofer 0,05). Durch die Zugabe von TNF-a konnte eine Abnahme der CD3 1-Expressionslevel
in allen Zelltypen beobachtet werden. Dabei zeigte sich, dass fur ECFCs und HAECs ein
pulsatiler Scherstress in Hohe von 20 dyn/cm? eine signifikant stiarkere CD31-Expression unter
TNF-a hervorrief, wiahrend HUVECsS keine signifikanten Unterschiede nach TNF-a-Zugabe

und Scherstress aufwiesen.
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Auch die Analyse des am mechanosensorischen Komplex beteiligten Markers KDR offenbarte
signifikante ~ Unterschiede  zwischen ~ HUVECs und HAECs unter allen
Kultivierungsbedingungen. Wéhrend die Transkriptionslevel zwischen ECFCs und HUVECs
nicht signifikant unterschiedlich vorlagen, zeigten HAECs unter allen Bedingungen hohere
Expressionslevel als ECFCs. Unter Einfluss von TNF-a wurde fiir alle Zelltypen ein
verringertes KDR-Transkriptionslevel festgestellt. Dabei konnte insbesondere unter statischen
Kultivierungsbedingungen beobachtet werden, dass TNF-a einen signifikanten Einfluss auf die
KDR-Expression ausiibte. Gleichzeitig lieR sich erkennen, dass die Kultivierung unter einem
hohen pulsatilen Scherstress fur alle Zelltypen zu einer signifikanten Hochregulierung von
KDR flhrte.

Neben CD31 und KDR wurde die Genexpression des stammzellspezifischen Markers CD34
untersucht. Dabei konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen HAECs und ECFCs
detektiert werden. Im Gegensatz dazu zeigten ECFCs hohere CD34-Expressionslevel im
Vergleich zu HUVECs nach statischer (p-Wert kleiner 0,05) und dynamischer (p-Wert
groler 0,05) Kultivierung sowohl unter dem Einfluss von TNF-a als auch ohne. Auch HAECs
wiesen unter allen Bedingungen eine signifikant hohere CD34-Genexpression auf als HUVECs.
Die Analyse des arteriellen Markers NOTCH4 ergab fir ECFCs unter allen
Kultivierungsbedingungen signifikant hohere Transkriptionslevel im Vergleich zu HUVECs.
Die NOTCH4-Genexpression in ECFCs war nach statischer Kultivierung signifikant hoher
ausgepragt als bei HAECs. Nach dynamischer Scherstresskultivierung konnte allerdings kein
signifikanter Unterschied zwischen HAECs und ECFCs mehr beobachtet werden. Es liel§ sich
ebenfalls beobachten, dass nur in ECFCs und HAECs der Einfluss von TNF-o zu einer
signifikant niedrigeren NOTCH4-Expression nach statischer Kultivierung fuhrte. HUVECs
hingegen wiesen keine signifikanten Unterschiede je nach Kultivierungsform und TNF-a

Stimulierung auf.
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Abbildung 32: Normierte  Darstellung der Genexpressionsanalyse endothelzellspezifischer ~ Marker  fur
scherstresskultivierte ECFCs (griin), HAECs (rot) und HUVECs (lila). Die Expression der Marker CD31, CD34, KDR
und NOTCH4 wurde relativ zur GAPDH- und 3-Actin-Expression ausgewertet. Die weil3en Kreise stellen die einzelnen Werte
aus N = 3 unabhéngigen Versuchen in Dreifachbestimmung dar. Die Rauten symbolisieren die jeweiligen zellspezifischen
Mittelwerte. Die Standardabweichungen sind durch Fehlerbalken dargestellt. * = p<0,05, ** = p<0,01 und *** = p<0,001
definieren signifikante Anderungen.

4.3.3.2 Thrombogenititsanalyse

Zudem wurde im folgenden Abschnitt der Einfluss eines hohen pulsatilen Scherstresses sowie
die Wirkung des inflammatorischen Zytokins TNF-a auf die Expression atheroprotektiver Gene
untersucht. Dazu wurden die Transkriptionslevel der anti-inflammatorischen Gene KLF2,
eNOS, Thrombomodulin und Tie2 sowie der atherogenen Marker Tissue Factor (TF) und
VCAML1 relativ zur statischen nicht aktivierten Kontrolle fur alle drei Zelltypen ermittelt. In
Abbildung 33 sind die Genexpressionsdaten der einzelnen Marker im normierten Zustand

dargestellt.

63



Ergebnisse

o 160 = - 1
16 e 1 . pay ey |
& - s, 5 o e 2
2 e ey 2 4 i :8: 1
o 4r e . ] Pk
o % ;@; .“”‘“’. ﬁ S r % 3 ]
% o " % F T T I R g R
l-: T QL 5 I:,’ I wt A
> i “# > i
: 0§ | zem . | F
2 025¢ : > L .
. © 00625} , o« | % 1
i Kk
ECFC HAEC HUVEC ECFC HAEC HUVEC
KLF2 eNOS
hiid * - 3k —_ %
8192} R ! i 1 16 T e '_L'o ]
2048} — ] 0 i
= L =y 8: o c g e} :8:
O 512t o 1 o
@ w8 @ 4l 8 J
3 128 :@: Q 1 o g
g 2| o 1 g ¥
u gl @ o i w 1kt 8 ................. e T PR
[} Q #4
2 f o ] = 8 @
& 2t 8 e __8: __________ = ® * %
[ L i )
& 0,5 :6: & o025 © . . . ]
0,125 ' bkl ] ok
N — o —_
ECFC HAEC HUVEC ECFC HAEC HUVEC
VCAMA1 Tissue Factor
Fkk 8
32 - F‘ * . *kk

Relative Expression
N
-
con@@
L Ofepn
o
- dep
o |
Relative Expression
N
#
a©

0,5} 4
I i - 1 é
0,125 E ﬁ i 0,5} o] . ]
i 5) © ] —
ECFC HAEC HUVEC ECFC HAEC HUVEC
Thrombomodulin ‘ Tie2

€ Puls ¢ Statisch-TNF-a 4 Puls-TNF-a

Abbildung 33: Normierte Darstellung der Genexpressionsanalyse der thrombogenen und antithrombogenen Marker
flr scherstresskultivierte ECFCs, HAECs und HUVECs. Die Expression der Marker KLF2, eNOS, VCAM1, Tissue Factor,
Thrombomodulin und Tie2 wurde relativ zur GAPDH- und R-Actin-Expression ausgewertet und auf die statische Kontrolle
normiert. Die weillen Kreise stellen die einzelnen Werte aus N = 3 unabhéngigen Versuchen in Dreifachbestimmung dar. Die
Rauten symbolisieren die jeweiligen zellspezifischen Mittelwerte. Die Standardabweichungen sind durch Fehlerbalken
dargestellt. #,* = p<0,05, ##,** = p<0,01 und ###,*** = p<0,001 definieren signifikante Anderungen. #-Kennzeichnung

bezogen auf die statische Kontrolle.
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Die Untersuchung des antithrombogenen Markers KLF2 ergab fur ECFCs und HAECs
signifikant erhohte Transkriptionslevel nach dynamischer Kultivierung im Vergleich zu statisch
kultivierten Zellen. In ECFCs zeigte sich unter dynamischen Bedingungen eine um den Faktor
6,4 + 0,8 erhdhte KLF2-Expression relativ zur statischen Kontrolle. Diese lag um den Faktor
2,7 hoher verglichen zur KLF2-Expression von HAECs und um das 3,1fache signifikant hther
als in dynamisch kultivierten HUVECs (p-Wert kleiner 0,05). Gleichzeitig konnte auch
beobachtet werden, dass in TNF-a-aktivierten ECFCs und HAECs der Einfluss eines hohen
pulsatilen Scherstresses signifikant hohere KLF2-Expressionswerte bewirkte (p-Wert kleiner
0,001). AuBerdem wurde deutlich, dass in allen drei Zelltypen die Stimulierung von TNF-a
unter statischen Bedingungen die KLF2-Transkriptionswerte signifikant herunterregulierte.
Die Genexpressionsanalyse des atheroprotektiven Markers eNOS zeigte, dass ein hoher
pulsatiler Scherstress signifikant erhdhte Transkriptionslevel nur in ECFCs und HUVECs
verursachte. HAECs dagegen présentierten eine signifikant niedrigere Genexpression im
Vergleich zu ECFCs (p-Wert kleiner 0,05). Unter dem Einfluss von TNF-a wurde in allen drei
Zelltypen eine signifikante Herunterregulierung von eNOS relativ zur statischen Kontrolle
deutlich. AuRerdem konnte festgestellt werden, dass alle Zelltypen nach inflammatorischer
Stimulierung eine signifikant hthere eNOS-Expression aufwiesen verglichen zur statischen
Kontrolle.

Die Zugabe des inflammatorischen Zytokins TNF-a bewirkte fir ECFCs, HAECs und
HUVEC:s eine signifikant erhthte Genexpression des proinflammatorischen Markers VCAM1
unter dynamischen und statischen Bedingungen. Demnach konnte ein hoher pulsatiler
Scherstress keinen signifikanten Einfluss auf die Herunterregulierung von VCAML1 austiben.
Zuséatzlich war zu beobachten, dass die VCAMLI1-Transkriptionswerte in HUVECs nach
dynamischer Kultivierung signifikant hoher ausgepragt vorlagen als in ECFCs (Faktor 51,3)
und HAECs (Faktor 62,0). Auch unter statischen Bedingungen wiesen HUVECs deutlich
hohere VCAM1-Level auf. In einem nicht-aktivierten Zustand zeigten dagegen nur
flusskultivierte HAECs eine signifikant niedrigere VCAML1-Expression im Vergleich zu
statischen Bedingungen. In ECFCs und HUVECs konnten keine signifikanten Unterschiede
zwischen statischen und dynamischen Bedingungen detektiert werden.

Ein ahnliches Expressionsmuster konnte auch bei Betrachtung des prothrombogenen Markers
TF beobachtet werden. Auch hier zeigte sich, dass eine statische und dynamische Kultivierung
unter TNF-a eine signifikant hohere Genexpression in ECFCs (p-Werte kleiner 0,001) und
HUVECs (p-Werte kleiner 0,01) relativ zum statischen nicht-aktivierten Zustand hervorrief.
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Auch in HAECs konnte eine erhohte TF-Expression nach TNF-a-Stimulierung gemessen
werden. Diese wurde allerdings nach dynamischer Kultivierung herunterreguliert und erreichte
ein signifikant niedrigeres Transkriptionsniveau verglichen zu HUVECs. In ECFCs dagegen
konnte kein signifikanter Einfluss der dynamischen Scherstresskultivierung auf die
TF-Expression festgestellt werden. Die gemessenen Transkriptionslevel zeigten unter Fluss
eine breite Streuung an Datenpunkten und lieRen keine eindeutige Analyse der Genexpression
Zu.

Weiterhin wurden die Transkriptionslevel des antithrombogenen Markers Thrombomodulin
untersucht. Wahrend eine statische Kultivierung unter TNF-o-Stimulation in allen drei
Zelltypen eine signifikante Abnahme verursachte (p-Werte kleiner 0,001), wirkte sich der
Einfluss der dynamischen Flussbedingungen mit und ohne TNF-a signifikant auf die
Thrombomodulin-Expression  aus.  Dabei  konnte in  ECFCs die hochste
Thrombomodulin-Expression festgestellt werden.

Die Analyse des anti-inflammatorischen Markers Tie2 zeigte, dass ein hoher pulsatiler
Scherstress in ECFCs und HAECs zu signifikant héheren Transkriptionsleveln fiihrte. Wahrend
die Tie2-Genexpression durch den Einfluss von TNF-a signifikant herunterreguliert wurde,
zeigte sich in flusskultivierten ECFCs und HAECs auch nach TNF-a-Zugabe eine signifikant
héhere Tie2-Expression. HUVECs dagegen wiesen keine signifikanten Anderungen je nach
Kultivierungsbedingung auf.

4.3.4 Schlussfolgerung

In diesem Kapitel wurde untersucht, inwieweit eine Vorkonditionierung unter einem hohen
pulsatilen Scherstress (20 dyn/cm?; 1 Hz) zur arteriellen Differenzierung der unreifen
endothelialen koloniebildenden Zellen (ECFCs) fuhrt. Dafur wurden die isolierten ECFCs im
Vergleich zu reifen arteriellen Zellen, den humanen Aortenendothelzellen (HAECs) und reifen
vendsen Zellen, den humanen Nabelschnurvenenendothelzellen (HUVECS) unter statischen
und dynamischen Bedingungen kultiviert. Um eine Entziindungsreaktion nach Implantierung
der endothelialisierten Gefaliprothese zu simulieren, wurden die Zellen zusatzlich mit dem
inflammatorischen Zytokin TNF-a inkubiert. Dabei wurden morphologische Ahnlichkeiten
zwischen ECFCs und HAECs nach der Flusskultivierung detektiert. Gleichzeitig konnten
signifikante Unterschiede zwischen dynamisch kultivierten ECFCs und HUVECs in Bezug auf
die Orientierung und Ausrichtung der Zellen festgestellt werden. Die oben diskutierten
Ergebnisse deuten aulRerdem darauf hin, dass die VVorkonditionierung von ECFCs unter Fluss

eine Unterdriickung der atherogenen Marker Tissue Factor und VCAML1 induziert sowie eine
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Hochregulierung der antithrombotischen Gene wie KLF2, eNOS, Tie2 und Thrombomodulin
selbst unter dem Einfluss eines inflammatorischen Stimulus wie TNF-o ausldst und gleichzeitig
ein Genprofil induziert, das mehr Ahnlichkeiten zu einem arteriellen als einem vendsen

Phénotyp aufweist.
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4.4 Kultivierung unter verschiedenen PDGF-BB-Konzentrationen zur

GefaBmuskelzellahnlichen Differenzierung

Fur die Generierung einer bioartifiziellen Gefaliprothese werden neben Endothelzellen im
GeféBinneren auch glatte Gefallmuskelzellen in der Media benétigt. Da reife
GeféBmuskelzellen gegenuber Vorlauferzellen ein vermindertes Proliferationspotential
aufweisen, werden Alternativen zur Gewinnung autologer glatter GefaBmuskelzellen gesucht.
In diesem Zusammenhang konnten Simper et al. zeigen, dass endotheliale Vorlauferzellen
(EPCs) durch den Einfluss des Wachstumsfaktors platelet derived growth factor-BB
(PDGF-BB) liber ihre Differenzierungslinien hinaus in GefaBmuskelzellen transdifferenziert
werden konnen (Simper et al., 2002). Daneben zeigte eine Arbeit von Moonen et al., dass auch
ECFCs aus dem peripheren Blut mithilfe der Wachstumsfaktoren Transformierender
Wachstumsfaktor-B1 (TGF-31) und PDGF-BB in glatte Gefamuskelzellen transdifferenziert
werden konnten (Moonen et al., 2010).

Daher wurde in einem weiteren Versuch untersucht, inwieweit die isolierten ECFCs die
Fahigkeit besitzen durch die Stimulation mit dem Wachstumsfaktor PDGF-BB in
GefaBmuskelzellahnliche Zellen zu differenzieren. Dafiir wurde der Einfluss verschiedener
PDGF-BB-Konzentrationen —auf die  Wachstumsfahigkeit und das  Ausbilden
GefaBmuskelzellspezifischer Marker untersucht. AulRerdem sollte eine Funktionsanalyse das
Kontraktionspotenzial der konditionierten ECFCs ermitteln. Fir die vorliegenden Versuche
wurden die ECFCs der Einzelspender EC08 und EC09 ab Passage 4 (P4) (siehe Tabelle 7)
verwendet. Die statistischen Auswertungen erfolgten mithilfe der einfaktoriellen
Varianzanalyse (ANOVA). Die Ergebnisse dieser Arbeit wurden im Rahmen einer Masterarbeit

von Lea Finkbeiner gewonnen (Finkbeiner, 2021).

4.4.1 Analyse der Verdopplungszeit

Zunachst wurde der Effekt von mit PDGF-BB angereichertem Medium auf das
Wachstumsverhalten der ECFCs untersucht. Dabei wurden die Zellen tber vier Passagen (P4,
P5, P6, P7) in verschiedenen PDGF-BB-Konzentrationen kultiviert. Dem ECFC-Uberstand
wurde 50 ng/mL, 100 ng/mL bzw. 200 ng/mL PDGF-BB hinzugefligt. Nach Erreichen einer
90 %igen Konfluenz wurden die ECFCs abgel6st und ihre Verdopplungszeit ermittelt. Dadurch
sollte  untersucht werden, inwieweit eine Kultivierung unter verschiedenen

PDGF-BB-Konzentrationen die Proliferationskapazitéat der Zellen beeinflusste. Die Ergebnisse
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der Analyse sind in Abbildung 34 dargestellt. In P5 zeigten die ECFCs unter allen
PDGF-BB-Bedingungen signifikant hohere Verdopplungszeiten im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle (1,3 Tage). Eine Kultivierung unter 50 ng/mL PDGF-BB zeigte nur
in P5 eine signifikant hohere Verdopplungszeit (2,3 +0,1 Tage), wahrend in P7 eine
Verdopplungszeit von 2,0 0,2 Tagen nicht signifikant unterschiedlich zur Kontrolle
(1,8 £ 0,3 Tage) war. Die Zugabe von 100 ng/mL PDGF-BB verursachte in ECFCs eine
Verdopplungszeit von 2,8 +0,5 Tagen in P5 sowie 3,6 +0,5Tage in P7. Nach einer
Kultivierung unter 200 ng/mL PDGF-BB erreichten die ECFCs Verdopplungszeiten von
2,8+ 0,3 Tagen in P5 und 3,8 + 0,4 Tagen in P7. Diese lagen signifikant hoher verglichen zur
Konditionierung ~ unter 50 ng/mL.  Damit  zeigte sich mit  zunehmender
PDGF-BB-Konzentration ein signifikant langsameres Wachstumsverhalten.
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Abbildung 34: Analyse der Verdopplungszeiten der in vitro kultivierten ECFCs unter verschiedenen
PDGF-BB-Konzentrationen. Die Fehlerbalken entsprechen den Standardabweichungen von N =3 verschiedenen
Kultivierungen. #* =p<0,05, **=p<0,01 und ***=p<0,001 definieren signifikante Anderungen. #-Kennzeichnung

signifikant bezogen auf die unbehandelte Kontrolle.

