Ergebnisse

5 Ergebnisse

Fir die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit wurden vier Endothelzellkulturen aus dem
bovinen Corpus Iuteum cyclicum herangezogen. In anderen Untersuchungen der
Arbeitsgruppe dienten diese Kulturen bereits als Modelle fur die in vitro Gefalibildung (Plendl
et al., 1996b; Plendl, 1997; Budde, 1999; Fuchs-Schonleber, 1999; Schuster, 2002;
Bahramsoltani, 2003; Bahramsoltani und Plendl, 2004; Lienau, 2003; Lienau et al., 2005).
Wahrend die Zellkultur BC/ AA aus dem Corpus luteum cyclicum in Anbildung stammte,
waren die Zellkulturen BC/ RN, BCI RA1 und BCI/ RA2 aus dem Corpus luteum cyclicum in

Ruckbildung isoliert worden.

Obwohl diese mikrovaskularen Endothelzellen aus dem gleichen Organtyp, dem Corpus lu-
teum, isoliert und unter identischen Bedingungen kultiviert worden waren, zeigten sie deut-
lich morphologisch-lichtmikroskopische Unterschiede. 3 der 4 Zellkulturen durchliefen eine
charakteristische, flir die jeweilige Kultur typische vaskulare Entwicklung. Eine Zellkultur
zeigte keine Potenz zur Ausbildung kapillarahnlicher Strukturen.

In den folgenden Kapiteln werden die Ergebnisse beziiglich der Unterschiede dieser Zellkul-
turen auf morphologischer, funktioneller und antigener sowie molekularer Basis dargelegt.
Durch dieses Screening wurde zum einen eine detaillierte Katalogisierung der spezifischen
Charakteristika dieser Zellkulturen erarbeitet und zum anderen die Ursache fur deren Hete-

rogenitat im adulten Organismus aufgeklart.

5.1 Untersuchung der Morphologie und vaskuldaren Entwicklung der mikro-
vaskularen Endothelzellkulturen BCI AA, BCI RN, BCI RA1, BCI RA2

Zur Beobachtung waren alle Zellen in 24-Lochplatten und jeweils einer Konzentration von
1x10° ausgesat worden. Die Inkubation der Zellen wurde im selben Untersuchungszeitraum,
unter identischen Bedingungen (37°C, 5% CO,, relative Luftfeuchtigkeit 97%) durchgefihrt.
Eine Induktion zur vaskularen Entwicklung wurde mit dem Selektivmedium PO (siehe 2.1.4.3)
herbeigefiuihrt. Die Charakterisierung der Zellkulturen erfolgte innerhalb eines Zeitraums von
42 Tagen. Die Entwicklung der Zellkulturen BC/ AA und BCI/ RN wurde auch Uber diesen

Zeitraum hinaus beschrieben.
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5.1.1 Phasenkontrastmikroskopische Untersuchung der mikrovaskuldren
Endothelzellkulturen BCI AA, BCI RN, BCI RA1, BCI RA2 in vitro

5.1.1.1 Vaskulare Entwicklung der Endothelzellkultur BC/ AA in vitro

24 Stunden nach der Aussat war der Kulturschalenboden liickenlos von polygonalen und
langlichen Zellen bedeckt. Zu diesem Zeitpunkt konnte bereits ein fur die Zellkultur BCI AA
aus dem bovinen Corpus luteum im Stadium der Anbildung typisches Wachstumsmuster be-
obachtet werden: Um eine zentrale polygonale Zelle gruppierten sich peripher ungefahr 10
langliche Zellen (Abbildung 1).

In vitro kultivierte Endothelzellen des bovinen

Corpus luteum der Kultur BCI AA.

Typische Zellformation 24 Stunden nach der Einsaat.
Eine zentrale, polygonale Zelle (roter Pfeil) umgeben
von einem Ring langlicher Zellen (weilRe Pfeile).
Phasenkontrastmikroskop x 200

Abbildung 1

Diese typische zelluldre Gruppierung trat pro Gesichtsfeld (VergéRerung x 200) etwa 100
mal auf. Im folgenden war immer wieder zu beobachten, dass die weitere vaskulare
Entwicklung von diesen spezifischen Zellgruppen ausging. Deswegen wurden diese
Zellgruppen als ,Starting Points® betitelt. Innerhalb der folgenden 3 Tage der in vitro

Kultivierung proliferierten die Zellen dieser Zellformationen intensiv, wahrend benachbarte
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Zellen sich vergleichsweise geringer vermehrten. Am 7. Kultivierungstag waren die

Endothelzellen der spezifischen Zellformationen zu Clustern proliferiert (Abbildung 2).

In vitro kultivierte Endothelzellen des bovinen Corpus luteum in

Anbildung der Zellkultur BCI AA.

A, B: 3 Tage nach der Einsaat proliferieren die Zellen der spezifischen
Abbildung 2 Zellgruppierungen intensiv (Pfeilspitzen), wahrend umgebende Zellen eine
vergleichsweise geringere Vermehrungsrate aufweisen. C, D: Zellcluster am
7. Kultivierungstag (Pfeilspitze).

Phasenkontrastmikroskop B, D x 200, A, C x 100

Im weiteren Verlauf traten die Zellcluster tber ca. 100 ym lange Zellauslaufer einzelner
Endothelzellen in Verbindung. Die langsamer proliferierenden Zellen des Monolayers, die
zwischen den Zellansammlungen lagen, wurden dabei von diesen Zellauslaufern Gberbrickt
(Abbildung 3).

