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3 Ergebnisse
3.1 TSP-1

3.1.1 Expression in Abhéangigkeit von der Passage-Zahl

Vorversuche ergaben, dass die Expression von TSP-1 in HUVEC uber die unter-
suchten ersten vier Passagen etwa gleich bleibt. Dennoch wurden fir alle folgenden

Versuche ausschlie3lich Zellen in der ersten Passage verwendet.

3.1.2 Expression als Funktion der Wandschubspannung

Bei einer Expositionszeit von 24 h wird die Expression der mRNA fur TSP-1 durch
laminare Stromung inhibiert (Abb. 11). Dieser Effekt ist von der Starke der Wand-
schubspannung abhéngig. Ab einer Wandschubspannung von 2,0 dyn/cm? ist die
Inhibition statistisch signifikant. Bei héherer Wandschubspannung nimmt der Effekt

nur unwesentlich zu.
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Abb. 11 Exression der mRNA von Thrombospondin-1 (TSP-1) in HUVEC

3.1.3

Bei laminarer Stromung und einer Wandschubspannung von 6 dyn/cm?

als Funktion der Wandschubspannung.

HUVEC wurden fir 24 h durch unterschiedlich starke Wandschub-
spannung stimuliert (Dy, dynamisch) oder blieben unbehandelt (St,
statisch). AnschlieBend wurde die Expression von TSP-1 mittels
Northern Blot analysiert. Graphisch sind die integrierten optischen
Dichten (Int OD) der mit Wandschubspannung behandelten Proben
als Quotient mit der 18 S-Bande derselben Probe aufgetragen. Die
Abbildung zeigt reprasentative Northern Blots und ihre graphisch-
statistische Auswertung. Mittelwerte+STD; n=3-5 ; * p < 0.05 und
** n < 0.01 gegeniiber dem Wert bei 0 dyn/cm?.

Expressionsinhibition als Funktion der Zeit

ist die

Inhibition der mRNA-Expression fir TSP-1 zeitabhangig und erreicht nach 24 h

statistische Signifikanz (Abb. 12). Auch nach langerer Expositionszeit bleibt die

beschriebene Inhibition nahezu unverandert erhalten.
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Abb. 12 Expression der mRNA von TSP-1 in wandschub-
spannungsbehandelten HUVEC als Funktion der Zeit.
HUVEC wurden fiir verschiedene Zeiten unter statischen (St)
oder unter dynamischen (Dy, 6 dyn/cm?) Bedingungen kultiviert
und die mRNA-Expression mittels Northern Blot analysiert.
Graphisch sind die integrierten optischen Dichten (Int OD) der
mMRNA-Banden dynamisch kultivierter Proben als Quotient der
18 S Bande derselben Probe aufgetragen. Die Abbildung zeigt
reprasentative Northern Blots und ihre graphisch-statistische
Auswertung. Mittelwerte + STD; n= 3-5; * p < 0.05, ** p < 0.01
gegeniiber 0 h.

3.14 Expression nach Stromungsstillstand

Nachdem die Expression der mRNA fir TSP-1 durch laminare Strdomung supprimiert
worden ist (6 dyn/cm?, 24 h), filhrt ein Stromungsstillstand zu ihrem erneuten Anstieg
(Abb. 13). Bereits nach vier Stunden kommt es zu einer statistisch signifikanten
Induktion der mRNA-Expression fir TSP-1, die nach 24 Stunden das Niveau der

statischen Kontrolle erreicht.



68

Dy+ Dy+ Dy+
1lh St 4h St 24h St

TSP-1> e S

4
i
(¢}
E
~ 2,5 4
4 2,0
5 ’ *
= 1,5 4 f !
1,0 4
0.5 1 * %
0,0 . i
St Dy Dy + Dy + Dy +
1h St 4h St 24h St

Abb. 13 Expression der mRNA von TSP-1 in strémungsexponierten
HUVEC nach Strémungsstillstand.
HUVEC wurden fur 24 h ohne Strémung (statisch, St) oder unter
einer Wandschub-spannung von 6 dyn/cm® (dynamisch, Dy)
kultiviert. Einige Zellkulturen wurden nach dieser Stromungs-
exposition unter statischen Bedingungen (St) fir 1h, 4h, oder 24 h
weiter kultiviert. Die Abbildung zeigt repréasentative Northern Blots
und ihre graphisch-statistische Auswertung. Mittelwerte £ STD;
n=3-7; ** p<0.01 gegeniber statischer Kontrolle; * p < 0.05 und **
p < 0.01 zwischen den angezeigten Gruppen.