4.4.2 Nachweis GefaBmuskelzellspezifischer Marker

Weiterhin wurde der Einfluss verschiedener PDGF-BB-Konzentrationen auf die Ausbildung
Gefallmuskelzellspezifischer Marker analysiert. Daflir  wurde durch die
Immunfluoreszenzfarbung das Vorhandensein des Markers o-SMA sowie mithilfe der

gRT-PCR die Regulierung der Gene a-SMA und Calponin ermittelt.
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4.4.2.1 Immunfluoreszenzanalyse

Nach Kultivierung mit 50 ng/mL PDGF-BB uber zwei Passagen (P4, P5) konnte in den ECFCs
eine hohe Expression des Markers a-SMA vermehrt in der Zellperipherie nachgewiesen
werden, hier zeigte sich eine deutliche Farbung (Abbildung 35-B). Verglichen dazu konnte kein
a-SMA-Signal in der unbehandelten Kontrolle detektiert werden (Abbildung 35-A). Es zeigten

sich lediglich vereinzelt rétliche Strukturen, welche jedoch signifikant schwacher waren.

A

Abbildung 35: Immunfluoreszenzfarbung des Gefamuskelzellspezifischen Markers a-SMA. A: Unbehandelte ECFCs in
Passage 5 (P5). B: Mit PDGF-BB kultivierte (50 ng/mL) ECFCs in P5. MaRstab représentiert 100 pum.

Aullerdem wurde analysiert, inwieweit eine langere Dauer der PDGF-BB-Inkubation eine
starkere a-SMA-Expression hervorruft. Daflir wurden die ECFCs (ber vier Passagen (P4, P5,
P6, P7) mit jeweils 50 ng/mL, 100 ng/mL bzw. 200 ng/mL PDGF-BB inkubiert und die
Expression des Gefalmuskelzellspezifischen Markers a-SMA nach jeder Passage mittels
Immunfluoreszenzfarbungen untersucht. Dabei konnte festgestellt werden, dass eine
Kultivierung tber vier Passagen (P4, P5, P6, P7) unter einer Konzentration von 200 ng/mL
PDGF-BB keine signifikant unterschiedliche o-SMA-Expression im Vergleich zur
Kultivierung Uber zwei Passagen (P4, P5) hervorrief (Abbildung 36). Beide Abbildungen
zeigen eine verstarkte a-SMA-Expression in den Zellrdndern der ECFCs. Mit zunehmender
Passage wiesen die Zellen jedoch eine veranderte Zellmorphologie auf. Wahrend in P5 eine
dicht zusammenhdngende Zellstruktur mit kopfsteinpflasterartigen Zellmorphologie zu
erkennen ist (Abbildung 36-A), zeigten die ECFCs in P7 eine unzusammenhéngende und

langlichere Zellmorphologie auf (Abbildung 36-B).
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A

Abbildung 36: Immunfluoreszenzfarbung des GefaBmuskelzellspezifischen Markers a-SMA. A: Mit PDGF-BB
kultivierte (200 ng/mL) ECFCs in Passage 5. B: Mit PDGF-BB kultivierte (200 ng/mL) ECFCs in Passage 7. Mafstab

représentiert 100 pm.

4.4.2.2 Genexpressionsanalyse

Daneben sollte die Analyse der Transkriptionslevel der Gene a-SMA und Calponin Auskunft
uber den Differenzierungszustand der ECFCs durch die jeweilige PDGF-BB-Kultivierung
(50 ng/mL, 100 ng/mL bzw. 200 ng/mL PDGF-BB) liber insgesamt vier Passagen (P4, P5, P6,
P7) geben. Dafur wurde die RNA der konditionierten Zellen isoliert und in cDNA
umgeschrieben. AnschlielRend erfolgte die Ermittlung der optimalen
Hybridisierungstemperatur der designten Primerpaare fur Calponin und o-SMA. Als
Referenzgene wurden GAPDH und R-Actin verwendet. Die Transkriptionslevel der
verwendeten Marker wurden mithilfe der AACt-Methode berechnet und sind in Abbildung 37
und Abbildung 38 dargestellt.

Die Genexpressionsanalyse des GefaRmuskelzellspezifischen Markers a-SMA ergab flr eine
PDGF-BB-Konzentration in Hohe von 200 ng/mL signifikant hohere Transkriptionslevel im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (p-Wert kleiner 0,01 in P5 und kleiner 0,001 in P7)
(Abbildung 37). AuBerdem konnten signifikante Unterschiede je nach Konzentration
festgestellt werden. Demnach zeigte eine Behandlung der Zellen mit 200 ng/mL PDGF-BB
signifikant hohere a-SMA-Level verglichen zur Konditionierung unter 50 ng/mL in P7.
Weiterhin konnte ein signifikanter Unterschied innerhalb der Gruppe der 200 ng/mL
Konzentration festgestellt werden. Demzufolge flihrte eine langere Inkubation Gber mehrere
Passagen zu einer signifikant starkeren a-SMA-Expression. Diese Erkenntnis konnte auch fur
ECFCs unter 100 ng/mL PDGF-BB-Bedingungen getroffen werden. Ferner ist hervorzuheben,
dass kein signifikanter Unterschied zwischen 100 ng/mL und 200 ng/mL PDGF-BB in Bezug

auf die a-SMA-Expression festzustellen war.
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Abbildung 37: Normierte Darstellung der Genexpressionsanalyse des GefaBmuskelzellspezifischen Markers a-SMA
der PDGF-BB-behandelten ECFCs. Die Expression des Markers a-SMA wurde relativ zur GAPDH- und R-Actin-Expression
ausgewertet. Die weillen Kreise stellen die einzelnen Werte aus N = 3 unabhéngigen Versuchen in Dreifachbestimmung dar.
Die Rauten symbolisieren die Mittelwerte. Die Standardabweichungen sind durch Fehlerbalken dargestellt. #,* = p<0,05,
##,** = p<0,01 und ###,*** = p<0,001 definieren signifikante Anderungen. #-Kennzeichnung bezogen auf die unbehandelte

Kontrolle.

Die Genexpressionsanalyse des GefaBmuskelzellspezifischen Markers Calponin ergab eine
ahnliche Tendenz (Abbildung 38). Demnach zeigten die ECFCs unter allen
PDGF-BB-Bedingungen in P5 keine signifikant hoheren Transkriptionslevel verglichen zur
unbehandelten Kontrolle. Erst mit zunehmender Passage und unter dem Einfluss von
100 ng/mL bzw. 200 ng/mL PDGF-BB konnten signifikant erhéhte Calponinlevel festgestellt
werden. Eine Inkubation in P7 mit 200 ng/mL ergab aullerdem signifikant hohere
Calponinwerte verglichen zur Inkubation mit 50 ng/mL und 100 ng/mL PDGF-BB. Folglich
fihrte auf DNA-Ebene eine Konditionierung mit 200 ng/mL zu am starksten ausgepragten

Expressionen der Marker a-SMA und Calponin.
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Abbildung 38: Normierte Darstellung der Genexpressionsanalyse des GefaBmuskelzellspezifischen Markers Calponin
der PDGF-BB-behandelten ECFCs. Die Expression des Markers Calponins wurde relativ zur GAPDH- und
B-Actin-Expression ausgewertet. Die weillen Kreise stellen die einzelnen Werte aus N =3 unabhéngigen Versuchen in
Dreifachbestimmung dar. Die Rauten symbolisieren die Mittelwerte. Die Standardabweichungen sind durch Fehlerbalken
dargestellt. #,* = p<0,05, ##,** = p<0,01 und ###,*** = p<0,001 definieren signifikante Anderungen. #-Kennzeichnung

bezogen auf die unbehandelte Kontrolle.

4.4.3 Analyse der Kontraktionsfahigkeit

AbschlieRend wurde in einem Funktionstest die Kontraktionsféhigkeit der konditionierten
ECFCs untersucht. Auf Basis der erhdhten Genexpressionslevel der Marker a-SMA und
Calponin unter 100 ng/mL und 200 ng/mL PDGF-BB in Passage 7, wurden die ECFCs unter
diesen beiden Konzentrationsbedingungen fir die Funktionsanalyse kultiviert und verwendet.
Die Kontraktionsfahigkeit wurde durch Zugabe von 107 mol/L Carbachol nachgewiesen.
Durch die Zugabe des Agonisten Carbachol sollte eine Kontraktion der Zellen induziert werden.
Als Kontrollzellen wurden glatte GefaBmuskelzellen (smooth muscle cells = SMCs) verwendet.
Dabei sollte das Verhaltnis der Zellflache vor und nach Zugabe des Carbachols eine Aussage
uber die Kontraktionsféahigkeit der konditionierten Zellen geben. Wie in Abbildung 39
dargestellt, wurde 30 min nach Zugabe des Carbachols kein signifikanter Unterschied zwischen
SMCs und ECFCs unter 200 ng/mL PDGF-BB festgestellt. Im Gegensatz dazu, zeigte eine
Inkubation mit 100 ng/mL PDGF-BB fir ECFCs ein signifikant hoheres Zellflachenverhaltnis
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im Vergleich zu SMCs. Demnach fihrte eine Kultivierung mit 200 ng/mL zu SMC-ahnlichen

Eigenschaften der ECFCs.
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Abbildung 39: Ergebnisse des Contraction Assays fir SMCs und PDGF-BB-behandelte ECFCs. Die Fehlerbalken
entsprechen den Standardabweichungen von N = 10 verschiedenen Zellen. * = p<0,05 definiert signifikante Anderungen.

4.4.4 Schlussfolgerung

In diesem Kapitel wurde untersucht, inwieweit die isolierten ECFCs die Fahigkeit besitzen
durch die Stimulation mit dem Wachstumsfaktor PDGF-BB in Gefaimuskelzell&hnliche Zellen
zu differenzieren. Dabei konnte gezeigt werden, dass eine zunehmende
PDGF-BB-Konzentration einen signifikanten Einfluss auf die Verdopplungszeit der ECFCs
auslibte. Weiterhin zeigte sich, dass eine Kultivierung uber vier Passagen mit 200 ng/mL
PDGF-BB eine signifikant hohere Genexpression der Gefallmuskelzelldhnlichen Marker
a-SMA und Calponin hervorrief. Zudem zeigte die Analyse der Kontraktionsfahigkeit, dass
ECFCs unter 200 ng/mL PDGF-BB sich nicht signifikant von glatten Gefalimuskelzellen
unterschieden. Die in diesem Kapitel untersuchten Ergebnisse deuten darauf hin, dass die
Kultivierung unter 200 ng/mL PDGF-BB eine Transdifferenzierung der isolierten ECFCs in
Gefalmuskelzelldhnliche Zellen induziert. Damit ware die Generierung autologer
GefalBmuskelzellen moglich, welche insbesondere bei der Entwicklung einer mehrschichtigen

bioartifiziellen GefaRprothese eine entscheidende Rolle spielen.
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5 Diskussion

In dieser Arbeit sollte ein Kultivierungskonzept zur Endothelialisierung einer bioartifiziellen
Gefallprothese entwickelt werden. Dabei sollte zundchst eine passende Endothelzellquelle
gefunden werden, die spater unter physiologischen Blutflussbedingungen ihre Funktionalitat
beibehalt und antithrombogene Eigenschaften auch unter Entziindungsbedingungen aufweist.
Aus diesem Grund sollten endotheliale koloniebildende Zellen (ECFCs) aus dem peripheren
Blut isoliert und fir weitere Versuche expandiert werden. Im folgenden Kapitel werden die in
dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse einzeln diskutiert und in den Kontext aktueller Literatur
eingeordnet. Dabei werden die Ergebnisse der Isolation und Charakterisierung der ECFCs in
Kapitel 5.1 naher diskutiert. Weiterhin wird untersucht, inwieweit die isolierten ECFCs unter
verschiedenen dynamischen Bedingungen in Bezug auf ihre Mechanosensitivitdt und
Thrombogenitat im Vergleich zu endothelialen Modellzellen konditioniert werden konnten
(Kapitel 5.2). AuBerdem wird das arteriovendse Differenzierungspotential der ECFCs unter
physiologischen arteriellen Flussbedingungen naher beleuchtet (Kapitel 5.3). Zuletzt sollte
analysiert werden, inwiefern die ECFCs uber ihre Differenzierungslinien hinaus in

Gefallmuskelzellen transdifferenziert werden kénnen (Kapitel 5.4).

5.1 Isolation und Charakterisierung von endothelialen koloniebildenden
Zellen

Das Ziel des ersten Kapitels der Dissertation lag in der Isolation und Expansion einer passenden
endothelialen Zellquelle zur Endothelialisierung der bioartifiziellen GefaRprothese. Um
klinische Anforderungen zu erfllen, sollten die eingesetzten Zellen einer leicht zuganglichen
autologen Zellquelle entspringen und ein hohes Proliferationspotential aufweisen. Aus diesem
Grund wurden endotheliale koloniebildende Zellen (ECFCs) aus dem peripheren Blut isoliert,
charakterisiert und fur weitere Versuche expandiert. Die Ergebnisse werden im Folgenden
diskutiert.

5.1.1 Abgrenzung von bisherigen Isolationsprotokollen

In der Literatur werden ECFCs als Subtyp der endothelialen VVorlauferzellen (EPCs) bezeichnet,
welche phénotypisch nicht wvon adulten Endothelzellen zu unterscheiden sind

(Yoder et al., 2006). ECFCs konnen im adulten Mechanismus mit nicht-invasiven Methoden
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dem peripheren Blutstrom entnommen werden und ihre mittlere Konzentration wird auf
5-20 Zellen pro 100 mL Blut geschéatzt (Hirschi et al., 2008; Prater et al., 2007). Da fur die
Endothelialisierung blutberiihrender Implantatoberflachen eine groRe Anzahl an Zellen
erforderlich ist, werden ECFCs zur vermehrten Proliferation haufig auf wachstumsférdernden
Substanzen wie Kollagen und Fibronektin kultiviert (Fuchs und Hermanns et al., 2006;
Asahara et al., 1997; Lin etal., 2013). Eine bioartifizielle GefaRprothese stellt allerdings ein
Arzneimittel fiir neuartige Therapien (engl.: advanced therapy medicinal product: ATMP) dar,
wodurch bestimmte Vorgaben fiir die Zulassung berlcksichtigt werden missen. Diese
Richtlinien fur ATMPs werden durch das Paul-Ehrlich-Institut vorgegeben und beinhalten, dass
ein ATMP mit mdglichst nur geringen Mengen unphysiologischer Faktoren hergestellt werden
darf, um nach Implantierung im lebenden Organismus keine Wechselwirkung auszulésen
(Funk et al., 2015). Daher sollte der Einsatz zusatzlicher allogener Materialien, wie Kollagen
und Fibronektin zur Wachstumsférderung der ECFCs vermieden werden (Siegel et al., 2018).
Aus diesem Grund wurden in dieser Arbeit die ECFCs ohne die Verwendung von
unterstiitzenden allogenen Materialien kultiviert. Daftr wurden Kultivierungsprotokolle der
Arbeiten um Hofmann et al. und Siegel et al. adaptiert. Zur Gewinnung von mononukleéren
Zellen (MNCs) wurden in dieser Arbeit Thrombozytenapheresespenden (buffy coats)
verwendet. Im Vergleich zum Isolationsprotokoll von Hofmann et al. wurde in dieser Arbeit
jedoch kein Vollblut eingesetzt, da eine mogliche unspezifische Kontamination mit anderen
heterogenen Bestandteilen des Blutes vermieden werden sollte (Hofmann et al., 2012). Die
MNCs dieser Arbeit wurden im Gegensatz zum Protokoll von Siegel et al. nicht mithilfe eines
Zellseparators, sondern durch den Einsatz der Dichtegradientenzentrifugation gewonnen
(Siegel et al., 2018). In diesem physikalischen Trennverfahren wurden die einzelnen
Bestandteile der buffy coats anhand ihrer Dichte sortiert und anschlieBend einzeln isoliert.
Dieses Verfahren wurde bereits von anderen Arbeitsgruppen zur Isolation von MNCs
angewandt (Hess et al., 2014; Patry et al., 2018; Egorova et al., 2012).

5.1.2 Isolation und Kultivierung der ECFC

Die MNC-Fraktionen der jeweiligen Spendersets wurden in einer Zelldichte von 22,1 + 7,2*10°
Zellen pro cm? ausplattiert. Diese Zellzahl lag deutlich tber der in anderen Arbeiten
verdffentlichten Zelldichten. Reed et al. beispielsweise kultivierten die gewonnenen MNCs in
einer Zelldichte von 3,4*10° Zellen pro cm? (Reed et al., 2015). Auch die Arbeitsgruppe um
Fuchs et al. plattierten ihre Zellen in einer vergleichsweise geringen Zelldichte von

2,7*10° Zellen pro cm? aus (Fuchs und Motta et al, 2006). Die in dieser Arbeit hoher gewéhlte
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Zelldichte wird damit begriindet, dass im Vergleich zu Reed und Fuchs auf zusétzliche
Beschichtungen der ZellkulturgefaRe wie Kollagen oder Fibronektin verzichtet wurde. Dadurch
sollte ohne adhé&sionsférdernde Beschichtungen eine bessere Kolonieentstehung mithilfe einer
erhdhten Zelldichte begunstigt werden. Diese These wird ebenfalls durch Ergebnisse einer
Studie um Mauge et al. unterstlitzt, in der gezeigt wird, dass eine hohere Anzahl an
ausplattierten MNCs eine groBere Wahrscheinlichkeit fir eine Koloniebildung bedeutet
(Mauge et al., 2014). Samdjaetal. allerdings widerlegten die Behauptung von
Mauge et al., indem sie festhielten, dass unterschiedliche MNC-Dichten die Anzahl der
ECFC-Kolonien nicht beeinflussten und ECFC-Kolonien unabhéngig der anfanglichen
MNC-Dichte nur mit einer 70-75 %igen Wahrscheinlichkeit entstehen (Smadja et al., 2019).
Hinweise, wovon die Koloniebildungsrate eines Spenders abhangt, konnten in der Literatur
nicht gefunden werden. Die Koloniebildungsrate in dieser Arbeit lag bei 66,7 % und war damit
vergleichbar mit den Angaben in der Literatur.

Um die Koloniebildungsrate in zukilnftigen Studien zu erhdhen, kénnten exogene Stimuli zu
einer groReren Anzahl mobilisierter ECFCs im peripheren Blutkreislauf fihren. Eine Studie um
Laufs et al. fand heraus, dass physisches Training die Anzahl der im Blut zirkulierenden EPCs
signifikant erhéhte. Dabei wurde beobachtet, dass eine Erhéhung von NO nétig ist, um die
Anzahl der zirkulierenden EPCs zu steigern (Laufs et al., 2004). Da das aus eNOS katalyiserte
NO als kritischer Faktor fur die Funktionalitat von ECFCs zahlt (Sen et al., 2022), kénnte eine
frihzeitige Messung von eNOS in den isolierten ECFCs eine Aussage Uber deren Zellviabilitét
und Proliferationskapazitét geben.