In den folgenden Tagen kam es zu einer massiven Vermehrung der Uberbrickenden Zellen,
so dass die Cluster bis zum 14. Kultivierungstag Uber zahlreiche, parallel verlaufende ,Zell-
strallen“ miteinander vernetzt wurden. Solche Strukturen erreichten eine Breite von 50 uym
bis 260 ym. Eine Beurteilung der Anzahl der beteiligten Zellen war phasenkontrastmikrosko-

pisch nicht mehr moglich.
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In vitro kultivierte Endothelzellen des bovinen Corpus luteum der
Zellkultur BCI AA nach 10, 14, 21 und 28 Tagen.

A, B (schrager Lichteinfall): 10 Tage nach Einsaat. Zellcluster stehen uber
lange Auslaufer miteinander in Kommunikation (Pfeilspitzen). C, D: 14 Tage
Abbildung 3 nach Einsaat. Zellen des Monolayers gliedern sich ein (Pfeile). E: 21 Tage
nach Einsaat. Durch Aneinanderlagerung neuer Zellreihen bildet sich ein
Netzwerk parallel verlaufender Strukturen. D: 28 Tage nach Einsaat. Die
Endothelzellen bilden ein dreidimensionales Netzwerk. Phasenkontrast-
mikroskop A, B, D x 200, C, E, F x 100
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Das zellulare Netzwerk befand sich teilweise in der dritten Dimension, die Zellcluster selbst
behielten ihre Adharenz am Kulturschalenboden.

Die Zellen des Monolayers zwischen den Clustern nahmen im weiteren Verlauf der Kultivie-
rung zunehmend langliche Gestalt an und gliederten sich augenscheinlich in das Zellnetz-
werk ein (Abbildung 3).

Durch weitere extensive Proliferation und Migration der Endothelzellen pragte sich im fol-
genden ein Netzwerk aus mehrzelligen, dreidimensionalen, kapillardhnlichen Strangen vom
28. bis zum 42. Tag der Kultivierung aus (Abbildung 4).

In vitro kultivierte Endothelzellen des bovinen
Corpus luteum der Zellkultur BCI AA 42 Tage
in Kultur.

Abbildung 4 Ein extensives Netzwerk dreidimensionaler und
kapillarahnlicher Strukturen aus Endothelzellen.
Phasenkontrastmikroskop (schrager Lichteinfall) x
100
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Wurden Endothelzellen dieser Zellkultur Uber den Zeitraum von 42 Tagen hinaus kultiviert,
dann traten im Monolayer zunachst vereinzelt zellfreie Licken auf. Daraufhin dehnten sich
diese zellfreien Areale rdumlich aus, bis schliel3lich am 63. Tag nur noch wenige Zellen unter
dem jetzt in toto vom Kulturschalenboden abgehobenen, kommunizierenden System endo-
thelialer Strange auszumachen waren (Abbildung 5). Die phasenkontrastmikroskopische Un-
tersuchung erlaubte keine eindeutige Beurteilung des Verbleibs der Zellen des Monolayers.
Es kann davon ausgegangen werden, dass sich die Endothelzellen zum groRRen Teil in das

Netzwerk eingliederten, da kaum tote Zellen im Medium zu finden waren.

In vitro kultivierte Endothelzellen des bovinen Corpus luteum der
Zellkultur BCI AA nach 63 Tagen.

Kommunizierendes System kapillarahnlicher Strukturen.
Phasenkontrastmikroskop x 100

Abbildung 5
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5.1.1.2 Vaskulare Entwicklung der Endothelzellkultur BCI RN in vitro

Die Endothelzellkultur BC/ RN, isoliert aus dem Corpus luteum im Stadium der Rickbildung,
lag nach 24 Stunden als konfluenter Monolayer vor (Abbildung 6). Die Zellen waren zu 70%
von spindelférmiger Gestalt, es traten auch ca 30% polygonale Zellen in Erscheinung. Im
Verlauf der in vitro Kultivierung lagerten sich die langlichen Endothelzellen innerhalb des
Zellverbandes linear einander an, wobei girlandenférmige Strukturen entstanden. Solche
Gebilde waren regelmaRig peripher um Gruppen (1-5 Zellen) polygonaler Zellen angeordnet.
Die polygonalen Zellen waren grofReren Ausmalfles (70 um breit, 180 pm lang) als die langli-
chen Zellen (50 ym breit, 100 ym lang). Zahireiche granulare intrazytoplasmatische Zellein-
schlusse kennzeichneten das Zellbild. Die Endothelzellkultur BCI RN verblieb bis zum 42.
Kultivierungstag im 2-dimensionalen Monolayerstadium und zeigte keine weitere vaskulare
Entwicklung. Auch Langzeitkultivierungsexperimente fuhrten zu keiner morphologischen
Veranderung der Kultur (Abbildung 7).

Abbildung 6

In vitro kultivierte Endothelzellen
des bovinen Corpus luteum der Zell-
kultur BClI RN nach 24 Stunden.

A: Konfluenter Monolayer aus groRRen
spindelférmigen und polygonalen (Pfeil-
spitzen) Zellen. B: Spindelférmige Zellen mit
Zellauslaufern (Pfeil). Granulare intraplasma-
tische Zelleinschlisse kennzeichnen das
Zellbild (Pfeilspitzen).
Phasenkontrastmikroskop A x 100, B x 200
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In vitro kultivierte Endothelzellen des bovinen Corpus luteum der
Zellkultur BCI RN nach 2, 14, 28, 42 Tagen.

A, B (2 Tage in vitro): Polygonale und langliche Zellen mit unterschiedlicher
GroBe. C (14 Tage in vitro): Lineare Anordnung der Zellen innerhalb des
Zellverbandes (Pfeilspitzen). D (14 Tage in vitro), E (28 Tage in vitro):
Ausbildung girlandenformiger Strukturen (Pfeilspitzen), die peripher um
Gruppen polygonaler Zellen (Pfeile) angeordnet sind. F (42 Tage in vitro):
Persistieren der Zellkultur im 2-dimensionalen Monolayerstadium, keine
vaskulare Entwicklung.