3.1.5 Auswirkung von VEGF auf die Expression von TSP-1

Die Zugabe von VEGF (40 ng/ml) fur 24 Stunden fiihrte weder bei statisch
kultivierten Zellen noch bei stromungsexponierten Zellen zu einer im Northern Blot
nachweisbaren Veranderung der mRNA-Expression fur TSP-1 (Abb. 14). Auch im
Zeitgang von 0,5 bis 48 Stunden liel3 sich keine Veranderung der TSP-1 -Expression
durch VEGF nachweisen (Abb. 15).
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Abb. 14 Expression von TSP-1 in HUVEC unter statischen (St) und
dynamischen (Dy: 6 dyn/cm? 24 h) Kulturbedingungen mit
oder ohne Zugabe von VEGF (40 ng/ml, 24 h).
Die Abbildung zeigt représentative Northern Blots und ihre
graphisch-statistische ~ Auswertung;  Mittelwerte +  STD.
n =5-7; ** p <0.01 gegenlber St.
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Abb. 15 Expression der mRNA von TSP-1 in VEGF (40 ng/ml)-
behandelten HUVEC als Funktion der Zeit.
Die Abbildung zeigt die graphisch-statistische Auswertung von
northern Blots. Mittelwerte + SEM; n = 4-8
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3.1.6 Auswirkung von Progesteron auf die Expression von TSP-1

Durch Progesteron (1 uM und 10 nM i. A.) wird die mRNA-Expression fur TSP-1 zu

keinem der untersuchten Zeitpunkte signifikant verandert (Abb. 16).
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Abb. 16 EinfluR von Progesteron auf die Expressionvon TSP-1.
HUVEC wurden fur die angegebenen Zeiten und unter Zugabe der
angegebenen Progesteronkon-zentrationen unter statischen Bedingungen
kultiviert. Mittelwerte + STD. n =3

3.1.7 Zelltypische Expressionsmuster von TSP-1

In primér kultivierten humanen Endothelzellen (HCEC, HCMEC,HUVEC, HUAEC) ist
die Expression deutlich héher als in allen untersuchten Zell-Linien (Tab. 4). Lediglich
in BT-549-Zellen, einem humanen duktalen Mammakarzinom, lie sich eine
deutliche Expression von TSP-1 nachweisen. Im direkten Vergleich zwischen makro-
und mikrovaskularen Endothelzellen des humanen Koronarsystems gibt es zwar
keinen statistisch signifikanten Unterschied, doch ist die Expression von TSP-1

tendenziell in makrovaskularen Zellen héher (Abb. 17).



Tab. 4

Relative Hohe der mRNA-Expression von 9/B und TSP-1

verschiedenen Zellinien, primar kulti-vierten humanen Endothelzellen
sowie mikro- und makrovaskuldaren Endothelzellen des humanen
Koronarsystems. Die Zellen wurden zur Konfluenz kultiviert, aus den
Zell-Lysaten wurde gesamt-RNA isoliert und im Northern Blot

analysiert.
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Abb. 17 Expression von TSP-1in mikro- und makrovasculdren Endothelzellen.
Makro- (HCEC) und mikrovaskuldare (HCMEC) Endothelzellen wurden aus
dem humanen Koronarsystem isoliert und zur Konfluenz kultiviert. Aus den
Zell-Lysaten wurde gesamt-RNA isoliert und im Northern Blot analysiert.
Mittelwerte + STD.n =4

3.1.8

Stabilitat der TSP-1-mRNA

Die nach Transkriptionsblockade durch Actinomycin D messbare Halbwertzeit der
TSP1-mRNA war in stromungsexponierten HUVEC (6 dyn/cm?, 24 h) tendenziell
kirzer als in statisch kultivierten Zellen (Abb. 18), jedoch erlauben die erhobenen
Messwerte keine statistisch signifikante Aussage.
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Abb. 18

Verlauf der mRNA-Konzen-
tration fur TSP-1 nach
Transkriptionsblokade mit
Actinomycin D.

In stromungsexponierten
HUVEC (6 dyn/cm? 24 h) ist
die  mRNA-Stabilitat  fir
TSP-1 gegeniber den sta-
tisch kultivierten Kontrol-len
tendenziell vermindert, je-
doch erreichte keiner der
Unterschiede statistische
Signifikanz. n =3
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3.2 9/B (DEPP)

3.2.1 Expression in Abhangigkeit von der Passage-Zahl

Vorversuche ergaben, dass die Expression von 9/B in HUVEC uber die untersuchten
ersten vier Passagen etwa gleich bleibt. Dennoch wurden fir alle folgenden
Versuche ausschlie3lich Zellen in der ersten Passage verwendet.