Ferner konnte in dieser Arbeit festgestellt werden, dass das Spendergeschlecht keinen
signifikanten Einfluss auf die Ausbeute der MNC:s je buffy coat ausiibte. Dieses Ergebnis wurde
ebenfalls in der Arbeit um Wang et al. beobachtet. Demnach besalen die mannlichen Spender
eine nicht signifikant unterschiedliche Menge an ECFCs im Vergleich zu den weiblichen
Spendern (Wang et al., 2011). Wang et al. zeigten auch, dass das Alter der Spender sich nicht
signifikant auf die ECFC-Entwicklung auswirkte (Wang et al., 2011). Diese Beobachtung
wurde ebenfalls von Smadja et al. gemacht. Dort wurde gezeigt, dass die Spender im Alter
zwischen 20und 73 Jahren keine signifikanten Unterschiede auf die ECFC-Ausbeute
aufzeigten (Smadja et al., 2019). Auch Pelliccia et al. konnten feststellen, dass das Spenderalter
nicht mit einer Abnahme an endothelialen  Vorlduferzellen  zusammenhing
(Pelliccia et al., 2009). Aus diesem Grund wurden in dieser Arbeit mannliche und weibliche

Spender im Alter zwischen 20 und 58 Jahren ausgewéhlt und als gleichwertig angesehen.
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Weiterhin  wurde die Kolonieanzahl je Spender untersucht. Dabei konnte eine
Gesamtkolonieanzahl von 6,7 + 3,1 Kolonien je Spender bei einer mittleren Kolonieanzahl von
0,7 = 0,3 Kolonien pro mL buffy coat ermittelt werden. Dieses Ergebnis deckt sich mit Angaben
einer Studie um Reinisch und Strunk. (Reinisch und Strunk, 2009). Dort wurde ebenfalls
weniger als eine Kolonie je mL Blut angegeben. Auch Yoder et al. und Ingram et al. gaben eine
Kolonieanzahl von weniger als einer Kolonie je mL Blut an (Yoder und Ingram, 2005;
Ingram et al., 2004). Zudem deckt sich der Zeitpunkt der Kolonieentstehung mit Angaben aus
der Literatur (Siegel etal., 2018; Reinisch und Strunk, 2009; Yoder und Ingram, 2005;
Ingram et al., 2004). Wahrend Yoder et al. einen Zeitraum von zwei bis vier Wochen bis zur
Kolonieentstehung angeben (Yoder und Ingram, 2005), verweisen Reinisch und Strunk auf
8,6 £ 0,5 Tage bis zur ersten Kolonieentwicklung (Reinisch und Strunk, 2009). Erste
ECFC-Kolonien in dieser Arbeit wurden nach neun bis 14 Tagen detektiert und lagen damit in

einem vergleichbaren Zeitraum.

5.1.3 Charakterisierung der ECFC

Die Verdopplungszeiten der jeweiligen Spendersets wurden (ber vier Passagen ermittelt. Fir
alle Proben und Passagen gemittelt konnte eine Verdopplungszeit von 2,7 £ 1,6 Tagen
festgestellt werden. Die ermittelten Verdopplungszeiten deckten sich mit Angaben in der
Literatur zu ECFCs aus dem peripheren Blut (Brittan etal., 2013; Ingram et al., 2004;
Siegel et al., 2018). Ingrametal. ermittelten fir ECFCs aus dem peripheren Blut
Verdopplungszeiten zwischen 3-4 Tagen, wahrend fir ECFCs aus dem Nabelschnurblut
1-2 Tage angegeben wurden (Ingram et al., 2004; Sipos et al., 2013; Yoder und Ingram, 2005).
Im Vergleich dazu konnten Siegel et al. fir ECFCs aus dem peripheren Blut eine Zunahme der
Verdopplungszeiten mit ansteigender Passage feststellen (Siegel et al., 2018). Dabei erreichten
ECFCs in Passage 1 eine Verdopplungszeit von 3,7 + 0,7 Tagen, welche in Passage 7 auf
10,4 £ 4,5 Tage anstieg. Die in dieser Arbeit isolierten ECFCs zeigten bis in Passage 6 eine
mittlere Verdopplungszeit von 2,4+ 15 Tagen. Somit konnte keine Zunahme der
Verdopplungszeit mit ansteigender Passage festgestellt werden.

Die Ergebnisse der durchflusszytometrischen Analyse aller Spender deckten sich mit den
Angaben aus der Literatur zur eindeutigen Bestimmung von ECFCs: positiv fir die
endothelzellspezifischen Marker CD31, CD34 und CD146, sowie negativ fur die
hédmatopoetischen ~ Marker  CD45, CD133 und CD14  (Basileetal., 2018;
Fuchs und Hermanns et al., 2006; Ingram et al., 2004; Siegel et al., 2018). Das positive Signal
fir das Endothelzelladh&sionsmolekil CD146 weist auf eine verstarkte endotheliale

78



Diskussion

Monolayerintegritdit hin und ist bei undifferenzierten EPCs nicht detektierbar
(Bardin et al., 2009; Fuchs und Hermanns et al., 2006). Die Expression des
stammzellspezifischen transmembranen Phosphoglykoproteins CD34 gilt als Indikator fir
undifferenzierte Zellen, der mit zunehmender Reifung verloren geht (Sidney et al., 2014;
Kutikhin et al., 2018). Die mittlere positive Expression aller Spender (27,4 + 11,2 %) beweist,
dass eine Untergruppe der isolierten ECFCs zum Zeitpunkt der Untersuchung noch nicht
vollstandig ausdifferenziert vorlag.

Ferner wurden mithilfe der Immunfluoreszenzfarbung die endothelzellspezifischen Marker
VE-Cadherin, VWF und CD31 detektiert und damit der eindeutige ECFC-Charakter bestatigt
(Brown et al., 2009; Peters, 2018). Die positive Farbung der Transmembranadhasionsmolekile
VE-Cadherin und CD31 weist auf eine hohe Stabilitait der Endothelbarriere hin
(Heupel et al., 2009). Auch das Vorhandensein des Glykoproteins VWF gibt eine intakte
Endothelfunktion der isolierten ECFCs an (de Jong et al. 2019).

Als weiteres ECFC-Merkmal zahlt die Fahigkeit, in vitro netzwerkartige Strukturen auf einer
dreidimensionalen basalmembranartigen Matrix auszubilden (Yoder und Ingram, 2005;
Smadja et al., 2019). Die Kultivierung der ECFCs auf der Cultrex®-Membran zeigte nach
einem Zeitraum von 24 h feingliedrige und tubularartige Netzwerkstrukturen auf. Damit konnte
die angiogenetische Kapazitat als wichtiges Merkmal fir ECFCs bestatigt werden
(Fuchs und Hermanns et al., 2006). Mit den oben genannten Ergebnissen wurde somit
festgestellt, dass die isolierten Zellen eindeutig als ECFCs charakterisiert werden konnten.

In diesem Kapitel konnte demnach gezeigt werden, dass ECFCs aus dem peripheren Blut ohne
den Einsatz zusatzlicher Oberflachenbeschichtungen der KulturgeféRRe in einer ausreichenden
Zell- und Koloniezahl kultiviert werden konnten. Dadurch wurde erfolgreich eine
Isolations- und Kultivierungsmethode zur Generierung autologer Endothelzellen zur

Endothelialisierung bioartifizieller Gefal3prothesen etabliert.

5.2 Auswirkung von Scherstress auf ECFCs im Vergleich zu HUVECs

Die Ausbildung einer geschlossenen Endothelschicht im Inneren der Gefal3prothese ist
essenziell, um eine thrombogene und inflammatorische Reaktion nach dem Implantieren zu
verhindern (Hessetal., 2014). Die auf der GeféaBprothesenoberflache angesiedelten
Endothelzellen mussen ihre funktionellen sowie adhé&siven Eigenschaften unter in vivo
Flussbedingungen aufrechterhalten (Pang et al., 2015). In Studien um Tsioufis et al. und

Yazdani et al. konnte gezeigt werden, dass eine Konditionierung unter physiologischen
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Scherstressbedingungen vor dem Implantieren die Zelladhérenz und die atheroprotektiven
Eigenschaften der Endothelzellen verstéarkt (Tsioufis et al., 2017; Yazdani et al., 2010). Dabei
erwies sich ein unidirektionaler hoher Scherstress als besonders gunstig, um antithrombogene
Effekte, wie eine verminderte Plattchenaggregation und Thrombenbildung, hervorzurufen
(Chistiakov et al., 2017; Heo et al., 2014). Daher war ein Teilziel dieser Arbeit, die
Auswirkung verschiedener Scherstressprofile auf die Funktion sowie Mechanosensitivitat der
isolierten ECFCs im Vergleich zu klassischen Modellendothelzellen aus der Literatur, den

humanen Nabelschnurvenenendothelzellen (HUVECS), zu untersuchen.

5.2.1 Analyse verschiedener Scherstressprofile auf Mechanosensitivitat der Zellen

Unter quasi-statischen Bedingungen (0,5 dyn/cm?2) unterschieden sich ECFCs und HUVECs
phéanotypisch nicht voneinander. Beide Zelltypen zeigten die flr in vitro Endothelzellkulturen
typische ungeordnete Kopfsteinpflasterformation auf (Haudenschild, 1984). Mit zunehmendem
Scherstress veranderten nur ECFCs ihre Morphologie, Zellanordnung und -orientierung. Die
ECFCs zeigten die fiir arterielle GefaRsegmente charakteristischen lang gestreckten und in
Flussrichtung orientierten Zellstrukturen auf (Aird, 2007). Diese morphologischen
Veranderungen wurden sowohl unter mittlerem (5 dyn/cm?) als auch hohem Scherstress
(20 dyn/cm?) beobachtet. Dabei konnte zudem gezeigt werden, dass eine Kultivierung unter
hohem Scherstress, sowohl unter laminaren als auch unter pulsatilen Bedingungen, zu einer
schnelleren Ausrichtung der Zellen in Flussrichtung flhrte. Bereits nach 24 h zeigten ECFCs
unter 20 dyn/cm? eine gestreckte und parallel zur Flussrichtung angeordnete Morphologie,
wahrend unter einem mittleren Scherstress in Hohe von 5 dyn/cm? erst nach 35 h Kultivierung
eine Ausrichtung der Zellen zu beobachten war. Die schnelle Ausrichtung der ausplattierten
ECFCs st insbesondere fiur zukinftige Bioreaktorkultivierungen einer bioartifiziellen
GeféaRprothese von Bedeutung, da dadurch eine ziigige und ressourcenschonende Durchfiihrung
der Endothelialisierung ermdglicht wird. Zudem wird durch eine kiirzere Kultivierungsdauer
das Kontaminationsrisiko gesenkt.

Im Vergleich zu ECFCs, konnte in HUVECs nur unter hohem laminaren Scherstress eine
strukturelle Veranderung und Anordnung der Morphologie in Flussrichtung beobachtet werden.
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass eine Scherstresskultivierung die endotheliale
Monolayerintegritat der ECFCs verstarkte. Dies wurde anhand von VE-Cadherin-Féarbungen
der flusskultivierten ECFCs nachgewiesen. Ein pulsatiler hoher Scherstress (20 dyn/cm?, 1 Hz)
unterstiitzte dabei die Adhéasionsverbindungen zwischen den ECFCs, wahrend unter einem

laminaren hohen Scherstress eine unzusammenhéngende Monolayerintegritat erkennbar war.
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In vivo fuhrt der auf die apikale Oberflache der Intima (GefaRinnenwand) wirkende Scherstress
infolge des pulsatilen Blutflusses zu Mechanotransduktionsreaktionen
(Chistiakov et al., 2017). Diese beeinflussen neben dem  Zytoskelett auch die
Zell-Zell-Verbindungen. Mit zunehmendem Scherstress wurde in der Literatur gezeigt, dass
Endothelzellen ihre Barriere-Funktion und somit ihre Zell-Zell-Kontakte verstérken
(Seebach et al., 2000; Dorland et al., 2017). Eine verminderte Monolayerintegritdt dagegen
konnte eine Plattchenaggregation begunstigen und damit eine endotheliale Dysfunktion
verursachen (Dong et al., 2018; Claesson-Welsh et al., 2021). Demnach erwies sich ein
pulsatiler Fluss als entscheidend zur Aufrechterhaltung und Ausbildung eines funktionalen
Endothels.

Weiterhin  wurde mithilfe der Immunfluoreszenzfarbung die  Auswirkung der
Scherstresskultivierung auf das Aktin-Zytoskelett untersucht. Die Ausrichtung von
Aktinbundeln im Zytoskelett ist flr eine erfolgreiche Endothelialisierung von grofer
Bedeutung, da sie die mechanische Stabilitat von Endothelzellen unter Fluss widerspiegelt und
fur die Entziindungsreaktion der Zellen relevant ist (Gong et al., 2014; Wang et al., 2013).
Beide Endothelzelltypen zeigten unter statischen Bedingungen typische in der Zellperipherie
verteilte, ungeordnete Aktinfilamentstrukturen (Ensley et al., 2012; Abaci et al., 2012). Die in
Kapitel 4.2.1.3 gezeigten Ergebnisse bestatigen eine schnelle Zellausrichtung und
Parallelisierung von Aktinbiindeln unter dem Einfluss von hohem Scherstress (20 dyn/cm?).
Dieser Effekt ist ausschliellich bei ECFCs beobachtbar und deutet auf eine erhdhte
Empfindlichkeit der ECFCs gegenlber Scherstress im Gegensatz zu HUVECs hin
(Yamamoto et al., 2003). Durch die Anpassung ihrer Zellform an den Fluss widersetzten sich
nur die ECFCs der Scherbeanspruchung und erzeugten somit eine Schutzwirkung gegen
Verletzungen (Gong et al., 2014).

Zusétzlich wurde gezeigt, dass die Elongationsfahigkeit der Zellen mit der Hohe der
Scherbeanspruchung korreliert, der die Zellen ausgesetzt sind. Diese Beobachtungen stimmen
mit Studien anderer Arbeitsgruppen Uberein (Deb et al., 2021; Abaci et al., 2012;
Ensley et al., 2012; Brown et al., 2009). Die hier aufgefiihrten Ergebnisse beschreiben, dass ein
hoher Scherstress eine Ausrichtung der ECFCs in Flussrichtung provozierte.

Dabei wird die zytoskelettale Verlangerung als ein wichtiger Faktor gegen Atherosklerose
angesehen (Heo et al. 2014; Levesque und Nerem, 1985). Aus diesem Grund konnte eine
Vorkonditionierung von ECFCs mit laminarem und pulsatilem Fluss vor dem Implantieren
vorteilhaft sein, um eine antithrombogene Implantatoberfliche zu gewahrleisten
(Thilo et al., 2012; Heo et al., 2014; Yoshizumi et al., 2003).
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5.2.2 Auswirkung von Scherstress auf Thrombogenitat der Zellen

Die mechanische Belastung des Scherstresses induziert einerseits die physikalische
Verformung der Zelloberflache. Andererseits werden auch die intrazellulidre Ubertragung von
Stress und die Umwandlung in chemische Prozesse und biochemische Signale hervorgerufen,
welche durch die Untersuchung von Genexpressionsprofilen der Zellen analysierbar sind
(Davies, 2009).

Die flussinduzierte Mechanotransduktion fordert neben der Zellausrichtung, auch einen
antithrombogenen Phanotyp (Radke et al., 2018; Kutikhin etal., 2018). Aufgrund von
Scherstressbedingungen aktivieren Endothelzellen Faktoren, die die Gerinnungskaskade
auslosen (Paszkowiak und Dardik, 2003). In dieser Arbeit sollte daher die Wirkung
unterschiedlicher Scherstressraten auf die Thrombogenitét der Zellen analysiert werden. Diese
kann anhand der Hochregulierung bestimmter Marker entweder auf Protein- oder Genebene
gemessen werden. Dazu zahlen Marker wie Tissue Factor (TF), Thrombomodulin oder
Gewebeplasminogenaktivator (tPA) (Brown et al., 2009; Malek et al., 1994).
Thrombomodulin gilt als Schlusselindikator zur Feststellung des thrombogenen Status
endothelialer Zellen und ist ein Membranprotein, das Protein C stimuliert, Thrombin bindet und
zur  Antikoagulation  beitrdgt (Malek et al., 1994;  Dahlback, 2000). Eine  hohe
Thrombomodulin-Expression symbolisiert demzufolge eine hohe Antithrombogenitat der
Zellen, ist in dieser Arbeit somit gewilnscht, und wurde bereits in friiheren Studien in
Zusammenhang mit dynamischen Flussbedingungen beschrieben (Martin et al., 2014;
Ishibazawa et al., 2011, Takada et al., 1994; Rossi et al., 2010). Die Ergebnisse in Kapitel 4.2.2
zeigen, dass ein hoher Scherstress die Thrombomodulinexpression in ECFCs und HUVECs
hochregulierte, die Genexpression in ECFCs sogar verstérkt ausgepréagt vorlag. Dadurch l&sst
sich die Annahme treffen, dass ECFCs durch eine dynamische Kultivierung eine starkere
antithrombogene Wirkung entwickelten als ausgereifte Endothelzellen. Diese Erkenntnis deckt
sich mit den Ergebnissen einer Studie um Brown et al., in der ECFCs aus dem humanen
Nabelschnurblut im Vergleich zu humanen Aortenendothelzellen (HAECs) unter Fluss
(15 dyn/cm? fiir 48 h) kultiviert wurden. Dabei wurde sowohl in den ECFCs als auch in den
HAECs eine signifikant erhdhte Thrombomodulinexpression nach Flussexposition im
Vergleich zu statisch kultivierten Zellen gemessen. Auch bei Brown et al. zeigten die ECFCs
einen p-Wert Kkleiner 0,01, wahrend der signifikante Unterschied bei HAECs einen p-Wert
kleiner 0,05 besalR (Brown etal., 2009). Dies lasst auf eine starkere antithrombogene
Genantwort der ECFCs schlieen. Die Arbeitsgruppe um Ensley et al. zeigte in ihrer Arbeit
ahnliche Ergebnisse. Dabei wurden ECFCs aus dem peripheren Blut eines Pavians, welche in
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der Arbeit als EOCs (endothelial outgrowth cells), gleichbedeutend mit ECFCs, bezeichnet
sind, mit arteriellen Endothelzellen aus dem Pavian verglichen (Ensley et al., 2012). Die Zellen
wurden fiir 24 h einem Scherstress von 15 dyn/cm? ausgesetzt, um anschlieBend die
Thombomodulingenexpression mithilfe der gRT-PCR-Methode zu analysieren. Auch
Ensley et al. konnte einen signifikanten Anstieg der Thrombomodulinexpression nach
dynamischer Kultivierung im Vergleich zu statisch kultivierten Zellen beobachten. Verglichen
dazu zeigten die arteriellen Endothelzellen eine erhdhte jedoch nicht signifikant verénderte
Genexpression. Auch diese Ergebnisse sprechen dafir, dass ECFCs starker antithrombogen als

adulte Endothelzellen auf dynamische Kultivierungsbedingungen reagieren.