Phasenkontrastmikroskop A, C, D, E, F x 100, B x 200

Abbildung 7
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5.1.1.3 Vaskulare Entwicklung der Endothelzellkultur BCI RA1 in vitro

Die Endothelzellen der Zellkultur BC/ RA1 wurden aus dem bovinen Gelbkdrper im Stadium
der Rickbildung isoliert. Innerhalb von 3 Tagen nach der Einsaat war durch Proliferation der
Endothelzellen die gesamte Flache der Kulturschale von adharenten Zellen konfluent be-
deckt. Die Uberwiegend polygonalen Zellen lielen das fir Endothelzellen typisch geltende

.Kopfsteinpflaster-Muster beobachten (Abbildung 8).

In vitro kultivierte Endothelzellen des bovinen

Corpus luteum der Zellkultur BCI RA1 nach 3
Tagen.

Die gesamte Flache der Kulturschale ist von
adharenten Zellen im "Kopfsteinpflaster-Muster"
bedeckt. Phasenkontrastmikroskop x 100

Abbildung 8

Nachdem der Monolayer vollstandige Konfluenz erreicht hatte, veranderten in der darauffol-
genden Kultivierungszeit ca. 40% der Zellen ihre Form von polygonal zu langlich. Diese wa-
ren diffus verstreut im gesamten Zellrasen zu finden. Um den siebten Tag der Kultivierung
lagerten sich die langlichen Zellen hintereinander an und arrangierten sich linear und zirkular
innerhalb des Zellverbands (Abbildung 9).
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In vitro kultivierte Endothelzellen des bovinen Corpus luteum der
Zellkultur BClI RA1 nach 7 Tagen.

A und B (identisches Gesichtsichtfeld): Langliche Zellen arrangieren sich
linear und zirkular innerhalb des Zellverbands. B: Die roten Punkte
verdeutlichen das Wachstumsmuster der Zellen.

Phasenkontrastmikroskop x 100

Abbildung 9

Bis zum Tag 14 in Kultur nahm die Anzahl der Ianglichen, sich zirkular anordnenden Zellen
erheblich zu. Es konnte beobachtet werden, dass innerhalb dieser Ringstrukturen zellfreie
Areale entstanden. Mit steigender Anzahl sich kreisformig anordnender Zellen erschienen
auch mehr zellfreie Areale (Durchmesser bis zu 100 uym) innerhalb dieser zelluldren Ring-
formationen. Etwa 50% der zellfreien Areale wurden durch diagonal verlaufende Zellauslau-
fer geteilt (Abbildung 10).

In vitro kultivierte Endothelzellen des bovinen Corpus luteum der
Zellkultur BClI RA1 nach 14 Tagen.

Abbildung 10 A: Zellfreie Bereiche innerhalb sich zirkuldr anordnender Zellen (Pfeile). B:
Insertionen diagonal orientierter Zellauslaufer unterteilen zellfreie ringférmige
Areale (Pfeilspitzen). Phasenkontrastmikroskop A x 100, B x 200
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Abbildung 11
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In vitro kultivierte Endothelzellen des bovinen Corpus luteum der
Zellkultur BCI RA1 nach 28 Tagen.

A: Uber 50% der Zellen sind in das wabenartige Muster eingegliedert, zellfreie
Areale (Pfeile). B: Anordnung der Zellen ahnlich wie in einer Kordel
(Pfeilspitzen). Phasenkontrastmikroskop A x 100, B x 200

Am 28. Tag der Inkubation waren Uber 50% der Zellen in ein wabenartiges Muster eingeglie-
dert. Die Endothelzellen schienen dabei dhnlich wie in einer Kordel angeordnet zu sein, wo-
bei je Strang ca. 2 bis 4 Zellen beteiligt waren (Abbildung 11). Nahezu alle Zellen der Kultur

gliederten sich bis zum 42. Tag in das wabenartige Zellnetzwerk ein (Abbildung 12).

Abbildung 12

In vitro kultivierte Endothelzellen des bovinen Corpus luteum der

Zellkultur BCl RA1 nach 42 Tagen.
Netzwerk aus Endothelzellen. Phasenkontrastmikroskop x 100
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5.1.1.4 Vaskulare Entwicklung der Endothelzellkultur BCI RA2 in vitro

Der endotheliale Zelltyp BCI RA2 war aus dem bovinen Gelbkoérper im Stadium der Rickbil-
dung isoliert worden. Initial, 24 Stunden nach der Aussaat, war der Kulturschalenboden von
polygonalen und langlichen Zellen zu 100% bedeckt und ein konfluenter Monolayer entstan-

den (Abbildung 13).

In vitro kultivierte Endothelzellen des bovinen
Corpus luteum der Zellkultur BCI RA2 nach 24
Stunden.

Der Kulturschalenboden ist von polygonalen und
langlichen Zellen vollstandig bedeckt (Konfluenz).
Phasenkontrastmikroskop x 100

Abbildung 13

Im weiteren Verlauf der Untersuchung bis zum Tag 7 kam es zu einer Abkugelung sowie Ab-
I6sung von Zellen, die im Medium flotierten und beim Mediumwechsel abgenommen wurden
(Abbildung 14).

Uber lange Zellauslaufer traten die verbliebenen, zumeist langlichen Zellen miteinander in
Verbindung. In der folgenden Kultivierungszeit wurde ein lineares Aneinanderreihen der Zel-

len innerhalb des Zellrasens beobachtet.
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A: Reduzierte Zellzahl nach

In vitro kultivierte Endothelzellen des bovinen Corpus luteum der
Zellkultur BCI RA2 nach 3 und 7 Tagen in Kultur.