3.2.2 Expression als Funktion der Wandschubspannung

Bei einer Expositionszeit von 24 h wird die Expression der mRNA fur 9/B durch
laminare Strémung inhibiert (Abb. 19). Dieser Effekt ist von der Starke der
Wandschubspannung abhéngig. Ab einer Wandschubspannung von 2,0 dyn/cm? ist
die Inhibition statistisch signifikant. Bei hoherer Wandschubspannung nimmt der
Effekt zu.

3.2.3 Expressionsinhibition als Funktion der Zeit

Bei laminarer Stromung und einer Wandschubspannung von 6 dyn/cm? ist die
Inhibition der mRNA-Expression fur 9/B zeitabhangig und hat nach 24 h ihr Maximum
und statistische Signifikanz erreicht (Abb. 20). Nach langerer Expositionszeit bleibt
die beschriebene Inhibition unverandert erhalten.
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Abb. 19 Expression der mRNA von 9B (DEPP) in HUVEC als Funktion der

Wandschubspannung.

HUVEC wurden fir 24 h durch unterschiedlich hohe Wandschubspannung
stimuliert (Dy) oder blieben unbehandelt (St). AnschlieRend wurde die

Expression von 9/B mittels Northern Blot analysiert.

Graphisch sind die

optischen Dichten der mit Wandschubspannung behandelten Proben gegen die
18 S-Banden derselben Probe aufgetragen (ODR). Die Abbildung zeigt
reprasentative Northern Blots und ihre graphisch-statistische Auswertung.
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Abb. 20

Expression der mRNA von
9/B (DEPP) in wandschub-
spannungsbe-handelten
HUVEC als Funktion der Zeit.
HUVEC wurden fiir verschie-
dene Zeiten unter sta-tischen
(St) oder unter dynamischen
(Dy, 6 dyn/cm® Bedingungen
kultiviert und die mRNA-
Expression mittels Northern
Blot analysiert. Graphisch sind
die optischen Dichten der
mMmRNA-Banden dyna-misch
kultivierter Proben gegen die
18 S-Bande derselben Probe
(Optical Density Ratio) auf-
getragen. Die Abb. zeigt
reprasentative Northern Blots
und ihre gra-phisch-statistische
Auswertung.

Mittelwerte + STD; n=3-5; * * p
< 0.01 gegentiber 0 h.
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3.24 Expression nach Stromungsstillstand

Nachdem die Expression der mRNA fir 9/B durch laminare Strdmung supprimiert
worden ist (6 dyn/cm?, 24 h), filhrt ein Stromungsstillstand zu ihrem erneuten Anstieg
(Abb. 21). Nach 24 Stunden kommt es zu einer statistisch signifikanten Induktion der

MRNA-Expression fur 9/B, die das Niveau der statischen Kontrolle erreicht.
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Abb. 21

Expression der mRNA von
9/B (DEPP) in strémungs-
exponierten HUVEC nach
Stromungsstillstand.

HUVEC wurden fir 24 h ohne
Stromung (statisch, St) oder
unter einer Wandschub-
spannung von 6 dyn/cm?
(dynamisch, Dy) kultiviert.

dieser Stromungsexposition
unter statischen Bedingungen
fur 1, 4, oder 24 h (1h St, 4h St,
24h St) weiter kultiviert. Die
Abbildung zeigt repréasentative
Northern  Blots und ihre
graphisch-statistische Auswer-
tung.

Mittelwerte =-STD; n=3-7; **

p < 0.01 gegenuber statischer
Kontrolle oder zwischen den
angezeigten Gruppen.
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3.25 Auswirkung von VEGF auf die Expression von 9/B

Die Zugabe von VEGF (40 ng/ml) fir 24 Stunden flhrte bei statisch kultivierten
Zellen und bei stromungsexponierten Zellen zu einer im Northern Blot
nachweisbaren geringflgigen Erhéhung der mRNA-Expression fur 9/B (Abb. 22). Im
Zeitgang von 0,5 bis 48 Stunden liel3 sich eine deutliche Suppression der 9/B-
Expression durch VEGF nach zwei Stunden nachweisen (Abb. 23). Zu allen tbrigen
Zeitpunkten dieser Versuchsreihe, hatte VEGF keinen signifikanten Einfluss auf die
Expression von 9/B.
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Abb. 22 Expression von 9/B (DEPP) in HUVEC unter statischen (St) und
dynamischen (Dy: 6 dyn/cm?, 24 h) Kulturbedingungen mit/ohne
Zugabe von VEGF (40 ng/ml, 24 h).
Die Abbildung zeigt reprasentative Northern Blots und ihre graphisch-
statistische Auswertung;
Mittelwerte + STD; n = 4-7; * p < 0.05, * p < 0.01; t:p <0.01
gegeniber St und p < 0.05 gegentiber Dy

Int QD gE,fInt OD185
.