5.2.3 Analyse des Glukoseverbrauchs nach dynamischer Kultivierung

Fur eine zukinftige Kultivierung in einem dreidimensionalen Bioreaktorsystem ist eine
Uberwachung der biochemischen Parameter wie Sauerstoff, Glukose und Laktat, zur
Gewihrleistung der Zellvitalitat entscheidend (Maschhoff et al., 2017). Daher wurde in dieser
Arbeit der Einfluss von Scherstress auf die metabolische Aktivitat der Zellen untersucht. Es
konnte festgestellt werden, dass sich ein hoher pulsatiler Scherstress signifikant auf den
Glukoseverbrauch und damit auf die metabolische Aktivitat der ECFCs auswirkte, wahrend fr
HUVECs keine signifikant unterschiedliche Glukosekonzentration nach Abschluss der
verschiedenen Kultivierungen beobachtet werden konnte. Im Gegensatz dazu zeigte eine Studie
um Hanetal., dass ein pulsatiler Scherstress (12 + 4 dyn/cm? fiir 24 h) die metabolische
Aktivitat von HUVECs reduzierte. Dabei wurde festgestellt, dass ein pulsatiler Scherstress die
Expression des Glykolyseenzyms Hexokinase unterdriickte und somit der Glukoseverbrauch
der HUVECs mit zunehmendem Scherstress sank (Han et al., 2021). Auch Doddaballapur et al.
beobachteten, dass der Glukoseverbrauch fur HUVECs unter laminarem Scherstress
(20 dyn/cm? fiir 72 h) abnahm (Doddaballapur et al., 2015). Abaci et al. wiesen allerdings
darauf hin, dass undifferenzierte humane embryonale Stammzellen (hESC) einen hdheren
Glukoseverbauch als ausdifferenzierte HUVECs aufwiesen (Abaci et al., 2012). Damit wurde
behauptet, dass der Differenzierungsstatus der Zellen in Zusammenhang mit einem erhéhtem
Glukoseverbrauch stand. Auch ECFCs liegen als undifferenzierte endotheliale VVorlauferzellen
(EPCs) vor, welche unter Scherstress zu reifen Endothelzellen differenzieren konnen
(Obi et al., 2012; Cheng et al., 2013). Demnach kodnnte der signifikant hdhere Verbrauch an
Glukose, der in dieser Arbeit festgestellt wurde, mit dem Differenzierungsprozess der ECFCs

einhergehen.
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5.3 Arteriovendse Differenzierungsanalyse der isolierten ECFCs

Im vorherigen Kapitel konnte gezeigt werden, dass ECFCs eine héhere Sensitivitat gegeniber
Stromungsbedingungen als HUVECSs présentierten und damit eine bevorzugte Zellquelle zur
Endothelialisierung bioartifizieller GefaBimplantate darstellen. Dennoch weist eine
Auswertung von Wang et al. darauf hin, dass 59 % der zwischen 2013 und 2018
veroffentlichten Studien, die das vaskuldre Tissue Engineering thematisierten, HUVECs als
bevorzugte Zellquelle einsetzten (Wang et al., 2019). Die Verwendung von HUVECS in
klinischen Anwendungen wiirde jedoch aufgrund ihres allogenen Ursprungs immunsuppressive
Behandlungen erfordern (Hendrickx et al., 2011). Es konnte zudem gezeigt werden, dass
insbesondere fur die Endothelialisierung von arteriellen Bypasskonstrukten ein arterieller
Phénotyp der verwendeten Endothelzellen zu einer héheren Durchgéngigkeitsrate nach dem
Implantieren flhrt (Jannati et al., 2019; Riess et al., 2017).

Da zudem der zuvor festgestellte signifikant erhdhte Glukoseverbrauch der ECFCs nur auf
einen moglichen Differenzierungsprozess der Zellen hinweist, wurde im folgenden Kapitel
dieser Arbeit untersucht, inwieweit eine Vorkonditionierung unter einem hohem Scherstress
zur arteriellen Differenzierung der ECFCs fuhrt. Hierfiir wurden ECFCs, HUVECs und HAECs

unter verschiedenen Bedingungen kultiviert, stimuliert und miteinander verglichen.

5.3.1 Phanotypische Unterschiede nach TNF-a Stimulierung und dynamischer
Kultivierung mit Puls

Die Analyse der Verdopplungszeiten nach einer statischen Kultivierung ergab, dass ECFCs
eine ahnliche Verdopplungsrate aufwiesen wie HAECs und sich signifikant von HUVECs
unterschieden. AuBerdem lieB sich ein signifikanter Unterschied zwischen HAECs und
HUVECs feststellen. Diese Auswertung gab erste Hinweise darauf, dass unter statischen in
vitro Bedingungen charakteristische Ahnlichkeiten zwischen ECFCs und HAECs bestanden.

Diese sollten durch eine Kultivierung unter dynamischen Bedingungen weiter untersucht
werden. Dafur wurde in dieser Arbeit der Einfluss einer 24-stlindigen Scherstresskultivierung
auf den Differenzierungsstatus der isolierten ECFCs bestimmt. Zundchst erfolgte ein
morphologischer Vergleich nach Flusskultivierung, um phanotypische Gemeinsamkeiten und
Unterschiede durch Phasenkontrastaufnahmen hervorzuheben. Dabei ergab sich fir ECFCs im
Vergleich zu HAECs und HUVECs eine am stérksten ausgerichtete und parallel zum Fluss
angeordnete Morphologie. Die morphologischen Veranderungen wurden auch unter dem

Einfluss des Zytokins TNF-o untersucht. Dabei sollte eine Entziindungsreaktion nach dem
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Implantieren der Gefal3prothese simuliert werden. Studien weisen darauf hin, dass insbesondere
nach Kkardiochirurgischen Eingriffen, wie einer Bypass-Operation, erhohte Level des
inflammatorischen Zytokins TNF-o im Blutplasma detektiert werden konnten (Meierin, 2013;
Schropfer, 2005) und TNF-a als prognostischer Marker fiir die Progression der Atherosklerose
in atherosklerotischen Plaques mit Tendenz zur GeféRsklerose und —thrombose gefunden
wurde. Daher sollte der Einfluss von dynamischer Kultivierung auf das antithrombogene Profil
der Endothelzellen auch unter TNF-o untersucht werden (Bose et al., 2007).

Es konnte gezeigt werden, dass die Ausrichtung in Flussrichtung und parallele Anordnung der
ECFCs unabhéngig der TNF-a-Stimulierung stark ausgeprégt vorlag. Verglichen dazu, zeigten
HUVECs und HAECs unter Flussbedingungen weniger stark ausgerichtete Zellen, auch unter
dem Einfluss von TNF-o. In HAECs konnte allerdings eine deutlich groBere Ausrichtung
verglichen zu HUVECs festgestellt werden.

Die Erkenntnisse der Phasenkontrastaufnahmen wurden durch Immunfluoreszenzfarbungen der
Zell-Zell-Kontakte und Aktinfilamente bestétigt. ECFCs zeigten eine lang gestreckte und in
Flussrichtung orientierte Morphologie. Auch die Aktinbundel der ECFCs orientierten sich
vermehrt in Flussrichtung, was fir eine hohe mechanische Stabilitat der ECFCs gegen die
Flussstromung spricht. Gleichzeitig wiesen die HAECs im Vergleich zu HUVECs deutlich
starker ausgerichtete Aktinfilamente auf. Dies deckt sich mit Angaben um Dessalles et al. Dort
wird darauf hingewiesen, dass Unterschiede zwischen arteriellen und vendsen Endothelzellen
in Bezug auf die zytoskelletalen Veranderungen nach einer in vitro Scherstresskultivierung
festgestellt werden konnten. Demnach wurde in arteriellen Endothelzellen eine verstérkt
polarisierte  Zellform mit starker in Flussrichtung ausgerichteten Aktinfilamenten
nachgewiesen, wahrend venose Endothelzellen weniger ausgerichtete Zellstrukturen aufwiesen
(Dessalles et al., 2021).

AuRerdem wurde die Ausrichtung und Rundheit der Zellen anhand der VE-Cadherin-Farbung
ausgewertet. Die Zellausrichtung gilt als wichtiger atheroprotektiver Prozess, der die
entzindliche Signaliibertragung in Endothelzellen verringert (Wang et al., 2013). In nativen
Arterien sind Endothelzellen lang und schmal und orientieren sich entlang der Langsachse des
Blutflusses, wahrend vendse Endothelzellen kurz und breit sind und keine eindeutige
Ausrichtung aufzeigen (Aird, 2007; Paz und D‘Amore, 2009). Die in dieser Arbeit
festgestellten signifikanten Unterschiede der ECFCs in Bezug auf ihre Ausrichtung im
Vergleich zu HUVECs sowie die nicht-signifikant unterschiedliche Rundheit und Ausrichtung
der ECFCs im Vergleich zu HAECs deuten darauf hin, dass sich die isolierten ECFCs unter

dynamischer Kaultivierung eher zu einem arteriellen als zu einem vendsen Phénotyp
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entwickelten. Die ECFCs werden zudem als stromungsempfindlicher als HAECs und HUVECs
angesehen, da die Ausrichtung in Flussrichtung deutlich starker vorlag.

5.3.2 Unterschiede der Genexpression nach TNF-a Stimulierung und dynamischer
Kultivierung mit Puls

Weiterhin wurden die Transkriptionslevel charakteristischer endothelialer,
mechanosensorischer Marker der flusskultivierten Zellen analysiert, um Auskunft tber den
Differenzierungsstatus der ECFCs zu geben. Die Analyse der relativen Expression von CD31
ergab, dass sich ECFCs von HUVECs unterschieden, wahrend zwischen ECFCs und HAECs
kein signifikanter Unterschied vorzufinden war. Gleichzeitig konnte durch die Zugabe des
Zytokins TNF-a eine Abnahme der CD31-Expressionslevel in allen Zelltypen beobachtet
werden. Eine geringere Expression von CD31 durch die Zugabe von TNF-a wurde auch in
anderen Studien festgestellt (Zhou et al., 2020; Moriconi et al., 2012). Das Adhé&sionsmolekiil
CD31 wird an der Oberflache der Endothelzellen exprimiert und dient unter Scherstress als
Mechanosensor, der die Umwandlung eines mechanischen Signals in ein biochemisches Signal
stimuliert (Chistiakov et al., 2017). Als weitere wichtige Funktion von CD31 gilt die
Aufrechterhaltung der endothelialen Integritat (Privratsky und Newman, 2014). Demnach
konnte eine niedrigere CD31-Expression in HUVECs als Hinweis fur eine endotheliale
Dysfunktion stehen.

Neben CD31 ist auch KDR am mechanosensorischen Komplex beteiligt (Kutikhin et al., 2018).
Die Analyse der KDR-Expressionslevel zeigte ebenfalls signifikante Unterschiede zwischen
HUVECSs und HAECs unter allen Kultivierungsbedingungen. Wahrend die Transkriptionslevel
von KDR zwischen ECFCs und HUVECs nicht signifikant unterschiedlich waren, zeigten
HAECs unter allen Bedingungen hohere Expressionslevel als ECFCs. Unter Einfluss von
TNF-a wurde fiir alle Zelltypen ein verringertes KDR-Transkriptionslevel festgestellt. Dies
deckte sich mit Studien anderer Arbeitsgruppen (Patterson et al., 1996; Sainson et al., 2008).
Gleichzeitig konnte gezeigt werden, dass die Kultivierung unter einem hohen pulsatilen
Scherstress eine Hochregulierung von KDR in ECFCs beglnstigt. Auch Yamamoto et al.
beobachteten, dass Scherstress eine KDR-induzierende Wirkung auf Endothelzellen aufweist
(YYamamoto et al., 2003).

Weiterhin wurde die Genexpression des Markers CD34 untersucht. Dabei konnten keine
signifikanten Unterschiede zwischen HAECs und ECFCs detektiert werden. Im Gegensatz dazu
zeigten ECFCs hohere CD34-Expressionslevel im Vergleich zu HUVECs nach statischer und

dynamischer Kultivierung sowohl unter dem Einfluss von TNF-a. als auch ohne. Auch HAECs

86



Diskussion

wiesen unter allen Bedingungen eine signifikant hohere CD34-Genexpression auf als HUVECs.
Das Phosphoglykoprotein CD34 wird auf unreifen hamatopoetischen Stamm- und
Vorlauferzellen exprimiert (Gratama et al., 1998). Zusatzlich wurde CD34 allerdings auch in
ausdifferenzierten vaskuldren Nabelschnurendothelzellen nachgewiesen (Fina et al., 1990).
Egorova et al. untersuchten ebenfalls Unterschiede zwischen arteriellen und vendsen Zellen in
Bezug auf ihre CD34-Expression nach dynamischer Flusskultivierung. Dabei konnten sie
beobachten, dass HUVECs sowohl unter statischen als auch dynamischen (25 dyn/cm?)
Bedingungen im Vergleich zu arteriellen Nabelschnurendothelzellen signifikant niedrigere
CD34-Transkriptionslevel aufwiesen (Egorova et al., 2012).

Weiterhin weist die hohe Genexpression von NOTCH4 in ECFCs auf eine arteriellen Phanotyp
der ECFCs hin, da NOTCH4 als wichtiger arteriovenoser Differenzierungsmarker gilt, der
ausschlieBlich ~ im  arteriellen  Endothel  exprimiert  wird  (Kimetal., 2015;
Lehoux und Jones, 2016). Der signifikante Unterschied in der NOTCH4-Genexpression
zwischen ECFCs und HUVECs und die ahnlich stark ausgepragten NOTCH4-Expressionslevel
von ECFCs und HAECs nach Flusskultivierung deuten auf einen arteriellen Phanotyp der
isolierten ECFCs hin. Zusatzlich verweist die stark ausgepragte NOTCH4-Proteinexpression
von flusskultivierten ECFCs auf einen arteriellen Phanotyp (Kraus et al., 2022).

Dariiber hinaus ist auch die Analyse des Tyrosinkinase-Rezeptors Tie2 von Bedeutung, da Tie2
fur die Aufrechterhaltung der Funktionalitdt sowie Integritdit des Endothels unter
Stromungsbedingungen entscheidend ist. Tie2 gilt aulRerdem als Schliisselfaktor fur die
Homoostase des Endothels (Chlench et al., 2007; Lee und Koh, 2003). Higgins et al. zeigten,
dass Tie2 eine wichtige Rolle bei der Thrombushemmung im Falle einer systemischen
Inflammation spielt (Higgins et al., 2018). In Studien von Obi et al. und Mecha Disassa et al.
wurde gezeigt, dass die Genexpression von Tie2 von der Hohe des applizierten Scherstresses
abhangt (Obi etal., 2012) und in Arterien doppelt so hoch vorliegt wie in Venen (Mecha
Disassa et al., 2009). Unsere Ergebnisse geben an, dass nur ECFCs und HAECs unter
Scherstress im  Vergleich zur statischen Kultivierung signifikant hochregulierte
Tie2-Expressionsniveaus zeigten. Dieses Ergebnis konnte auf ein vergleichbares
zellbiologisches Verhalten zwischen ECFCs und HAECs hindeuten. Dieser Effekt war
ebenfalls unter dem Einfluss von TNF-a zu beobachten. Im Gegensatz dazu zeigten HUVECs
keine signifikanten Unterschiede in den Tie2-Expressionsniveaus unter allen
Kultivierungsbedingungen.

Fur eine langfristige Durchldssigkeit einer bioartifiziellen Gefalprothese missen die
ausplattierten Endothelzellen einen antithrombotischen und antiinflammatorischen Phanotyp
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aufweisen. Dimitirevska et al. weisen darauf hin, dass eine Vorendothelialisierung unter
statischen Kultivierungsbedingungen ein pro-inflammatorisches Genexpressionsprofil der
Endothelzellen hervorruft (Dimitrievska und Niklason, 2018). Daher wurde in dieser Arbeit
eine dynamische Vorkonditionierung der Zellen als vorteilhaft angesehen, um
flussempfindliche atheroprotektive Gene zu aktivieren. Aullerdem wurde in einer Arbeit um
Brown et al. bereits gezeigt, dass die pro- und antiinflammatorischen sowie thrombotischen
Eigenschaften von Endothelzellen von dem auf die Zellen einwirkenden Scherstress abhangen
(Brown et al. 2009). Weiterhin ist bekannt, dass in Endothelzellen unter niedrigen
Scherstressraten atherogene Marker hochreguliert werden, wéhrend ein hohes Scherstressprofil
die Expression atheroprotektiver Gene induziert (Kutikhin et al., 2018).

Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit ein hoher pulsatiler Scherstress in Hohe
von 20 dyn/cm? zur Konditionierung der Zellen gewihlt, um einen antithrombotischen
Phénotyp zu erreichen. Die gewahlte Scherstressrate sollte dabei physiologischen arteriellen
Stromungsverhéltnissen nahekommen (Malek et al., 1994). Dabei zeigten sich in den isolierten
ECFCs signifikant hthere Genexpressionsniveaus der antithrombotischen Gene KLF2, eNOS
und Thrombomodulin unter Scherstresskultivierung im Vergleich zu statischen Bedingungen.
KLF2 ist ein endothelialer vaskuloprotektiver Transkriptionsfaktor, der in vivo durch
unidirektionalen laminaren Scherstress induziert wird (Davies etal., 2013). KLF2 wird
ebenfalls als Schlisselfigur bei der Aufrechterhaltung der endothelialen Homoostase angesehen
(Chistiakov et al., 2017). Uber die Stimulation von KLF2 werden sowohl eNOS als auch
Thrombomodulin aktiviert. Ein hoher laminarer Scherstress fiihrt zur Hochregulierung von
eNOS, wodurch vasodilatatorische und entzindungshemmende Effekte ausgeldst werden
(van Thienen et al., 2006). Die in dieser Arbeit analysierten signifikant erhohten
Expressionsniveaus von KLF2 und eNOS in ECFCs im Vergleich zu HAECs und HUVECS
weisen auf einen stark ausgepragten antithrombotischen und entziindungshemmenden
Charakter der ECFCs unter hohen Scherstressbedingungen hin.