3 Tagen in vitro. B (7 Tage in vitro):

Abbildung 14 Kontaktaufnahme Uber Zellauslaufer und lineares Aneinanderreinen von

100

Zellen innerhalb des verbliebenen Zellrasens. Phasenkontrastmikroskop x

Die sich linear aneinanderreihenden Zellen vermehrten sich, so dass am 28. Tag in vitro

Uber 50% der Zellen in endotheliale Strange eingegliedert waren. Zum Teil hatten diese

Zellstrange nur punktuell Kontakt zum Kulturschalenboden und flotierten frei im Medium

(Abbildung 15).
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Abbildung 15

In vitro kultivierte Endothelzellen des
bovinen Corpus luteum der Zellkultur
BCl RA2 nach 28 Tagen.

A: Uber 50% der Zellen sind in endotheliale
Strange eingegliedert, daneben zellfreie
Bereiche am Kulturschalengrund. B, C:
Dreidimensionale  Strukturen  mehrreihiger
endothelialer Zellstrange ohne Kontakt zum
Kulturschalenboden.

Phasenkontrastmikroskop A x 100, B, C x 200
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Um so mehr Zellen sich in die zellularen Strange eingliederten, desto mehr zellfreie Bereiche
wurden am Kulturschalengrund festgestellt. Die Zellketten verzweigten sich zu einem ausge-
dehnten dreidimensionalen Netzwerk. Wahrend der folgenden 14 Tage lagerten sich einzel-
ne Zellen an die langlichen vernetzten Strukturen an und bildeten mehrlagige Zellstrange.
Am 42. Kultivierungstag bestimmte ein weit verzweigtes dreidimensionales Netz kapillarédhn-

licher endothelialer Strukturen das Zellbild (Abbildung 16).

In vitro kultivierte Endothelzellen des bovinen
Corpus luteum der Zellkultur BClI RA2 nach 42

. Tagen.
ASllelg e Ein  weitverzweigtes  dreidimensionales  Netz

kapillarahnlicher Strukturen bestimmt das Zellbild.
Phasenkontrastmikroskop x 100

77



Ergebnisse

5.1.1.5 Tabellarischer Vergleich der Morphologie der verschiedenen mikro-
vaskularen Endothelzellkulturen BCI AA, BCI RN, BCI RA1, BCI RA2 des

bovinen Corpus luteum wahrend der in vitro Kultivierung

Zellkulturtyp

BCI AA BCI RN BCI RA1 BCI RA2

o 1 konfluenter Monolayer, konfluenter Monolayer, konfluenter Monolayer, konfluenter Monolayer,

c spindelférmige und spindelférmige und polygonale Zellen im spindelférmige und

E polygonale Zellen, polygonale Zellen Kopfsteinpflaster- polygonale Zellen

o spezifische Zell- muster

> gruppierungen diffus

% verteilt im Zellrasen

XY

o}

S 14 @ Netzwerk aus lineare Aneinander- lineare Aneinander- lineare Aneinander-

'S mehrreihigen reihung reihung, reihung,

cC ZellstralRen zirkuldre Anordnung, reduzierte Zellzahl

: vereinzelt zellfreie

] Areale

©

0]

o

S

28 | dreidimensionales planare, Uber 50% der Zellen Gber 50% der Zellen in
Netzwerk aus girlanden- in wabenartiges Muster endotheliale Strange
mehrreihigen férmige Strukturen eingegliedert eingegliedert
ZellstraRen
42 | dreidimensionale Sistieren in planaren  ‘annahernd alle Zellen  dreidimensionale

Strukturen aus Strukturen in wabenartige, Struktur aus
endothelialen, kapillarahnliche endothelialen,
kapillarahnlichen Strange eingeliedert kapillarahnlichen
Strangen Strangen

Tabelle 6: Morphologie der mikrovaskularen Endothelzellkulturen BCI AA, BCI RN, BCI RA1,
BCI RA2 des bovinen Corpus luteum wahrend der in vitro Kultivierung.
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5.1.2 Histologische Untersuchung der mikrovaskuldaren Endothelzellkulturen
BCI AA, BCI RN, BCI RA1 und BCI/ RA2 aus dem bovinen Corpus luteum
in vitro

Zur weiterfuhrenden morphologischen Kontrolle der vaskularen Entwicklung wurden von den

Kulturen histologische Praparate hergestellt, die nach Richardson und May-Grinwald-

Giemsa-Methode gefarbt und lichtmikroskpoisch untersucht wurden.
5.1.2.1 Richardsonfarbung

Die Semidunnschnittpraparate, mit Methylenblau nach Richardson gefarbt, erlaubten eine
effiziente Aussage Uber ein mehrschichtiges Wachstum, die Existenz extra- bzw.

intrazellularer Matrix, sowie die Entwicklung tubularer Strukturen der Endothelzellkulturen.

5.1.2.1.1 Endothelzellkultur BC/ AA

Die Zellen der Kultur BCI AA wuchsen nach 14 Tagen bereits in mehrschichtigen Lagen. Ei-

nige Zellen bildeten 1-2 unterschiedlich grofRe, intrazelluldre Vakuolen aus. Intrazellulare

Vakuolen konnten auch am 28. Tag der Kultivierung
nachgewiesen werden, ihr Aufkommen war
vergleichsweise hoéher als nach 14 Tagen
Inkubationsdauer. Vereinzelt traten lumenartige - *}
Strukturen auf. Solche, mit homogenem Material : PR, '\%_‘ ﬁ
angeflllten Ringe, wurden von 1 bis 2 Zellen L7
gebildet. (Abbildung 17).

Abbildung 17

Histologische Untersuchungen bovi-
ner Endothelzellen des Corpus
luteum der Kultur BClI AA nach 14
bzw. 42 Tagen in vitro.