Abb. 23 Expression der mRNA von 9/B (DEPP) von mit VEGF (40 ng/ml)
behandelten HUVEC als Funktion der Zeit.
Eine signifikante Suppression von 9/B wurde nach zwei Stunden
beobachtet. Die Abbildung zeigt die graphisch-statistische Aus-
wertung von northern Blots. Mittelwerte + SEM; n=>5-7;
** p < 0.01 gegeniiber dem Null-Stunden-Wert.
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3.2.6 Auswirkung von Progesteron auf die Expression von 9/B

Durch Progesteron wird bei einer Konzentration von 10° molar (1 pM i. A.) eine
signifikante Inhibition der mRNA-Expression nach zwei Stunden fir 9/B bewirkt
(Abb. 24). Fur die Ubrigen Zeiten (8, 24 h) ergaben sich keine statistisch signifikanten
Expressionsunterschiede gegenuber der unbehandelten Kontrolle. Nach
24-stundiger Inkubation ist tendenziell eine Induktion der Expression von 9/B
nachweisbar.

[] Kontrolle B Progesteron (105M) I Progesteron (105M)

140 .
9/B
12,0 4

10,0 J
8,0 . l
6,0

4,0 £ lr
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ODR (OD 5/ OD ;55)

0,0

Control 2h g8h 24h 2h 24h

Abb. 24 EinfluB von Progesteron auf die Expression von 9/B.
HUVEC wurden fir die angegebenen Zeiten und unter Zugabe der ange-
gebenen Progesteronkonzentrationen unter statischen Bedingungen kultiviert.
Mittehnerte + TN * n<N NR: n =

3.2.7 Gewebe-und zelltypische Expressionsmuster von 9/B

9/B lie3 sich in humanen cDNA-Pools aus Lunge, Plazenta und Pankreas nach-
weisen (Abb. 25). In primér kultivierten humanen Endothelzellen ist die Expression
deutlich hoher als in allen untersuchten Zell-Linien. HUVEC weisen gegenuber
HUAEC eine hthere Expression von 9/B auf (Tab. 5).

Im direkten Vergleich zwischen makro- und mikrovaskuldren Endothelzellen des
humanen Koronarsystems ist die Expression von 9/B in mikrovaskularen Zellen
signifikant héher (Abb. 26).
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Abb. 25 RT-PCR zum Nachweis der Expression von 9/B (DEPP) in
humanen cDNA pools unterschiedlicher Gewebe.
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Abb. 26 Expression von 9/B in mikro- und makrovaskuldaren Endothelzellen.
Makro- (HCEC) und mikrovaskulare (HCMEC) Endothelzellen wurden aus dem
humanen Koronarsystem isoliert und und zur Konfluenz kultiviert. Aus den Zell-
Lysaten wurde gesamt-RNA isoliert und im Northern Blot analysiert.
Mittelwerte + STD. n=4



Tab. 5

Relative Hohe der mRNA-Expression von 9/B und TSP-1

verschiedenen Zellinien, primar kultivierten humanen Endothelzellen
sowie mikro- und makrovaskuldaren Endothelzellen des humanen
Koronarsystems. Die Zellen wurden zur Konfluenz kultiviert, aus den
Zell-Lysaten wurde gesamt-RNA isoliert und im Northern Blot

analysiert.
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3.2.8 Stabilitat der 9/B-mRNA
Die nach Transkriptionsblockade durch Actinomycin D messbare Halbwertzeit der

9/B-mRNA war in strémungsexponierten HUVEC (6 dyn/cm?, 24 h) und in statisch
kultivierten Zellen gleich lang (Abb. 27).
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Abb. 27 Verlauf der mRNA-Konzentration fiir 9/B nach Transkriptionsblockade
mit Actinomycin D.
In strémungsexponierten HUVEC (6 dyn/cm?, 24 h) ist die mRNA-Stabilitat
fur 9/B gegenlber den statisch kultivierten Kontrollen nicht signifikant
verandert. n =3