Die Zugabe von TNF-a fiihrte in allen untersuchten Zelltypen zu einer Hemmung der KLF2-,
eNOS- und Thrombomodulin-Genexpression unter statischen Kulturbedingungen. Diese
Ergebnisse decken sich mit Studien um Lin et al. (Lin et al., 2005). Allerdings wurde gezeigt,
dass die Exposition unter einem hohen pulsatilen Scherstress eine signifikant erhéhte
Genexpression von KLF2, eNOS und Thrombomodulin trotz TNF-a-Stimulation hervorrief.
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass eine VVorendothelialsierung der GefaRprothese unter
hohen Scherstressbedingungen eine entziindungshemmende Wirkung nach dem Implantieren

bewirken konnte.
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Die oben genannten Ergebnisse zeigten auch, dass die Stimulation durch TNF-a. eine signifikant
erhohte Expression des Adhéasionsmolekils VCAM1 induzierte, wodurch die Adhasion,
Migration und  Rekrutierung  von  Leukozyten  beglnstigt  werden  konnte
(Chistiakov et al., 2017). Dabei lagen die Expressionsniveaus von VCAML1 in allen Zelltypen
sowohl unter statischen als auch dynamischen Bedingungen in einem vergleichbaren Rahmen
und waren signifikant héher im Vergleich zu nicht stimulierten Zellen. Jedoch konnte ein hoher
Scherstress keine Hemmung der VCAM1-Expression hervorrufen. In diesem Zusammenhang
muss dennoch darauf hingewiesen werden, dass die Genexpression von VCAML1 in
TNF-a-stimulierten ECFCs signifikant niedriger war, verglichen zu TNF-a-stimulierten
HUVECs. Damit konnte gezeigt werden, dass ECFCs einen hoheren antithrombotischen
Charakter als HUVECs aufwiesen.

Die Analyse des Transmembranglykoproteins Tissue Factor (TF) zeigte ahnliche
Expressionsmuster im Hinblick auf eine TNF-a-Stimulierung und Flusskultivierung der
jeweiligen Zelltypen. TF gilt als Hauptakteur in der Initilerung der Blutgerinnung
(Cuccuini etal., 2010) und kann durch TNF-a, Endotoxin oder ein oszillierendes
Stromungsprofil stimuliert werden (She et al., 2007). Unter physiologischen Bedingungen
kénnen in vivo nur sehr geringe TF-Transkriptionsniveaus in den GefdRwandendothelzellen
festgestellt werden (Mazzolai et al. 2002). In dieser Arbeit induzierte TNF-a eine signifikante
Hochregulierung der TF-Genexpression in allen Zelltypen, sowohl unter statischen als auch
unter dynamischen Bedingungen. Dabei liefen sich in nicht TNF-a-stimulierten und
flusskonditionierten HAECs niedrigere TF-Expressionslevel im Vergleich zu ECFCs und
HUVECs beobachten. Dies weist auf einen stark entzindungshemmenden und
antithrombotischen Charakter von arteriellen Endothelzellen hin.

Sowohl TF als auch VCAM1 gelten in Bezug auf die Thrombogenitat als Gegenspieler zu
KLF2, eNOS und Thrombomodulin. Dies konnte in der vorliegenden Arbeit anhand der
Genexpression der ECFCs, HAECs und HUVECSs bestatigt werden. Die oben diskutierten
Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Vorkonditionierung von ECFCs unter Fluss eine
Unterdrickung der atherogenen Marker TF und VCAM1 induziert sowie eine Hochregulierung
der antithrombotischen Gene wie KLF2, eNOS und Thrombomodulin selbst unter dem Einfluss
eines inflammatorischen Stimulus wie TNF-a ausldst und gleichzeitig ein Genprofil induziert,
das mehr Ahnlichkeiten zu einem arteriellen als einem vendsen Phanotyp aufweist. Dies konnte
fur die klinische Anwendung von mit ECFCs endothelialisierten bioartifiziellen

Gefaliprothesen von Vorteil sein.
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5.4 Kultivierung unter verschiedenen PDGF-BB-Konzentrationen zur
GefalRmuskelzellahnlichen Differenzierung

Da arterielle und vendse BlutgefaRe in konzentrischen Schichten aufgebaut sind, werden fir
die Generierung einer bioartifiziellen GefaRRprothese neben Endothelzellen im GefaRinneren
auch glatte Gefallmuskelzellen als mittlere Schicht bendtigt. Ihre kontraktilen Eigenschaften
ermoglichen die Aufrechthaltung des physiologischen Gefalitonus und somit die Regulation
kardiovaskularer Funktionen (Offermanns, 2012). Reife GefaBmuskelzellen weisen gegeniiber
Vorlauferzellen ein vermindertes Proliferationspotential auf. Aus diesem Grund werden
Alternativen zur Gewinnung autologer glatter GefaBmuskelzellen gesucht. In diesem
Zusammenhang wurde von Simper et al. gezeigt, dass endotheliale VVorlauferzellen (EPCs)
durch den Einfluss von Wachstumsfaktoren uber ihre Differenzierungslinien hinaus
transdifferenziert werden konnen (Simper et al., 2002). Dabei zeigten die bereits
pradifferenzierten vaskularen Progenitorzellen das gleiche Differenzierungspotenzial wie
primitive Stammzellen. Studien von Badorff et al. und Ravishankar et al. belegen, dass EPCs
das Potenzial besitzen, in Kardiomyozyten und mesenchymale Zellen zu transdifferenzieren
(Badorff et al., 2003; Ravishankar et al., 2022). Simper et al. haben erstmals gezeigt, dass
zirkulierende Progenitorzellen durch die Kultivierung mit dem Wachstumsfaktor PDGF-BB
auch in glatte Gefalmuskelzellen differenziert werden kénnen (Simper et al., 2002).

Aus diesem Grund sollte zum Abschluss dieser Arbeit untersucht werden, unter welchen
PDGF-BB-Bedingungen sich ECFCs in glatte Gefaimuskelzellen differenzieren konnen. Dafir
wurden die isolieten ECFCs Uber mehrere  Passagen in  verschiedenen
PDGF-BB-Konzentrationen (50 ng/mL, 100 ng/mL, 200 ng/mL) kultiviert und anschlieRend
die Expression der GefaBmuskelzelltypischen Marker a-SMA und Calponin analysiert.

Dabei zeigte sich, dass eine Kultivierung unter héheren PDGF-BB-Konzentrationen zu
signifikanten ~ Unterschieden der Verdopplungszeiten fiihrte. Mit  zunehmender
PDGF-BB-Konzentration im Medium konnte eine Zunahme der Verdopplungszeit beobachtet
werden.

Weiterhin verursachte bereits eine Kultivierung mit 50 ng/mL PDGF-BB ein verstarktes
Vorhandensein des GefalBmuskelzelltypischen Markers a-SMA. Dies konnte mithilfe von
Immunfluoreszenzfarbungen nachgewiesen werden. Auch unter 200 ng/mL wurde ein positives
a-SMA-Signal festgestellt. Die Genexpressionsanalyse von a-SMA ergab eine signifikant
starkere Expression unter allen Kultivierungsbedingungen im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle, wies jedoch innerhalb der PDGF-BB-Gruppe auf eine signifikant erhohte
a-SMA-Expression nach Inkubation mit 200 ng/mL PDGF-BB hin. Dies konnte sowohl in
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Passage 5 als auch in Passage 7 festgestellt werden. Demnach verursachte eine relativ kurze
Kultivierung unter 200 ng/mL eine verstarkte GefaRmuskelzellahnliche Differenzierung.
Dieses Ergebnis konnte auch durch die signifikant verstarkte Genexpression des Markers
Calponin sowie die GefaBmuskelzellahnliche Kontraktionsfahigkeit nach Inkubation mit
Carbachol unter 200 ng/mL belegt werden.

Der Wachstumsfaktor PDGF-BB wurde ebenfalls in mehreren anderen Arbeiten eingesetzt, um
eine Transdifferenzierung endothelialer Vorlauferzellen zu induzieren. Ahmetaj-Shala et al.
beispielsweise zeigten, dass aus peripherem Blut gewonnene mononukledre Zellen (PBMNCs)
durch die Inkubation mit 50 ng/mL PDGF-BB eine positive a-SMA-Expression und
gleichzeitig eine negative endothelzellspezifische CD31-Expression entwickelten
(Ahmetaj-Shala et al., 2019). Diese erstmals von Simper et al. verdffentlichte Methode konnte
auch von Joo et al. bestétigt werden (Simper et al., 2002; Joo et al., 2014). Andere Studien
zeigten, dass eine Kultivierung mit 5 ng/mL PDGF-BB ausreichte, um eine Differenzierung der
PBMNC s in Richtung GeféaBmuskelzellen hervorzurufen (Kang et al., 2014; Seong et al., 2020;
Sugiyama et al., 2006). Wéhrend in der hier vorliegenden Arbeit eine verstarkte
Differenzierung der ECFCs auf eine zunehmende PDGF-BB-Konzentration zurtickzufiihren
war, weisen die oben genannten Studien auf gegenteilige Ergebnisse hin. Ein wesentlicher
Unterschied besteht allerdings im Ausgangsstadium der Zellen. Wahrend die Studien um
Simperetal. und Jooetal. frisch isolierte PBMNCs verwendeten (Simper etal., 2002;
Joo et al., 2014), wurden in dieser Arbeit ECFCs mit eindeutig endothelzellcharakteristischen
Markern in Passage 5 untersucht. Allerdings deutete die durch die Durchflusszytometrie
detektierte Expression des Markers CD34 auf einen undifferenzierten Anteil der isolierten
ECFCs hin. Damit konnte erklart werden, wieso eine Transdifferenzierung in einer hoheren
Passage im Vergleich zu frisch isolierten PBMNCs dennoch erfolgreich verlief. Auch Hel}
zeigte in ihrer Arbeit, dass ECFCs das Potential besitzen, sich in funktionelle glatte
GefaBmuskelzellen zu transdifferenzieren. Dafiir wurden die Zellen tber sieben Tage mit
vaskuldren SMCs kokultiviert und anschlieBend die Expression Gefalimuskelzelltypischer
Marker auf Genebene analysiert (Hel3, 2008).

Sowohl die Beobachtungen friiherer Studien als auch die in der vorliegenden Arbeit
dargestellten Ergebnisse weisen somit darauf hin, dass eine Transdifferenzierung von ECFCs
in GefalBmuskelzelldhnliche Zellen in vitro zu beobachten ist. und dadurch eine Mdglichkeit
der Generierung autologer Gefaimuskelzellen besteht. Dies ist insbesondere fir die zukinftige

Entwicklung einer mehrschichtigen bioartifiziellen Gefal3prothese von Bedeutung, da durch die
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Integration einer Muskelzellsschicht in der Gefalmitte eine hthere mechanische Stabilitat und

ReiRfestigkeit der Gefal3prothese gewahrleistet wére (Gasser et al., 2018; Blume et al., 2022).
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6 Zusammenfassung und Ausblick

Das Ziel dieser Arbeit war die Etablierung eines Kultivierungskonzepts zur Endothelialisierung
einer bioartifiziellen GeféaBprothese. Dazu wurde zunéchst eine passende autologe
Endothelzellquelle gesucht, die den klinischen Anforderungen einer endothelialisierten
GeféBprothese entsprachen. Dazu zéhlt, dass die verwendeten Endothelzellen einer leicht
zuganglichen Quelle entstammen und immunologisch neutral eingesetzt werden kénnen. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, dass endotheliale koloniebildende Zellen (ECFCs) aus
dem peripheren Blut ohne den Einsatz zusétzlicher Beschichtungen isoliert und vermehrt
werden konnten. Dafur wurden die aus Thrombozytenapheresespenden gewonnenen
mononukledren Zellen (MNCs) mithilfe der Dichtegradientenzentrifugation isoliert und tber
mehrere Wochen kultiviert. Da eine bioartifzielle Gefalprothese ein Arzneimittel fiir neuartige
Therapien (ATMP) darstellt, gelten fir die Endothelialisierung der Geféal3prothese die durch das
Paul-Ehrlich-Institut vorgegebenen Richtlinien fir ATMPs. Dazu zéhlt, dass der Einsatz
zusétzlicher allogener Substanzen wie Kollagen und Fibronektin zur Wachstumsférderung der
ECFCs vermieden werden sollen. Aus diesem Grund wurden die Zellen in unbeschichteten
Zellkulturplatten ausplattiert. Die Auswertung der Koloniebildungsrate ergab, dass acht von
zwolf untersuchten Spendern nach neun bis 14 Tagen in Kultur ECFC-charakteristische
Kolonien entwickelten, die Gber mehrere Passagen expandiert werden konnten. Weiterhin
wurde gezeigt, dass die isolierten Zellen eine endothelzelltypische kopfsteinpflasterférmige
Morphologie aufwiesen. Mithilfe von immunhistochemischen und durchflusszytometrischen
Analysen wurde die positive Expression der endothelzellcharakteristischen Marker
VE-Cadherin, VWF, CD31 und CD146 sowie des stammzelltypischen Markers CD34
festgestellt. Gleichzeitig konnten die hdmatopoetischen Marker CD45, CD133 und CD14 im
Durchflusszytometer nicht nachgewiesen werden. Weiterhin zeigte die Analyse des
Angiogenese-Assays, dass die isolierten Zellen netzwerkartige Strukturen auf einer
dreidimensionalen Matrix ausbildeten, wodurch das angiogene Potential der Zellen bewiesen
wurde. Anhand der oben genannten Eigenschaften konnten die isolierten Zellen eindeutig als
ECFCs charakterisiert werden. Die in dieser Arbeit isolierten ECFCs stellen demnach eine
leicht zugéngliche, immunologisch neutrale und autologe Zellquelle zur Endothelialisierung
bioartifizieller Gefaliprothesen dar.

Neben der immunologischen Neutralitat der Zellen missen die angesiedelten Endothelzellen
auch ihre funktionellen und adhé&siven Eigenschaften unter in vivo Stromungsbedingungen

beibehalten. Daher wurde die Auswirkung verschiedener Scherstressprofile auf die Funktion
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sowie Mechanosensitivitat der isolierten ECFCs im Vergleich zu klassischen endothelialen
Modellzellen aus der Literatur, den humanen Nabelschnurvenenendothelzellen (HUVECS),
untersucht. Die ECFCs und HUVECs wurden (ber einen Zeitraum von 72 h unter
quasi-statischen (0,5 dyn/cm?), mittleren (5 dyn/cm?) und hohen (20 dyn/cm?) laminaren bzw.
pulsatilen (1 Hz) Scherstressbedingungen kultiviert. Es sollte die Wirkung der verschiedenen
Flussstarken sowie der Einfluss des physiologischen Pulses (1 Hz) auf die Zellmorphologie,
Zellausrichtung und Zell-Zell-Verbindungen analysiert werden. Dabei erwies sich ein hoher
Scherstress (20 dyn/cm?) im Vergleich zu einem mittleren Scherstress (5 dyn/cm?) als
erforderlich, um in ECFCs eine Ausrichtung und Anordnung der Aktinfilamente und
VE-Cadherine in  Flussrichtung hervorzurufen. Zudem wurde anhand dichter
Zell-Zell-Verbindungen gezeigt, dass ein pulsatiler hoher Scherstress (PC-HSS = 20 dyn/cm?;
1Hz) eine hohere Monolayerintegritit in ECFCs hervorrief als laminare
Scherstressbedingungen. Weiterhin wurde in den isolierten ECFCs eine hohere Sensitivitat
gegeniiber dynamischen Kultivierungsbedingungen im Vergleich zu HUVECs detektiert. Die
Kultivierung unter PC HSS fiihrte sowohl in ECFCs als auch in HUVECs zu einer signifikant
erhdhten Genexpression des atheroprotektiven Markers Thrombomodulin. Da die
Genexpression in ECFCs verstarkt ausgepragt vorlag, wird die Annahme getroffen, dass ECFCs
durch eine dynamische Kultivierung eine stérkere antithrombogene Wirkung entwickelten als
ausgereifte Endothelzellen. AuRerdem wurde die metabolische Aktivitat der Zellen wéhrend
der dynamischen Kultivierung durch Messung des Glukoseverbrauchs (berwacht. Dabei
zeigten ECFCs verglichen zu HUVECs mit zunehmendem Scherstress einen signifikant
héheren Glukoseverbrauch. Dieser konnte auf den Einfluss des hohen Scherstresses auf den
Differenzierungszustand der unreifen ECFCs zurlickzufiihren sein.

Fur die Endothelialisierung von arteriellen Bypasskonstrukten wird ein arterieller Phanotyp der
verwendeten Endothelzellen bevorzugt eingesetzt, da dieser zu einer hdoheren
Durchgéngigkeitsrate nach Implantierung der GefaBprothese fiihrt (Jannati et al., 2019;
Riess et al., 2017). Aus diesem Grund wurde untersucht, inwieweit eine Vorkonditionierung
unter einem hohen Scherstress zur arteriellen Differenzierung der unreifen ECFCs flhrte. Daftr
wurden die ECFCs unter quasi-statischen (0,5 dyn/cm?) und dynamisch pulsatilen (20 dyn/cm?;
1 Hz) Flussbedingungen kultiviert und anschlieBend anhand ihrer Morphologie, sowie
zytoskelettalen  Verdnderungen mit adulten vendsen  Endothelzellen, humanen
Nabelschnurveneendothelzellen (HUVECS), und adulten arteriellen Endothelzellen, humanen
Aortenendothelzellen (HAECSs) verglichen. Ferner wurden die Zellen auf mRNA-Ebene néher

charakterisiert, um den Differenzierungs- und Thrombogenitatszustand unter den
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verschiedenen Kultivierungsbedingungen zu bestimmen. Um eine Entziindungsreaktion nach
Implantierung in vitro zu simulieren, wurden die Zellen mit dem proinflammatorischen Zytokin
Tumornekrosefaktor-o ~ (TNF-a)  inkubiert. =~ Dadurch  sollte ein  Verlust der
antiinflammatorischen und antithrombogenen Eigenschaften der Zellen ausgeldst werden. Im
Rahmen dieses Versuches wurden morphologische Ahnlichkeiten zwischen ECFCs und
HAECs nach der Flusskultivierung detektiert. Gleichzeitig konnten signifikante Unterschiede
zwischen dynamisch kultivierten ECFCs und HUVECs in Bezug auf die Orientierung und
Ausrichtung der Zellen festgestellt werden. Wéhrend alle untersuchten Zelltypen ihre Rundheit
nach der Flusskultivierung signifikant verringerten, zeigten nur HAECs und ECFCs signifikant
in Flussrichtung ausgerichtete Zellen auf. AuBerdem konnte festgestellt werden, dass die
Vorkonditionierung von ECFCs unter Fluss eine Unterdriickung der atherogenen Marker Tissue
Factor und VCAML1 induzierte. Gleichzeitig wurde eine Hochregulierung der
antithrombotischen Gene KLF2, eNOS, Tie2 und Thrombomodulin selbst unter dem Einfluss
des inflammatorischen Zytokins TNF-a ausgeldst. Zusammenfassend wurde in den ECFCs ein
Genprofil induziert, das mehr Ahnlichkeiten zu einem arteriellen als einem vendsen Phéanotyp
aufweist.