A (14 Tage in vitro): Intrazellulare Vakuole
neben dem Kern (Pfeilspitze). B (42 Tage
in vitro): Querschnitte durch tubulare
Strukturen (Pfeile). Lichtmikroskop x 400

Bei Praparaten, die nach 42 Inkubationstagen angefertigt wurden, lie3en sich annahernd auf
jedem Objekttrager Quer- oder Langsschnitte unterschiedlich grof3er Tubuli aus Endothelzel-
len beobachten. An quergeschnittenen Tubuli konnten bis zu 8 Endothelzellen gezahlt wer-
den, welche ein Lumen umgaben. Langsanschnitte wiesen auf eine der Basalmembran glei-
chenden Verdichtung extrazellularen Materials hin, auf der die Zellen auflagen. In der Regel

richteten sich die Zellkerne nach der abluminalen Seite aus.
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Die Praparate, die am Tag 63 der Inkubation angefertigt wurden,
demonstrierten lange tubulare Strukturen, die von Endothelzellen
flach ummantelt wurden. Die Zellkerne waren zentral im Zellleib
lokalisiert und von langlicher Gestalt. Lichtmikroskopisch gesehen
befand sich innerhalb dieser tubuldren Gebilde eine homogene
Masse aus Zelldetritus. Zellfragmente waren nicht im Lumen zu
erkennen. Die Tubuli waren abschnittweise von einer zweiten
Zellschicht ummantelt (Abbildung 18, siehe auch Abbildung 35).

Histologische Untersuchung boviner
Endothelzellen des Corpus Iluteum der
Zellkultur BCI AA nach 63 Tagen in vitro.

A: Semidinnschnitt einer tubularen Struktur, die
von Endothelzellen gebildet wird.

B: (Bildausschnitt von A) Abschnittweise sind zwei
Zellschichten zu erkennen (Pfeilspitzen).
Lichtmikroskop x 400

C: Ultrastrukturelle Darstellung der zwei Zell-
schichten (Pfeilspitzen). TEM x 2.500

Abbildung 18
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5.1.2.1.2 Endothelzellkultur BC/ RN

Am Semidinnschnitt wurden die Ergebnisse der phasenkontrastmikroskopischen Beobach-

tungen (siehe 5.1.1.2) bestatigt. Die Zellen der Kultur BCI RN verblieben wahrend des ge-

samten Untersuchungszeitraums in einschichtiger Lage (Abbildung 19).

g, .
o

Histologische Untersuchungen boviner Endothel-

Abbildung 19 |

zellen des Corpus luteum der Zellkultur BClI RN
nach 14 Tagen in vitro.

Einschichtiger Zellrasen. Lichtmikroskop x 400

Die Ausdehnung der Endothelzellen sowie ihre Form variierten stark und das Relief ihrer

Oberflache war teils bizarr geformt. Die Zellen zeigten ausgepragte, diinne, pseudopodienar-

tige Fortsatze auf ihren Oberflachen, mit denen sie teils untereinander in Verbindung stan-

den. Intrazytoplasmatisch waren zahlreiche Granula vorzufinden (Abbildung 20).
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Abbildung 20

Histologische Untersuchungen
boviner Endothelzellen des
Corpus luteum der Zellkultur BCI
RN nach 14 Tagen in vitro.

Polymorphe Zellen mit pseudo-
podienartigen Fortsatzen  (Pfeil-
spitzen) und intrazellularen Granula
(Pfeile). Lichtmikroskop x 400
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5.1.2.1.3 Endothelzellkultur BCI RA1

Abbildung 21 zeigt lichtmikroskopisch den Verlauf der Entwicklung lumenisierter endothelia-
ler Strukturen in vitro. Zu Beginn bildete sich in einer Endothelzelle eine intrazytoplasmati-
sche Vakuole (Abbildung 21/A). Im weiteren Verlauf nahmen der Umfang dieser Vakuole zu.
Dabei veranderte sich die Form des Zellkerns, er flachte ab. Im Semidlinnschnitt zeigte sich
die Zelle in Form eines Siegelrings (Abbildung 21/B). Verschmolzen die Wande intrazellula-
rer Vakuolen benachbarter Zellen, entstand wie in den Abbildung 21/C und 21/D dargestellt,

eine lumenisierte Struktur, die von mehreren Zellen begrenzt wurde.
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Histologische Untersuchungen boviner Endothelzellen des Corpus
luteum der Zellkultur BCI RA1 nach 28 Tagen in Kultur.

Abbildung 21 A: Intrazellulare Vakuole (Pfeilspitze). B: infolge Umfangsvermehrung einer
intrazellularen Vakuole siegelringformige Endothelzelle (Pfeil). C, D:
Endothelzellen begrenzen ein Lumen. Lichtmikroskop x 400

Mit Hilfe in Serie angefertigter Semidunnschnittpréaparate war es mdglich, das wabenartige
Muster, welches im Kapitel 5.1.1.3 (phasenkontrastmikroskopische Untersuchungen) be-
schrieben wurde, darzustellen. Dabei konnte innerhalb der Strange des Endothelzellnetzes
ein kontinuierliches, mit homogenem Material angefiilltes Lumen erfasst werden (Abbildung
22).
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T

Histologische Untersuchungen boviner Endothelzellen
des Corpus luteum der Kultur BCI RA1 nach 42 Tagen
in vitro.

Abbildung 22 = A: Kontinuierliche Ilumenisierte Struktur innerhalb eines
Zellstranges (Pfeil). B, C: Wabenartige Anordnung der Zellen,
innerhalb der Zellstrange Lumina, angefillt mit homogenem
Material (Pfeilspitzen). Lichtmikroskop x 400
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5.1.2.1.4 Endothelzellkultur BCI/ RA2

Die Zellen der Kultur BCI RA2 wiesen bei den histologischen Untersuchungen nach 28 Ta-
gen in Kultur intrazelluldre Vakuolen verschiedener GroRe auf. Sowohl Quer- als auch

Langsschnitte der tubuldren Strukturen zeigten ein Lumen. Die

Zellkerne richteten sich regelmafig zur abluminalen Seite aus (Ab-
bildung 23).

Histologische Untersuchungen boviner
Endothelzellen des Corpus luteum der Kultur
BCl RA2 nach 28 Tagen in vitro.

A: Intrazellulare Vakuole (Pfeil). B: Intrazellulare
Abbildung 23  Vakuole drangt den Zellkern in die Peripherie (Pfeil).
Lumen im Zellstrang mit homogenem Material
angefiillt (Pfeilspitze). C: Langsschnitt durch kapillar-
ahnliche Struktur. Die Zellkerne zeigen regelmaRig
nach abluminal (Pfeilspitzen). Lichtmikroskop x 400 C

84



Ergebnisse

5.1.2.2 May-Griinwald-Giemsa Farbung

Histologische Praparate nach May-Grinwald-Giemsa gefarbt, ermdglichten eine Aussage
Uber das Vorkommen von Apoptosen in den kultivierten Endothelzellen (BCI AA, BCI RN,
BCI RA1, BCI RA2). Die Untersuchungen wurden an den drei Eckterminen 14, 28 und 42
Tage nach Einsaat durchgefuhrt.

Dartber hinaus erlaubte diese Methode eine Beurteilung Uber das Vorhandensein von
Endothelzell-synthetisierter Matrix, sowie eine Interpretation Uber die Ausdehnung von

Lumina innerhalb solider endothelialer Strange.

5.1.2.2.1 Apoptosen

Apoptosen zeichnen sich durch eine Kondensation des Kernchromatins, eine hochgradige
Schrumpfung der Zelle und die Entstehung von apoptotischen Kérperchen aus. Es konnte
zwischen frihen und spaten Apoptosen differenziert werden (Abbildung 24). Als frihe Apop-
tose galt die Chromatinkondensation, die sich am Saum des Kerns einer Zelle als dunkler

Rand zeigte. Spate Apoptosen wurden

charakterisiert als vollstandige Kondensation |=
des Chromatins (dunkler Kern) und
beginnende Zellschrumpfung mit einem Kern-
Plasmaverhaltnis zugunsten des Kerns sowie '

durch eine komplette Schrumpfung der Zelle. / ’
Es wurde die Anzahl apoptotischer Zellen in

den verschiedenen Kulturen und Stadien

bestimmt (Tabellen 7 und 8). Zum anderen
wurde auch untersucht, wo Apoptosen
innerhalb des Zellrasens und wahrend der

vaskularen Entwicklung in vitro lokalisiert ‘

waren. 1 .

Abbildung 24

Histologische Darstellung von Apoptosen in
Endothelzellen des bovinen Corpus luteum
in vitro.

A: Friuhe Apoptose, Chromatinkondensation
(Pfeil) und spate Apoptose (Pfeilspitze). B: Spate -
Apoptose, pyknotischer Kern (Pfeilspitze). C:

Spate Apoptose, absolute Zellschrumpfung

(Pfeil). Lichtmikroskop x 400 C
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Zellkulturtyp

Prozentualer Anteil der Apoptosen

14 Tage in vitro

28 Tage in vitro

42 Tage in vitro

frih spat frih spat frih spat
BCI AA 1 1 2 0 1 1
BCI RN 3 2 2 0 3 1
BCl RA1 1 1 1 1 1 1
BCl RA2 2 2 3 2 2 1

Tabelle 7: Vergleichende Ubersicht iiber den prozentualen Anteil apoptotischer Zellen in
den mikrovaskuldaren Endothelzellkulturen BCI AA, BCI RN, BCI RA1, BCI RA2 des bovinen
Corpus luteum wahrend der vaskuldaren Entwicklung in vitro. In der Tabelle wird Bezug ge-
nommen auf die 2 unterschiedlichen Apoptosestadien (frith und spét).

Zellkulturtyp

Prozentualer Anteil der Apoptosen

14 Tage in vitro

28 Tage in vitro

42 Tage in vitro

BCI AA

BCI RN

BCl RA1

BCl RA2

Tabelle 8: Vergleichende Ubersicht iiber den prozentualen Anteil apoptotischer Zellen in
den mikrovaskuldaren Endothelzellkulturen BCI AA, BCI RN, BCI RA1, BCI RA2 des bovinen
Corpus luteum wahrend der vaskuldaren Entwicklung in vitro. In der Tabelle wird die Ge-
samtanzahl apoptotischer Zellen in Prozent dargestellit.
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Die hier beschriebenen Beobachtungen beziehen sich jeweils auf die Stadien mit dem

héchsten prozentualen Aufkommen von Apoptosen in den entsprechenden Endothelzelkultu-

ren (siehe Tabellen 7 und 8).

Es zeigte sich ein spezifisches Verteilungsmuster apoptotischer Zellen in zwei Kulturtypen.

Bei der Endothelzellkultur BC/ RA1 traten oft inmitten der zellfreien, runden Areale (siehe

5.1.1.3) apoptotische Zellen auf, wahrend Apoptose in der Endothelzellkultur BCI RA2 be-

vorzugt an endothelialen Strangen zu finden waren (Abbildung 25). Die Lokalisation apopto-
tischer Zellen in den Endothelzellen der beiden Kulturen BC/ AA und BCI/ RN zeigte kein

spezifisches Verteilungsmuster.
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Histologische Darstellung von Apoptosen in Endothelzellkulturen des
bovinen Corpus luteum nach 28 Tagen Inkubation im Selektivmedium
Abbildung 25 PO in vitro.