Im letzten Teil der Arbeit wurde eine Strategie zur Generierung autologer glatter
Gefallmuskelzellen entwickelt. Glatte GefaBmuskelzellen befinden sich in der mittleren Schicht
der bioartifiziellen Gefal3prothese und sind aufgrund ihrer kontraktilen Eigenschaften fir die
Aufrechterhaltung des physiologischen Gefalitonus sowie die Regulation kardiovaskulérer
Funktionen verantwortlich. Reife GefalBmuskelzellen weisen im Vergleich zu Vorlauferzellen
allerdings ein vermindertes Proliferationsverhalten auf. Simper et al. zeigten, dass endotheliale
Vorlauferzellen (EPCs) durch den Einfluss des Wachstumsfaktors platelet derived growth
factor-BB (PDGF-BB) uber ihre Differenzierungslinien hinaus in Gefamuskelzellen
transdifferenziert werden kdnnen (Simper et al., 2002). Auf Basis der Studien von Simper et al.
sollte untersucht werden, inwieweit die isolierten ECFCs die Fahigkeit besitzen, durch die
Stimulation mit dem Wachstumsfaktor PDGF-BB in Gefalmuskelzelldhnliche Zellen zu
transdifferenzieren. Dafur wurde der Einfluss verschiedener PDGF-BB-Konzentrationen
(50 ng/mL, 100 ng/mL, 200 ng/mL) auf die Wachstumsfahigkeit und das Ausbilden
Gefallmuskelzellspezifischer Marker untersucht. AulRerdem sollte eine Funktionsanalyse das
Kontraktionspotenzial der konditionierten ECFCs ermitteln. Die Ergebnisse des letzten
Kapitels deuten darauf hin, dass eine zunehmende PDGF-BB-Konzentration einen
signifikanten Einfluss auf die Verdopplungszeit der ECFCs auslbte. Weiterhin wurde
festgestellt, dass eine Kultivierung ber vier Passagen mit 200 ng/mL PDGF-BB eine
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signifikant hohere Genexpression der Gefamuskelzellahnlichen Marker a-SMA und Calponin
hervorrief. Zudem zeigte die Analyse der Kontraktionsfahigkeit, dass ECFCs unter 200 ng/mL
PDGF-BB sich nicht signifikant von glatten GefaBmuskelzellen unterschieden. Durch die in
diesem Kapitel untersuchten Ergebnisse wird angenommen, dass die Kultivierung unter
200 ng/mL  PDGF-BB eine  Transdifferenzierung der isolierten ECFCs in
GefalBmuskelzelldahnliche Zellen induzierte. Dadurch erméglicht sich ist eine nicht-invasive
Generierung autologer Gefalmuskelzellen zur Entwicklung einer mehrschichtigen

bioartifiziellen GefaRprothese.

Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit erfolgreich ein Konditionierungskonzept
zur Endothelialisierung bioartifizieller GefaRprothesen entwickelt werden. Dennoch sind
weitere Versuche notwendig, um die Wechselwirkung der isolierten ECFCs auf einer
dreidimensionalen Geruststruktur zu untersuchen. In einer weiteren Promotionsarbeit wurde
patienteneigenes Fibrinogen zur Beschichtung der kinstlichen Geféal3struktur isoliert
(Heene, 2022), welches durch die enzymatische Reaktion mit Thrombin zu Fibrin ausgebildet
wird. Dadurch soll die Adhasion der Endothelzellen im Inneren der Geféprothese unterstiitzt
werden (Blume et al., 2022). Zudem konnte der Scaffold-Fibrinkomplex bereits erfolgreich als
Basisstruktur zur Vaskularisierung der duReren Schicht der Geriststruktur verwendet werden
(Heene et al., 2021). Die in dieser Arbeit untersuchten dynamischen Bedingungen mdssen in
zukinftigen Arbeiten auf das am Institut fiir Technische Chemie sowie am Institut flr
Mikoelektronische Systeme der Leibniz Universitat Hannover von Maschoff et al. entwickelte
und von Stanislawski et al. optimierte Bioreaktorsystem (bertragen werden
(Maschhoff et al., 2017;  Stanislawski et al., 2020).  Dabei  dienen die in  den
Durchflusskammern durchgefiihrten dynamischen Versuche als Basis fiir die Kultivierung auf

einer dreidimensionalen Scaffold-Struktur (Blume et al., 2022; Kraus et al., 2022).
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7 Anhang

In den folgenden Abschnitten werden alle zusétzlichen Daten und Ergebnisse dieser Arbeit

gezeigt sowie alle wahrend dieser Arbeit verwendeten Materialien und Methoden dokumentiert.

7.1 Zusatzliche Daten und Ergebnisse

7.1.1 Durchflusszytometrischer Nachweis endothelialer Marker

Die Ergebnisse der durchflusszytometrischen Analyse der jeweiligen Spender sind in
Abbildung 40, Abbildung 41, Abbildung 42 und Abbildung 43 dargestellt.

4SA
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Abbildung 40:Exemplarische durchflusszytometrische Analyse der isolierten Zellen des gepoolten Spendersets 4SA.
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Abbildung 41:Exemplarische durchflusszytometrische Analyse der isolierten Zellen des gepoolten Spendersets 4SF.
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Abbildung 42:Exemplarische durchflusszytometrische Analyse der isolierten Zellen des Spenders EC06.
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Abbildung 43:Exemplarische durchflusszytometrische Analyse der isolierten Zellen des Spenders EC09.

7.1.2 Angiogenese-Assay

Im Folgenden sind die Ergebnisse des Angiogenese-Assays der jeweiligen Spender in

Abbildung 44, Abbildung 45, Abbildung 46, Abbildung 47 und Abbildung 48 dargestellt.
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Abbildung 44:Phasenkontrastaufnahmen isolierter Zellen des Spendersets 4SA nach 24 h Inkubation in einem

Angiogenese Assay.

Abbildung 45: Phasenkontrastaufnahmen isolierter Zellen des Spendersets 4SF nach 24 h Inkubation in einem

Angiogenese Assay.
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Abbildung 46: Phasenkontrastaufnahmen isolierter Zellen des Spenders EC06 nach 24 h Inkubation in einem
Angiogenese Assay.

Abbildung 47: Phasenkontrastaufnahmen isolierter Zellen des Spenders EC08 nach 24 h Inkubation in einem
Angiogenese Assay.
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Abbildung 48: Phasenkontrastaufnahmen isolierter Zellen des Spenders EC09 nach 24 h Inkubation in einem
Angiogenese Assay.
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7.2 Material

In den folgenden Abschnitten werden die verwendeten Chemikalien, Puffer, Medien,
Analysekits, Antikorper, Primer aufgelistet. Zudem wird eine Ubersicht (iber alle eingesetzten
Geréate und Verbrauchsmaterialien gegeben.

7.2.1 Chemikalien

5x Green GoTaq Reaktionspuffer
Accutase

Agarose

Biocoll Trennlésung (1,077 g/mL)
Bovines Serum Albumin (BSA)
Carbachol

Cultrex® Basement Membrane Extract
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Essigséaure (100 %)

Ethanol (99,8 %)

Fibrinogen

Fetales Kalberserum (FKS)

GeneRule™ 100 bp DNA Ladder
Gentamycin

Isopropanol 70 %

Lymphosep Trennldsung
Natriumchlorid

Paraformaldehyd

PBS Tabletten

Platelet Derived Growth Factor BB (PDGF-BB)

PowerUp™ SYBR® Green Mastermix
Roti-Safe GelStain
TRIS (99,9 %)

Promega GmbH,

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Minchen
Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Biochrom GmbH, Berlin

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Sigma Aldrich Chemie GmbH, Minchen
AMS Biotechnology, Abingdon, UK
AppliChem GmbH, Darmstadt

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Capricorn Scientific GmbH,
Ebsdorfergrund

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Biochrom GmbH, Berlin

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

VWR International GmbH, Darmstadt
Sigma Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
R&D Systems®, Minneapolis, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
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Triton X-100
Trypan Blue

7.2.2 Puffer

FACS Puffer:

TAE-Puffer x 50:

Kyrokonservierungs-Endothelzellmedium:

Kyrokonservierungs-Gefamuskelzellmedium:

7.2.3 Zellsysteme

Humane Nabelschnurvenenendothelzellen

Humane Aortenendothelzellen

Humane glatte Gefaimuskelzellen

7.2.4 Medien

Endothelzellmedium 2 (Ready-to-use)

GefélBmuskelzellmedium 2 (Ready-to-use)

7.25 Analyse-Kits

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
VWR International GmbH, Darmstadt

995 mL/L PBS,

2 mL/L EDTA,

5¢g/L BSA

242 g/L TRIS

57,1 mL/L Essigsaure (100 %),
100 mL/L 0,5 M EDTA, pH 8
70 % Endothelzellbasalmedium
20 % FKS

10 % DMSO

70 %GefaBmuskelzellbasalmedium
20 % FKS

10 % DMSO

Gibco, Life Technologies Corporation,
Carlsbad, USA
Lonza, Koln

Promocell, Heidelberg

Promocell, Heidelberg
Promocell, Heidelberg

NucleoSpin® RNA, Mini kit for RNA purification Machery Nagel, Diiren

Revert AidHMinus cDNA Synthesis
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7.2.6 Antikorper

Anti-a-SMA-Antikorper (Maus)
Anti-CD31-Antikdrper (Kaninchen)
Anti-VE-Cadherin-Antikdrper (Kaninchen)
Anti-vWF-Antikorper (Kaninchen)
APC-Isotyp-1gG

CD14-APC

CD31-APC

CD34-PE

CDA45-FITC

CD133-APC

CD146-PE

FITC-Isotyp-1gG

Hoechst 33342

Ziege Anti-Kaninchen 1gG H&L Alexa Fluor 488
Ziege Anti-Kaninchen 1gG H&L Alexa Fluor 555
Ziege Anti-Maus 1gG H&L Alexa Fluor 555i

Phalloidin-iFluor 555 Reagent

7.2.7 Primer

Tabelle 11: Ubersicht der verwendeten Primer.

Abcam, Cambridge, UK
Abcam, Cambridge, UK
Abcam, Cambridge, UK
Abcam, Cambridge, UK
Miltenyi, Bergisch Gladbach
Miltenyi, Bergisch Gladbach
Miltenyi, Bergisch Gladbach
Miltenyi, Bergisch Gladbach
Miltenyi, Bergisch Gladbach
Miltenyi, Bergisch Gladbach
Miltenyi, Bergisch Gladbach
Miltenyi, Bergisch Gladbach
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Abcam, Cambridge, UK
Abcam, Cambridge, UK
Abcam, Cambridge, UK
Abcam, Cambridge, UK

Gen Primersequenz Hybridisierungs | Produktlange
temperatur (°C) | (bp)

a-SMA for: GAT GGT GGG AAT GGG ACA AA 55,6 94
rev: GCC ATG TTC TAT CGG GTACTTC

R-Actin for: ATT GCC GAC AGG ATG CAG AA 61,6 176
rev: GGG CCG GACTCGTCATACTC

Calponin for: GTT TGA GAA CAC CAACCATAC AC 59,4 88
rev. CACGTT CACCTTGTTTCCTTTC

CD31 for: CCC ACT GAA GAC GTC GAA TAC 59,4 81
rev: CAC CCT CAG AAC CTC ACT TAAC

CD34 for: GCGCTTTGC TTG GTG AGT TTG 61,6 191
rev: GCC TCATTG CCATGT TGA GAC AC

eNOS for: CAG CAA CGC TAC CAC GAA GA 61,6 70
rev: TGC GTA TGC GGC TTG TCA
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GAPDH for: GGT GGT CTC CTC TGA CTT CAACA 63,7 79
rev: GTG GTC GTT GAG GGC AAT G

KDR for: TGG GAA CCG GAACCT CAC TATC 62,7 132
rev: GTC TTT TCC TGG GCA CCT TCT ATT

KLF2 for: GCA AGA CCT ACACCA AGAGTTCG 61,6 227
rev: CAT GTGCCG TTT CATGTGC

NOTCH4 for: AGC TCT GGA AAG AGG GTT TAAG 59,4 78
rev: CTCCTG TGG CCTGTC TTATTT

Thrombomodulin for: GCC CAT GGG AGC TGG TTA GA 60,7 190
rev: GGC CTG ACT TGG CCT GCT AC

Tie2 for: TCC GCT AGT TAC TCA AGA 60,5 110
rev: GAACTC GCC CTT CAC AGA AAT AA

Tissue Factor for: CCC GAA CAG TTA ACC GGA AGA 61,6 191
rev: GGAGTT CTC CTT CCAGCT CTGC

VCAM1 for: GGC GCC TAT TAC CAT CCG AAA 61,6 157
rev: GAG CAC GAG AAG CTC AGG AGA A

7.2.8 Verbauchsmaterialien

Aluminiumfolie

Angiogenesis p-slide
Einmalhandschuhe
Einmal-Injektions-Kaniilen
Einmalpipetten (2, 5, 10, 35, 50 mL)
Filter-Reservoir-Set (10, 50 mL)
Glaspasteurpipetten (145 mm, 230 mm)
Leucosep-Rohrchen (50 mL)

p-slide®* I Luer (uncoated)
Mikrotiterplatten (96-Well, VVollrand)
Pipettenspitzen (10, 200, 100 uL)
Reaktionsgefale (1,5 und 2 mL)
Reaktionsgefale (5 mL)

Spritzen (10 mL)

Zellkulturflaschen (T25, T75, T175)
Zellkulturplatten (6-, 12-, 24-, 96-Well)
Zentrifugenréhrchen (15, 50 mL)
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Carl Roth GmbH + Co. KG
ibidi GmbH, Minchen
Carl Roth GmbH + Co. KG
B. Braun Melsungen AG
Sarstedt AG + Co. KG
ibidi GmbH, Minchen
Brand GmbH + Co. KG
Greiner Bio-One GmbH
ibidi GmbH, Miinchen
Sarstedt AG + Co. KG
Brand GmbH + Co. KG
Sarstedt AG + Co. KG
Eppendorf

Henke-Sass, Wolf GmbH
Sarstedt AG + Co. KG
Sarstedt AG + Co. KG
Sarstedt AG + Co. KG
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7.2.9 Gerate
Gerat Hersteller Bezeichnung
Abzug WALDNER
Laboreinrichtungen
GmbH + Co. KG
Agarosegel-Elektrophorese-System Thermo Scientific
Autoklav Systec GmbH DX150
DX65
Brutschrank Thermo Fisher HERAcellTM 150i
Scientific
Elektronische Pipettierhilfe Fisher Scientific AG
Feinwaage Sartorius AG Entris®
Gefrierbehalter Nalgene™ Cryo
Gefrierschrank Liebherr-International ~ LGex 3410 MediLine
Deutschland GmbH
Geschirrspuler Miele + Cie. KG G 7883 CD
ibidi Pump System Qud mit ibidi GmbH, Minchen
Perfusion Set (griin-gelb, rot)
Inkubator-Mikroskop Etaluma™ Lumascope 560
Invers-Mikroskop Olympus CKX53
Invers-Mikroskop Olympus IX83
Khlschrank Liebherr-International ~ LKexv 3910 MediLine
Deutschland GmbH
Mikroplatten-Leser Molecular Devices, SpectraMax® i3x
LLC
Pipetten: 10, 20, 100, 200, 1000 pL Brand GmbH + Co. KG Mikroliterpipetten
Pipettierroboter Eppendorf epMotion 5073
Pumpe Faust Laborbedarf AG  Flussigkeits-Absaugsystem
BVC control G
Pumpe Integra Vacusafe
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gPCR Cycler BIO RAD CFX384™ Real-Time
Systeme
C1000 Touch™
Thermal Cycler
gPCR Cycler Roche Light Cycler 480
Reinstwasser-Entnahmeeinheit Merck KGaA Q-POD Milli-Q
Schttelgeréat Heidolph Rotamax 120
Sterilbank Thermo Fisher Safe 2020
Scientific Inc.
Thermal Cycler Bioer Technology Life ECO
Vortex Velp® Scientifica ZX4
Waage Scout Pro Ohaus™
Wasserbad Memmert GmbH + Co. WNB 22
KG
Zahlkammer Brand GmbH + Co. KG BLAUBRAND Neubauer
Zentrifuge Thermo Fisher HeraeusTM MegafugeTM 8
Scienific Inc-
Zentrifuge VWR International Micro Star 17R
GmbH
Zentrifuge Eppendorf Centrifuge 5804 R

7.3 Methoden

In den folgenden Unterkapiteln werden die angewandten Methoden naher beschrieben. Dabei
werden zuné&chst die Grundlagen der Zellkultivierung (7.3.1) erklart. AnschlieRend erfolgt die
Beschreibung der in dieser Arbeit vorgestellten Versuche. Dazu zdhlen die Isolation und
Charakterisierung von koloniebildenden Endothelzellen (ECFCs) (7.3.2). Ferner folgt die
Beschreibung der dynamischen Kultivierungsversuche in Durchflusskammern (7.3.3) sowie
der Gefalimuskelzell-Differenzierungsversuche (7.3.4). Abschlielend werden die Methoden

der Zellfarbung (7.3.5) und statistischen Auswertung (7.3.6) beschrieben.
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7.3.1 Grundlagen der Zellkulturtechnik

7.3.1.1 Revitalisierung der Primérzellen

Die in flissigem Stickstoff (-196°C) gelagerten Priméarzellen (ECFCs, HUVECs, HAECs,
SMCs) werden nach Entnahme aus dem Kryotank auf Eis transportiert und sofort in einem
Wasserbad bei 37°C fiir einige min durch leichtes Schwenken des Kryordhrchens aufgetaut.
Die jeweilige Zellsuspension wird anschlielend in eine Zellkulturflasche mit bereits
vorgelegtem 37°C-warmen Medium (12 mL je T75-Flasche bzw. 25 mL je T175-Flasche)
uberfuhrt. Durch leichtes Schwenken der Zellkulturflasche wird dabei die Zellsuspension
gleichmaRig auf der Wachstumsoberflache verteilt. Die Zellen werden im Anschluss bei 37°C,
5% CO2 und 21 %0- inkubiert. Ein Mediumwechsel erfolgt alle 48 h, in dem das Medium
vorsichtig aus der Zellkulturflasche abgesaugt und durch die gleiche Menge an neuem 37°C
warmen Medium ausgetauscht wird. Bei Erreichen einer 80-90 prozentigen Konfluenz werden
die Zellen von der Wachstumsoberflache abgeldst, um anschlieBend in eine neue
Zellkulturflasche uberfihrt zu werden. Alle Endothelzelltypen werden in Endothelial Cell
Growth Medium 2 (EGM-2) mit 10 % fetalem Kaélberserum (FKS) und 0,5 %Gentamycin
kultiviert. Die glatten GefaBmuskelzellen aus Kapitel 4.4 werden in Gefalmuskelzellmedium
(Smooth Muscle Cell Growth Medium 2) mit 10 % FKS und 0,5 %Gentamycin kultiviert.