Spezifisches Verteilungsmuster apoptotischer Zellen in Kultur BC/I RA1
innerhalb von Endothelzellringen (Pfeil) und in Kultur BC/ RA2 an linear
angeordneten Endothelzellstrangen (Pfeilspitzen). Lichtmikroskop x 400
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5.1.2.2.2 Lumenbildung in der Endothelzellkultur BCI AA

In dieser Kultur zeichnete sich nach 28 Tagen ein chronologischer Verlauf der Lumenisie-

rung solider endothelialer Zellstrange ab (Abbildungen 26, 27).

Zunachst wurden einzelne, spater Gruppen von Zellen mit intrazellularen Vakuolen beobach-

tet. Diese Gruppen waren stets in den Bereichen erhohter Zelldichte (im Kapitel 5.1.1.1 be-

schrieben) vorzufinden. Hier vereinigten sich die benachbarten zentralen Zellen mit groRen

intrazellularen Vakuolen. Auf diese Weise entstanden kapillardhnliche endotheliale Tubuli,

die sich in die Peripherie ausdehnten. Innerhalb solider endothelialer Strange, welche von

den beschriebenen Zellclustern ausstrahlten, trat eine Front von Zellen mit intrazellularen

Vakuolen auf. Diese Entwicklung schritt von zentral nach peripher, bis schlief3lich nach 28

Tagen ein System kommunizierender endothelialer Réhren entstanden war.
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Histologische Untersuchungen an Endothelzellen des bovinen Corpus
luteum in vitro.
Endothelzellen der Zellkultur BC/ AA nach 28 Tagen Inkubation im
. Selektivmedium PO. A: Intrazellulare Vakuolen in drei benachbarten Zellen
Abbildung 26

(Pfeilspitzen), Zellmembran noch abgrenzbar (Pfeil). B: Lokalisation von
vakuolisierten Zellen stets innerhalb von Zellgruppen (Pfeilspitzen). Beginnende
Vakuolisierung den Zellgruppen benachbarter Endothelzellen (Pfeile).

Lichtmikroskop x 400

88



Ergebnisse
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C D
Histologische Untersuchungen an Endothelzellen des bovinen Corpus
luteum in vitro.
Endothelzellen der Zellkultur BC/ AA nach 28 Tagen Inkubation im
. Selektivmedium PO. A: Intrazellulare Vakuolen in drei benachbarten Zellen
Abbildung 27

(Pfeilspitzen). B: Kanalisierter Endothelzellstrang, beginnende Verzweigung
(Pfeil). C: Vom Zellcluster (Pfeilspitze) ausgehende Lumenisierung endothelialer
Strange (Pfeilspitze). D: Kommunizierendes System endothelialer Tubuli.
Lichtmikroskop x 400

5.1.2.2.3 Synthese faserartiger Strukturen

Die Zellen der Kultur BC/ AA wiesen eine intensive Synthese faserartigem Materials auf.

Faserartige Strukturen wurden sowohl intrazellular als auch extrazellular beobachtet. Der

extrazellulare Anteil war einerseits innerhalb tubularer Strukturen vorzufinden, andererseits

auch in unmittelbarer Umgebung der Zellen (Abbildung 28).
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5.1.2.2.4 Endothelzellkulturen BCI RN, BCI RA1, BCI RA2
Bei keiner der drei anderen Kulturen (BCI RN, BCI RA1, BCI RA2) war am histologischen

Praparat nach May-Grinwald-Giemsa die Ausbildung tubularer Strukturen, sowie die Syn-
these fibrillarer Strukturen visualisierbar.

Durch die transmissionselektronenmikroskopischen Untersuchungen und die Untersuchun-
gen an nach Richardson gefarbten Semidinnschnittpraparaten wurde jedoch Lumenbildung
bei den Kulturen BCI RA1 (siehe 5.1.2.1.3 bzw. 5.1.3.3) und BC/ RA2 (siehe 5.1.2.4 bzw.
5.1.3.4) nachgewiesen. Mittels transmissionselektronenmikroskopischen Untersuchungen
war eine Synthese fibrillarer Strukturen aller vier Endothelzellkulturen demonstrierbar (siehe
5.1.3.1,5.1.3.2,5.1.3.3, 5.1.3.4).
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5.1.3 Transmissionselektronenmikroskopische Untersuchung der mikrovasku-
laren Endothelzellkulturen BCI AA, BCI RN, BCI RA1, BCI RA2 in vitro

Fir die transmissionselektronenmikroskopische Analyse wurden die vier zu vergleichenden
mikrovaskularen Endothelzellkulturen in 24-Lochplatten auf gelatinierten Glasplattchen unter
identischen Bedingungen kultiviert. Als Nahrmedium diente das PO-Selektivmedium (siehe
3.1.4.3). Die Untersuchungen der Ultrastruktur der Zellen erfolgten nach 14, 28 und 42 Ta-

gen in Kultur.
5.1.3.1 Ultrastruktur der Endothelzellkultur BCI AA

Phasenkontrastmikroskopisch betrachtet bildeten diese Endothelzellen nach 14 Tagen in
Kultur ein Netzwerk aus mehrreihigen Zellstrallen. Bei der elektronenmikroskopischen Un-
tersuchung zeigten die Zellen zu diesem Zeitpunkt eine polymorphe Gestalt und unterschied-
liche GroRe. Auch die Zellkernform differierte von rund Uber oval bis langlich. Vereinzelt

konnten zwei Kerne ausgemacht werden.