7.3.1.2 Passagieren der Primérzellen

Das Abldsen der Zellen, auch Passagieren genannt, erfolgt nach circa 4-7 Tagen in Kultur mit
Hilfe einer Losung aus proteolytischen Enzymen (Accutase). Zunachst werden die Zellen mit
warmem 1 x PBS gewaschen, um lésliche Proteine der Zelloberfliche zu entfernen.
AnschlieBend werden die Zellen mit Accutase (3 mL je T75-Flasche bzw. 4 mL je
T175-Flasche) fir 5 min inkubiert um die Peptidbindungen der Zell-Zell- und
Zell-Oberflachenkontakte zu hydrolisieren. Die Ablésung der Zellen wird eine
phasenkontrastmikroskopische Kontrolle Gberprift. Die enzymatische Reaktion wird daraufhin
durch die Zugabe von serumhaltigem Zellkulturmedium gestoppt (4 mL je T75-Flasche und
6 mL je T175-Flasche). Die Zellsuspension wird in ein 50 mL ReaktionsgefaR tiberfihrt und
fir 5min bei 300 g zentrifugiert. Der Uberstand wird anschlieRend verworfen und das
zentrifugierte Zellpellet in einer definierten Menge an Kulturmedium resuspendiert. Zur
Bestimmung der Zelldichte werden 20 pL Zellsuspension mit 20 uL Trypanblau vermengt und

in eine Neubauer Zahlkammer Uberflhrt. Dabei werden 10 pL des Zell-Trypanblau-Gemischs
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auf den Mittelsteg der Kammer pipettiert und die Zellen in den 4 Grof3quadraten ausgezahlt,
um mithilfe des Mittelwerts die Gesamtzellzahl der Zellsuspension zu berechnen. Dafiir wird
der Zellzahl-Mittelwert aufgrund der Trypanblau-Verdiinnung mit dem Faktor 2 und Faktor 10*

multipliziert, um die Zellzahl pro Milliliter Zellsuspension zu bestimmen.

7.3.1.3 Kiryokonservierung der Primarzellen

Zur Kryokonservierung der jeweiligen Endothelzelltypen werden die Zellen wie oben
beschrieben aus der Zellkulturflasche abgelost, die Zellzahl bestimmt und anschlielend in
vorbereitetem gekuhltem (4°C) DMSO-haltigem Kryomedium resuspendiert und in einer
Zelldichte von 10°Zellen pro mL Kryomedium je Kryoréhrchen pipettiert. AnschlieRend
werden die Kryorohrchen in ein Kryo-Einfriergerdt (Mr. Frosty) positioniert und fir 24 h
bei -80°C eingefroren. Darauf folgt die Langzeitlagerung bei -196°C in fliissigem Stickstoff.

7.3.2 lsolation und Charakterisierung von endothelialen koloniebildenden Zellen

7.3.2.1 Isolierung und Kultivierung von ECFCs

Zur Vorbereitung der Isolation werden pro Spender zwei 50 ml Reaktionsgefalie (Falcons) und
zwei Leucosep-Rohrchen (50 ml) bereitgestellt. Es wird pro Spender ein Restblutring
(bereitgestellt vom Institut fiir Transfusionsmedizin der Medizinischen Hochschule Hannover)
aufgearbeitet. Der Restblutring wird am unteren Ende des Trichters (Abbildung 49-(1)) durch
einen Schnitt im Rohrchen gedffnet (Abbildung 49-a) und der Trichter anschlielend auf dem

Falcon befestigt, um darin das Blut aufzufangen.
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Abbildung 49: Schematische Darstellung eines Restblutrings. (1): Trichter; (2): Schlauch; a, b und c: Schnittpositionen;
(entnommen aus Zerdali, 2019).

Gleichzeitig wird das untere Schlauchende des Restblutrings angeschnitten (Abbildung 49-b),
um die Entleerung durch Ausstreichen und -driicken des Restblutrings (Abbildung 49-2) zu
vereinfachen. AnschlieRend wird das obere Schlauchende des Trichters (Abbildung 49-c) vom
Restblutring getrennt und mit Hilfe einer Einmal-Injektionskantle und Spritze mit 20 mL PBS
durchspult. Das Blut-PBS-Gemisch wird mit PBS auf 45 mL aufgefillt. Parallel werden die
beiden 50 mL-Leucosep-Rdéhrchen mit je 16 mL Dichtegradientenmedium vorgelegt und fir
1min bei 1000g zentrifugiert, so dass das Dichtegradientenmedium unterhalb der
Filter-Trennscheibe vorliegt. Uberschiissiges Medium wird anschliefend verworfen. Daraufhin
werden je Leucosep-Rohrchen 20-25 mL Blut-PBS-Gemisch auf die Filter-Trennscheibe
pipettiert und fur 10 min bei 1000 g (ohne Bremse) zentrifugiert. Durch die Zentrifugation wird
das Blut in verschiedene Phasen aufgetrennt. Die mononukledren Zellen (MNCs) befinden sich
in der Interphase, die durch den schwarzen Pfeil in Abbildung 50 gekennzeichnet ist. Daraufhin
wird die Interphase je Leucosep-Rohrchen vorsichtig pipettiert und gemeinsam in 20 mL PBS,
vorgelegt in einem neuen 50-mL-Falcon, tberfihrt. Darauf folgt ein Zentrifugieren des Falcons
fiir 10 min bei 250 g. Danach wird der Uberstand verworfen und das entstandene Zellpellet zur
Erythrozyten-Lyse zweimal hintereinander in je 7 mL 1,3 %iger NaCl-Losung resuspendiert
und wieder bei 250 g fiir 10 min zentrifugiert. Das entstandene Pellet wird daraufhin dreimal
hintereinander durch Resuspendieren in neuem PBS (20 mL) und anschlielender
Zentrifugation (10 min bei 250 g) gewaschen.
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Abbildung 50: Lokalisation der Interphase im Leucosep-Réhrchen nach der Zentrifugation. (entnommen aus Zerdali,
2019).

AnschlieRend wird das Zellpellet in 10 mL 37 °C warmem EGM-2 resuspendiert und mithilfe
der Neubauer-Zahlkammer die Zellzahl bestimmt. Zum Poolen der Spender werden die
Zellpellets von 4 Spendern jeweils in 2,5mL vorgewarmtem EGM-2 resuspendiert und
gemeinsam in ein neues 50 mL Falcon lberfihrt. Die Auszéhlung der Gesamtzellzahl erfolgt
nach dem gleichen Prinzip wie fir Einzelspender unter der Anwendung der
Neubauer-Zahlkammer. Die Zellen der jeweiligen Spendersets werden in einer Zelldichte von
22,1 +7,2*10° Zellen/cm? in vorbereiteten T75-Flaschen ausplattiert. Zur Kultivierung eines
einzelnen Spenders werden 5 mL 37 °C warmes EGM-2 in eine T75-Flasche vorgelegt und die
Einzelspender-Zellsuspension hinzugefiigt. Die Kultivierung der gepoolten Spendersets erfolgt
in vier gesonderten T75-Flaschen. Dafur werden 12,5mL vorgewarmtes EGM-2 je
T75-Flasche vorgelegt und mit 2,5 mL der gepoolten Zellsuspension versehen.

Die Zellen werden im Brutschrank bei 37 °C, 5 % CO2 und 21 % O, inkubiert und alle 48 h mit
frischem EGM-2 versorgt. Daflr wird das Medium mithilfe einer Pasteurpipette vollstandig
abgesaugt und die Zellen zweimal mit jeweils 10 mL warmem PBS gewaschen. AnschlieRend
werden 12 mL frisches EGM-2 je T75-Flasche hinzugefugt. Nach 7-9 Tagen werden die
T75-Flaschen  mithilfe eines Phasenkontrastmikroskops auf das Vorhandensein
endothelzellférmiger Kolonien untersucht und dokumentiert. Erreicht eine Kolonie eine
Zellzahl von mehr als 2000 Zellen werden die Zellen der gesamten T75-Flasche wie in Kapitel
7.3.1.2 beschrieben passagiert. Die Zellen werden ab Passage 1 gemé&R Tabelle 12 in neue
ZellkulturgeféaBe in frischem EGM-2 ausplattiert und bis zum Erreichen einer konfluenten
Zellschicht bei 37 °C, 5% CO2 und 21 % Oz im Brutschrank inkubiert. Der Mediumwechsel
erfolgt alle 48 h.

Die Zellen werden bis zum Erreichen einer Zellzahl von mindestens 10° Zellen weiterkultiviert

und anschlielend flir weitere Versuche kryokonserviert.
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Tabelle 12: Ausplattierte Zellzahl je Passage.

Passage Zellzahl/cm?
1 8000

2 10000

>3 6666,67

7.3.2.2 Charakterisierung der ECFCs

7.3.2.2.1 Bestimmung der Verdopplungszeit

Fur die Berechnung der Verdopplungszeit (engl.: Population Doubling Time (PDT)) werden
die Zellen nach 7.3.1.1 und 7.3.1.2 ausgesat und passagiert. Nach Bestimmung der Zellzahl
erfolgt die Berechnung der PDT mit Hilfe der folgenden Formeln:

In()
Ty
At
Ty = N_d

N;  Verdopplungsanzahl Gber einen bestimmten Zeitraum
X, Zellzahl an to

X Zellzahl nach At

T, PDT

At Zeitraum der Kultivierung

7.3.2.2.2 Durchflusszytometrische Analyse

Die Expression charakteristischer endothelialer Marker wird mit Hilfe der
Durchflusszytometrie analysiert. Durch die durchflusszytometrische Analyse konnen die
Proteinexpressionen einzelner Zellen quantitativ bestimmt werden, nachdem diese mit einem
fluorochrom-markierten, Antigen-spezifischen Antikorper gefarbt wurden.

Die Zellen werden nach der in 7.3.1.2 beschriebenen Methode abgel6st und anschliellend die
Zellzahl bestimmt. Je 200.000 Zellen werden in ein 1,5 mL Reaktionsgefa gegeben,
zentrifugiert und in kaltem Inkubationspuffer suspendiert und anschlieRend mit dem jeweiligen
spezifisch-bindenden Antikorper nach Herstellangaben (Miltenyi, Bergisch-Gladbach,
Deutschland) vermengt. Die Inkubationspuffer- und Antikdrpervolumen entsprechen den von
den Herstellern empfohlenen Antikdrpermengen und sind in Tabelle 13 angegeben. Als

Fluorochrome  werden Phycoerythrin (PE), Allophycocyanin (APC) und
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Fluoresceinisothiocyanat (FITC) eingesetzt. Als Negativkontrollen werden mouse IgG
Isotypkontrollen verwendet. Die Zellen werden fur 10 min bei 4 °C inkubiert, zweimal mit
jeweils 500 pL Inkubationspuffer gewaschen und abschlieRend in 300 pL Inkubationspuffer
suspendiert. AnschlieRend wird die Zellsuspension auf ein Zellsieb gegeben und die gefarbten

Zellen mit dem MACSQuant®-Analyzer vermessen.

Tabelle 13: Herstellerangaben zu Antikérper- und Inkubationspuffervolumen je Farbung.

Antikorper Fluorochrom Antikorpervolumen | Inkubationspuffervolumen
(ML) (ML)
Isotyp 19G PE 2 98
Isotyp 19G APC 2 98
Isotyp 19G FITC 2 98
CD31 APC 10 100
CD34 PE 2 98
CD133 APC 2 98
CD45 FITC 2 98
CD14 APC 2 98
CD146 PE 2 98

Die Signale der Vorwartsstreuung (forward scatter: FSC; ZellgroRe) werden gegen die Signale
der Seitwartsstreuung (side scatter: SSC; Granularitat) in einem Dotplot-Diagramm dargestellt.
Jede Zelle ist durch einen Punkt in dem Diagramm gekennzeichnet. Die Achseneinstellungen
werden so gewdhlt, dass die Mehrheit der Zellen im rechten oberen Bereich des Dotplots
sichtbar wird. Fur diese Einstellung werden ungefarbte Zellen verwendet. Parallel wird die
Zellzahl (Events) gegen die logarithmische Fluoreszenzintensitat in einem Histogramm
aufgetragen. Hierbei steigt die detektierte Signalintensitdt mit zunehmender gebundener
Antikorpermenge an. Als Negativkontrollen werden zunéchst die mit der Isotypkontrolle
inkubierten Zellen und anschlieRend die Antikorper-geféarbten Zellen vermessen. Die Flussrate
wird dabei so eingestellt, dass 50.000 Zellen detektiert werden. Die gemessenen Daten werden

daraufhin mit der FlowLogic-Software ausgewertet.

7.3.2.2.3 Angiogenese Assay
Als weiteres Charakteristikum der ECFCs zahlt die Fahigkeit, netzwerkartige Strukturen auf
einer dreidimensionalen Matrix auszubilden. Daflr wird ein Angiogenese-Assay gemal des

Herstellerprotokolls (ibidi, Miinchen, Deutschland) durchgefiihrt. Als dreidimensionale Matrix
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wird das bei -80°C gelagerte Cultrex® Basalemembran Extrakt (BME) aus der
Engelbreth-Holm-Swarm Zelllinie auf Eis aufgetaut und anschlielend je 10 pL des Extrakts in
die Vertiefungen des gekihlten ibidi p-slides Angionesis pipettiert. Zur Polymerisation des
Extraktes werden die p-slides fiir 30 min bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Danach werden
je Vertiefung 1*10° ECFCs in je 50 uL EGM-2 auf das auspolymerisierte Extrakt gegeben. Die
M slides werden flr 24 h bei 37 °C und 5 % CO> im Brutschrank inkubiert. Nach 6 h und 24 h
wird die Ausbildung netzwerkartiger Strukturen mit Hilfe von Phasenkontrastaufnahmen an
einem Phasenkontrastmikroskop analysiert. Die Auswertung der Aufnahmen erfolgt mit der

ImageJ-Software.

7.3.3 Dynamische Kultivierung der Zellen in Durchflusskammern

7.3.3.1 Beschichtung, Besiedlung und Kultivierung in u-slides

Fur die dynamische Kultivierung der Zellen werden unbeschichtete Durchflusskammern,
e slides®® I Luer mit einer Kanalhohe von 0,4 mm, verwendet. Die Besiedelung der
Durchflusskammern erfolgt nach Herstellerangaben (ibidi, Miinchen, Deutschland). Um eine
optimale Zelladhdsion zu begiinstigen, werden die Durchflusskammern zundchst mit je 100 pL
Fibrinogenlésung (100 pug/mL in 0,15 M NaCl) fir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert.
AnschlieBend werden die Durchflusskammern dreimal mit 200 uL 0,15 M NaCl und dreimal
200 pL EGM-2 gespiilt. Daraufhin werden je 100 pL einer Zellsuspension aus 1*10° Zellen/mL
EGM-2 in den Kanal gegeben und fiir 4 h bei 37 °C, 5% CO. und 21 % O im Brutschrank
inkubiert. Nach dieser primaren Adhé&sionsphase unter statischen Bedingungen wird das
Medium in den Durchflusskammern gewechselt und die Kanale mit je 60 uL EGM-2 gefullt,
bevor die Durchflusskammern an das ibidi-Schlauchsystem angeschlossen werden. Die ECFCs
und HUVECs werden fur die Analysen aus Kapitel 4.2 fir 72 h unter drei verschiedenen
Scherstressbedingungen kultiviert: 0,5 dyn/cm?, 5 dyn/cm? und 20 dyn/cm?. Die Zellen werden
sowohl unter laminaren als auch pulsatilen Bedingungen konditioniert. Daftr wird ein Puls in
Hohe von 1 Hz eingestellt. Fur die Analysen aus Kapitel 4.3 werden die ECFCs, HAECs und
HUVEC:s flr 24 h statisch und dynamisch konditioniert. Die Zellen werden sowohl mit als auch
ohne TNF-a kultiviert. Daftir wird 6 h vor Ende des Versuchs eine Konzentration von 10 ng/mL
TNF-a in die Mediumreservoirs des Pumpsystem gegeben.

Die folgenden Angaben gelten sowohl fiir die Versuche aus Kapitel 4.2 als auch aus Kapitel

4.3. Fur die Untersuchungen aus beiden Kapiteln (4.2 und 4.3) wurde die gleiche zeitliche
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Abfolge zur Erh6hung der Scherspannungen angewandt (Tabelle 14). Es werden je
Kultivierung 5 Durchflusskammern hintereinandergeschaltet. Vier Durchflusskammern
werden fur Genexpressionsanalysen und eine Durchflusskammer flr Fluoreszenzfarbungen
verwendet. Dafiir werden die Zellen in den Durchflusskammern nach Kultivierung fixiert. Uber
den gesamten Verlauf der Kultivierung werden in situ Mikroskopie-Aufnahmen mittels

LumaScope-Mikroskop gemacht.

Tabelle 14: Schrittweise Scherstresssteigerung.

Scherstress (dyn/cm?) | Dauer (min)
0,5 45
15 45
2,5 45
3,5 45

) 45
7,5 30
10 30
12,5 30
15 30
17,5 30
20 bis Versuchsende

7.3.3.2 Analyse der Rundheit und des Achsenverhéltnisses

Zur Auswertung der Rundheit und Achsenverhéltnisse der flusskultivierten Zellen werden die
Immunfluoreszenzaufnahmen der VE-Cadherin-gefarbten Zellen verwendet. Die griln
hervorgehobenen Zell-Zell-Kontakte werden mithilfe der CorelDraw-Software nach
Kontrast- und Helligkeitsanpassungen markiert und der Hintergrund entfernt. Anschlie3end
werden die Zellflache (A), langste (Imax) und kirzeste (Imin) Sehnenlénge der einzelnen Zellen
mithilfe der ImageJ-Software berechnet. Die Ausrichtung der Zellen wird anhand der
Ausrichtung der langsten Sehnenlange relativ zur Flussrichtung (von links nach rechts) mittels
ImageJ-Software analysiert. Unter Anwendung der Formel nach Brown et al. wird die Rundheit

wie folgt bestimmit:

Rundheit = 5

T[lmax
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Das Achsenverhaltnis gibt Auskunft Gber die Elongation der Zellen nach Flusskultivierung. Sie

wird nach der folgenden Formel berechnet:

Achsenverhiltnis = —%

min

7.3.3.3 Metabolismus und Expressionsverhalten der konditionierten Zellen

7.3.3.3.1 Glukose-Verbrauch

Fur die Analyse des Glukoseverbrauchs der Zellen werden 1 mL Medium nach der
quasi-statischen bzw. dynamischen Kultivierung aus den Mediumreservoirs entnommen und
mit Hilfe des Bioprocess Analyzers vermessen. Gleichzeitig wird die Glukosekonzentration vor
Beginn der Kultivierung als Referenz analysiert. Fiir die Glukosekonzentrationsbestimmung

werden je 2 UL der Proben nach Herstellerangaben mit den GLC2B-Angaben vermessen.

7.3.3.3.2 RNA-Isolierung

Fur die RNA-Isolierung wird das Medium aus den Durchflusskammern abgesaugt und
anschlieBend dreimal mit je 200 uL warmem PBS gewaschen. Danach werden je
Durchflusskammer 400 pL Accutase in den Kanal gegeben und die Zellen flr 2-3 min im
Brutschrank (37 °C, 5% CO2, 21 % O>) inkubiert und anschlieRend die Enzymreaktion mit
400 pL Medium gestoppt. Die Zellsuspension wird aus den Durchflusskammern fur 10 min bei
300 g zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Die RNA-Isolierung erfolgt mittels
NucleoSpin RNA Mini Kit (Macherey Nagel, Diren, Deutschland) und wird nach
Herstellerangaben durchgefiihrt. Die RNA-Pellets werden in 40 uL RNAse-freiem H20
suspendiert und die RNA-Konzentration mit Hilfe des Mikroplatten-Lesegeréats
SpectraMac® i3x (Molecular Devices, San José, USA) bestimmt. Bis zur weiteren Verwendung
werden die RNA-Proben bei -80 °C gelagert.

7.3.3.3.3 cDNA-Synthese

Fur die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) mussen die RNA-Proben in cDNA transkribiert
werden. Dafur werden 1-2 ug RNA (das zu verwendende Volumen wird anhand der
RNA-Konzentration je Probe bestimmt) in ein 1,5 mL ReaktionsgefaR tberfiihrt und mittels
RevertAid H Minus First strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific) nach
Herstellerangaben in cDNA umgeschrieben. Die synthetisierten cDNA-Proben werden bis zur

weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.
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7.3.3.3.4 Primerdesign

Die fir die g-RT-PCR verwendeten Primerpaare (forward und reverse) werden mit dem
PrimerQuestTool (Integrated DNA Technologies (IDT), USA) und den Optionen gPCR,
2 Primer, Intercalating DNA designt. Die designten Primer werden durch Thermo Fischer

Scientific Inc. (UK) synthetisiert. Die verwendeten Primerpaare sind in Tabelle 11 aufgelistet.

7.3.3.3.5 Gradienten Polymerase Chain Reaction

Um die Hybridisierungstemperaturen der designten Primer zu optimieren, wird eine
Gradienten-PCR  durchgefuhrt. Dafur werden die cDNA-Proben einer Mischprobe
(quasi-statisch und dynamisch kultivierte ECFCs, HAECs und HUVECs sowie statisch
kultivierte SMCs wie in 7.3.3.1 beschrieben) verwendet. Die lyophilisierten Primer werden in
RNAse-freiem H-O in einer Konzentration von 100 pmol/uL geldst. Je 10 uL forward und
reverse Primer werden mit 80 pL H2O vermischt. Fir die Gradienten-PCR werden 5 pL
PowerUp SYBR Master Mix, 0,2 uL Primer-Mix, 2,8 uL RNAse-freies H,O und 2 uL cDNA
vermischt. Daraufhin wird ein Temperatur-Gradient von 5 °C zwischen der ersten und letzten
Probe (60 °C-65 °C) in einem Gradienten-Thermocycler eingestellt. AnschlieRend erfolgt die
Gradienten-PCR unter Abfolge der folgenden Angaben. Zunéchst erfolgt die Denaturierung der
Proben bei 95 °C flr 2 min. AnschlieRend folgen 40 Zyklen aus drei Temperaturschritten: die
Denaturierung bei 95 °C fiir 20 sec, die Hybridisierung bei den zuvor definierten Temperaturen
fir 30sec und zuletzt die Bildung des komplementdaren Strangs bei 70 °C fiir 10 sec.
AbschlieBend wird eine Temperatur von 70 °C flr 2 min zur Vervollstandigung der Strange
eingestellt. Die Proben werden daraufhin auf 4 °C heruntergekiihlt. Die optimale
Hybridisierungstemperatur wird durch Auftragen der PCR-Produkte auf ein Agarosegel mittels

Gelelektrophorese uberprift.

7.3.3.3.6 Agarosegelelektrophorese

Mit Hilfe der Agarosegelelektrophorese werden die PCR-Produkte in einem elektrischen Feld
nach Ladung und GroRe aufgetrennt. Das 1 %ige Agarosegel wird durch Vermischung von 1 g
Agarose in 100 mL TAE-Puffer fur 2 min bei 600 Watt in der Mikrowelle aufgekocht. Die
abgekuhlte Losung wird mit 5 pL Roti-Safe GelStain vermischt und in eine mit 12 Taschen
vorbereitete Gelkammer gegossen. Nach 30mindtiger Polymerisation wird die Agaroselésung
in die Gelelektrophoresekammer Gberflihrt und mit TAE-Puffer aufgefllt. Es werden je 2 uL
5x GoTag Green Puffer mit je 10 uL Probe vermengt und in die Taschen der Kammer
aufgetragen. Als GrolRenstandards werden 4 pL eines 100 bp DNA Ladders mit4 pL 5x GoTaqg
Green Puffer auf das Gel gegeben. Die Elektrophorese wird fur 45 min bei 100 V durchgefiihrt.
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Darauf folgt eine Analyse der DNA-Banden mit Hilfe von UV-Licht sowie anschlieBende

Bildaufnahmen.

7.3.3.3.7 Quantitative Echtzeit-Polymerase Chain Reaction

Bei der quantitativen Echtzeit-PCR (qRT-PCR) werden die DNA-Konzentrationen in Echtzeit
quantifiziert. Dabei lagert sich wihrend der PCR der Fluoreszenzfarbstoff SYBR®Green in die
vervielféltigten DNA-Doppelstrange ein und nimmt proportional zur DNA-Menge zu. Mit
Hilfe der Fluoreszenzsignalmessung ist eine Quantifizierung der DNA-Menge maglich. Fir die
gRT-PCR werden pro Reaktionsansatz folgende Reagenzien eingesetzt: 5 pL PowerUp SYBR
Master Mix, 0,2 uL Primer-Mix, 2,8 uL RNAse-freies H2O und 2 pL cDNA. Darauf folgt die
Durchfiihrung der qRT-PCR an einem gPCR Cycler der Firma Biorad bzw. Roche. Zunéachst
wird die cDNA bei 95 °C fur 2 min denaturiert. Anschlielend folgen 40 Zyklen aus drei
Temperaturschritten: die Denaturierung der cDNA bei 95 °C fur 20 sec, die Hybridisierung bei
den zuvor definierten Temperaturen (siehe Tabelle 11) fir 30 sec und zuletzt die Verlangerung
der neuen DNA-Strénge bei 70 °C fir 10 sec. AbschlieBend wird eine Temperatur von 70 °C
fur 2min zur abschlieBenden Verldngerung aller DNA-Strange durchgefiihrt. Als
Negativkontrolle werden Proben ohne cDNA vermessen. Die relative Quantifizierung der
cDNA-Menge setzt die Verwendung von Referenzgenen voraus. GAPDH und R-Actin werden
in dieser Arbeit als Referenzgene verwendet. Nach abgeschlossener qRT-PCR-Messung
werden die Schmelzkurven mit Hilfe der qBase+-Software analysiert. Die relative
Quantifikation der mMRNA-Expression wird nach der durch Pfaffl et al. etablierten Methode
berechnet (Pfaffl et al., 2010). Dafur werden die Transkriptionsniveaus der ausgewéhlten Gene
mit Hilfe der AACT-Methode ermittelt:

ACt= Ct(ZieIgen)' Ct(Referenzgen)
AAC: = Ct(Experiment)' Ct(KontroIIe)

Relative Expression = 244¢t

7.3.4 Gefallmuskelzellahnliche Differenzierung der ECFCs

7.3.4.1 PDGF-BB Kultivierung

Zur Vorbereitung wird das lyophilisierte PDGF-BB in einer Konzentration von 100 pg/mL in

sterilem 4 mM HCI gel6st. Fir die PDGF-BB-Konditionierung werden die ECFCs zweier

Spender (EC09 und ECO08) in Passage 4 gemal 7.3.1.1 revitalisiert. Daftir werden die Zellen
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mit konditioniertem Medium (50 ng/mL, 100 ng/mL, 200 ng/mL PDGF-BB in EGM-2) Uber
vier Passagen kultiviert. Bei einer 80 %igen Konfluzenz werden die Zellen nach 7.3.1.2
passagiert bzw. fir weitere Analysen (Immunfluoreszenzfarbungen, gRT-PCR-Analyse,

Contraction Assay) verwendet.

7.3.4.2 Funktionsanalyse der konditionierten ECFCs - Contraction Assay

Das Contraction Assay dient der funktionellen Analyse der konditonierten ECFCs. Dafur
werden die aus 7.3.4.1 konditonierten (100 ng/mL, 200 ng/mL PDGF-BB in EGM-2) ECFCs
in Passage 7, je Ansatz 60.000 Zellen je Vertiefung, in 3 Wells einer 6-Well-Platte ausgesiedelt
und bis zu einer 90 %igen Konfluenz in 1,5 mL PDGF-BB angereichertem EGM-2 (100 ng/mL
bzw. 200 ng/mL PDGF-BB) kultiviert. Das Medium wird in den Wells abgenommen und durch
eine in Basalmedium verdiinnte Carbachollésung (10° mol/L) ersetzt und fir 30 min im
Brutschrank  (37°C, 5% COz 21% O inkubiert. Dabei werden in situ
Mikroskopieaufnahmen mithilfe des LumaScope-Mikroskops aufgenommen. AnschlieRend
werden die aufgenommen Mikroskopieaufnahmen mittels ImageJ-Software in ein Videoformat
ubertragen. Die Analyse des Contraction Assays erfolgt durch Messung der Zellflache einzelner
Zellen zum Zeitpunkt vor (t =0 min) und nach der Inkubation (t =30 min) mit Carbachol.
Dadurch l&sst sich die Kontraktion anhand der Analyse des Zellflachenverhaltnisses quantitativ

bestimmen:

Zellflache t;,
Zellflache t,

Kontraktion =

7.3.4.3 Expressionsverhalten der konditionierten ECFCs

Fur die Analyse der Genexpression der Gefalmuskelzellspezifischen Marker a-SMA und
Calponin wird eine gqRT-PCR durchgefiihrt. Dafur werden die gemaf 7.3.4.1 konditionierten
ECFCs nach der Methode aus 7.3.1.2 abgelost und wie in 7.3.3.3 beschrieben fur die
gRT-PCR-Analyse aufbereitet. Die verwendeten Primer sind in Tabelle 11 aufgelistet Als
Referenzgene werden GAPDH und 3-Actin verwendet. Die Transkriptionsniveaus der Marker
a-SMA und Calponin werden gemé&R 7.3.3.3 bestimmt.
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7.3.5 Zellfarbung und Immunfluoreszenz

7.3.5.1 Fixierung der Zellen

Mittels Fixierung der Zellen werden die Signalkaskaden und Stoffwechselwege unter
Beibehaltung der Zellstruktur durch die Denaturierung der Proteine fir immunozytochemische
Féarbungen haltbar gemacht. Dafur wird das quervernetzende Fixativ Paraformaldehyd (PFA)
eingesetzt. Die Zellen werden zunéchst einmal mit PBS gewaschen und anschlielend flr
30 min in einer 4 %igen PFA-LGsung bei 4 °C gelagert. AnschlieBend werden die Zellen
dreimal mit PBS gewaschen. Zur Permeabilisierung der Zellmembran werden die Zellen mit
einer 0,1 %igen Triton-X-Losung bei Raumtemperatur fir 1 h inkubiert. Nach dreimaligem

Waschen mit PBS konnen die Zellen in PBS bei 4 °C Gber mehrere Wochen gelagert werden.

7.3.5.2 VE-Cadherin-Férbung

Die Visualisierung der Zell-Zell-Kontakte erfolgt tUber die Immunfluoreszenzfarbung der
VE-Cadherine. Dafiir werden die wie oben beschriebenen fixierten Zellen tiber Nacht mit einem
primaren Anti-VE-Cadherin Antikorper (Kaninchen, 1:500 in PBS) bei 4 °C inkubiert.
Darauthin werden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen und mit einem Alexa-Fluor
488-markierten Sekundar-Antikorper (Ziege Anti-Kaninchen, 1:500 in PBS) fir 1 h bei
Raumtemperatur lichtgeschiitzt gelagert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS kdnnen die
Zellen anhand eines Fluoreszenzmikroskops (CXK53 Fluoreszenzfilterset: blaue Anregung)

visualisiert werden.

7.3.5.3 CD31-Féarbung

Das Glycoprotein Thrombozyten-Endothelzellen-Adhésionsmolekil (PECAM-1) oder auch
Cluster of Differentiation 31 (CD31) wird auf der Oberflache von Endothelzellen exprimiert.
Die Farbung der CD31-Antigenexpression erfolgt nach dem gleichen Prinzip wie die
VE-Cadherin-Féarbung. Die Zellen werden Gber Nacht bei 4 °C mit einem aus dem Kaninchen
stammenden Priméar-Antikorper Anti-CD31 in einer Verdinnung von 1:100 (10 pg/mL in PBS)
inkubiert und dreimal mit PBS gewaschen. Anschlielend werden die Zellen mit einem
Alexa-Fluor 488-markierten sekundaren Antikdrper (Ziege Anti-Kaninchen, 1:500 in PBS) fur
1h bei Raumtemperatur lichtgeschitzt inkubiert. Die Zellen werden dreimal mit PBS
gewaschen und durch die Fluoreszenzmikroskopie (CXK53 Fluoreszenzfilterset: blaue
Anregung) sichtbar gemacht werden.
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7.3.5.4 VvWEF-Férbung

Das Glykoprotein von-Willebrand-Faktor (vVWF) induziert unter anderem nach einer
GeféaBRverletzung die Thrombozytenadhdsion und wird Uberwiegend von Endothelzellen
exprimiert. Auch die VWF-Farbung erfolgt durch die indirekte Immunfluoreszenzfarbung.
Dafiir werden die Zellen mit dem Primar-Antikérper Anti-vWF (Kaninchen, 1:500 in PBS)
uber Nacht bei 4 °C gelagert und dreimal mit PBS gewaschen. Darauf folgt die Inkubation der
Zellen mit dem Alexa-Fluor 488-markierten Sekundar-Antikorper (Ziege Anti-Kaninchen,
1:2000 in PBS) fiur 1 h bei Raumtemperatur. Die Zellen werden dreimal mit PBS gewaschen

und mittels Fluoreszenzmikroskopie (CXK53 Fluoreszenzfilterset: blaue Anregung) analysiert.

7.3.5.5 Phalloidin-Féarbung

Die Phalloidin-Féarbung wird zur Visualisierung der F-Aktin-Filamente eingesetzt. Das
Phallotoxin Phalloidin wird aus dem griinen Knollenblatterpilz gewonnen und besitzt eine hohe
Affinitdt gegenlber den F-Aktin-Filamenten des Zytoskeletts. Die  primére
Immunfluoreszenzfarbung der Zellen erfolgt mit dem Phallodin-iFluor 555 Farbstoff (1:1000
in PBS + 1 % BSA). Daraufhin werden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen. Die angeférbten
F-Aktin-Filamente kdnnen durch die Fluoreszenzmikroskopie (CXK53

Fluoreszenzfilterset: griine Anregung) visualisiert werden.

7.3.5.6 o-SMA-Férbung

Die Férbelosung des Glykoproteins a-SMA wird in einer Verdinnung von 1:200 in PBS mit
dem priméaren Antikorper Anti-a-SMA (Maus) angesetzt und die Zellen tber Nacht bei 4 °C
mit dem verdinnten Farbstoff inkubiert. Darauf folgt ein dreimaliges Waschen mit PBS und
eine einstiindige Inkubation mit dem Alexa-Fluor 555i markierten Sekundérantikorper (Ziege
Anti-Maus, 1:1000) lichtgeschiitzt bei Raumtemperatur. Die angefdrbten Zellen werden
anschliefend mittels Fluoreszenzmikroskop (CXK53 Fluoreszenzfilterset: griine Anregung)

visualisiert.

7.3.5.7 Zellkernfarbung mittels Hoechst

Die Visualisierung der Zellkerne wird durch die Farbung mittels Hoechst 33342 durchgefiihrt.
Dafiir werden die Zellen in einer 1:1000 Verdinnung (1 pg/mL in PBS) fir 10 min bei

Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend dreimal mit PBS gewaschen. Darauf folgt die
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Auswertung der Farbung am Fluoreszenzmikroskop (CXK53 Fluoreszenzfilterset: rote

Anregung).

7.3.6 Statistische Auswertung

Die Daten werden als Mittelwerte und Standardabweichung bzw. Standardfehler angegeben.
Die Anzahl der durchgefiihrten Experimente findet sich unter den Abbildungen. Um statistisch
signifikante Unterschiede der Mittelwerte zu identifizieren, wurde eine einfaktorielle
Varianzanalyse (ANOVA) durchgefuhrt. Als Signifikanzniveaus wurden p-Werte kleiner 0,05
festgelegt.
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