Ultrastruktur boviner Endothelzellen aus dem Corpus
luteum der Kultur BClI AA nach 14 Tagen in vitro.
Abbildung 29 @ Gelappter Zellkern (N) mit tiefen Einkerbungen (Pfeilspitzen),
zahlreiche Organellen, insbesondere Mitochondrien (M). TEM
x 2.500
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Die euchromatischen Kerne enthielten oft mehrere (zwei bis drei) groRe Nukleoli. Tiefe Ein-
faltungen kennzeichneten das Profil der Zellkerne. An der Kernmembran waren Kernporen
sowie deren Diaphragma deutlich zu erkennen.

Im feingranuliert erscheinenden Zytoplasma waren tber den gesamten Zellleib hinweg Ribo-
somen und Polyribosomen sowie Glykogengranula verteilt. Ebenso zeigten sich zahlreiche
Mitochondrien vom Crista-Typ. Die Mitochondrien waren insbesondere in Kernndhe und in
der Peripherie unmittelbar an der Plasmamembran lokalisiert (Abbildung 29). In Gruppen
auftretende primare, sekundare sowie tertidre Lysosomen unterschiedlicher Gestalt (rund,
oval, keulenférmig) charakterisierten das Zellbild (Abbildung 30). Raues endoplasmatisches
Retikulum war zahlreich vorhanden und kam gleichmaRig verteilt im Zytoplasma als auch
vermehrt in Zellkernumgebung vor. Golgi-Felder waren ebenfalls in Zellkernnahe regelmafig
aufzufinden.

Vesikel und multivesikulare Koérperchen sowie ,coated vesicles zeigten sich frei im

Zytoplasma. An einigen Zellen traten pinozytotische Blaschen an der Zellmembran auf
(Abbildung 31/A).

Ultrastruktur boviner Endothelzellen aus dem Corpus luteum der
Kultur BCI AA nach 14 Tagen in vitro.

Abbildung 30 | A: Mitochondrien vom Crista-Typ (M) und Mikrofilamente (Pfeilspitzen). B:
Autophagolysosom (Ly) wahrend des Abbaus eines Mitochondriums (M). TEM A
x 16.000; B x 40.000

Die Kontaktstellen zwischen benachbarten Zellen traten in drei verschiedenen Formen auf:
1. Zwischen den aneinander grenzenden Zellen war ein erweiterter Interzellularspalt zu se-
hen, welcher durch in regelmafigen Abstanden angeordnete Desmosomen punktférmig ein-
geengt war. In diesen Interzellularspalt ragten zahlreiche Zellauslaufer (Abbildung 31/B). 2.
Es waren auch breitflachig aneinander gelagerte Zellen auszumachen, die nicht direkt in
Kontakt standen. Solche Zellen umgaben einen langlichen Interzellularspalt, der mit reichlich

longitudinal ausgerichtetem, fibrillarem Material angefullt war. Mit dieser extrazellularen Mat-
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rix standen die Zellen Gber Hemidesmosomen in Kontakt. 3. Zellen berlhrten sich auch Gber
lange Zellauslaufer, die sich teilweise weit Uberlappten. Ebenso waren auch lange Zellaus-
laufer zu sehen, die senkrecht zueinander standen und an die phasenkontrastmikroskopisch
beschriebenen ,Zellbricken* erinnerten.

Insgesamt zeichnete sich das Profil der Plasmamembran dieser Zellen durch viele Zellfort-
satze, wie Mikrovilli sowie Ausstilpungen und Invaginationen aus. Extrazellular trat reichlich
longitudinal ausgerichtetes, fibrillares Material in Erscheinung. Die dann extrazellularem Ma-
terial aufliegende Zellflache war glatt, die gegeniberliegende wies zahlreiche Protrusionen

auf.

Ultrastruktur boviner Endothelzellen aus dem Corpus luteum der
Kultur BClI AA nach 28 Tagen in vitro.

A: Endothelzellen mit Vakuolen (Pfeil), multivesikularen Korperchen
(Pfeilspitzen) und zahlreichen Mitochondrien (M). B: Endothelzellen mit
fingerférmigen Auslaufern (Pfeilspitzen), Desmosomen als Kontaktpunkte
(Pfeil). TEM A x 8.000; B x 10.000

Abbildung 31

Bei der Untersuchung, die am 28. Tag der Kultivierung durchgefihrt wurde, dominierte die
Anzahl spindelférmiger Zellen. Auslaufer benachbarter Zellen Uberlappten sich breitflachig
und griffen dabei fingerférmig ineinander, wobei nur ein schmaler Interzellularspalt auftrat.
Punktuell angeordnete Kontaktstellen in diesen Bereichen wurden von Desmosomen und
Llight junctions® gebildet. Spindelférmige Zellen lagen oft in 2-3 Schichten Ubereinander.
Zwischen solchen parallel angeordneten Zellen o6ffnete sich ein kontinuierlicher
Interzellularspalt, der mit longitudinal ausgerichtetem, fibrillarem Material angefullt war. Die
Zellen standen Uber Halbdesmosomen mit dem fibrillarem Material in Kontakt. Einige
Endothelzellen enthielten in ihrem Zellleib membranumgrenzte, unterschiedlich grofe
Vakuolen, bis zu 8 Stick in einer Zelle, wovon kleinere optisch leer erschienen, groliere
Zelldetritus enthielten (Abbildung 32). Zum Teil konfluierten die Vakuolen. In diesem Stadium

war die Anzahl der Organellen im Vergleich zum Tag 14 unverandert. Multilamellare
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Korperchen konnten jetzt ausgemacht werden. Des weiteren wurde beobachtet, dass
Endothelzellen ihren Zellkdrper kreisformig gebogen hatten und ihre Zellenden sich
vereinigten, wodurch zentral ein mit Matrix angefullter Hohlraum umschlossen wurde
(Abbildung 33).

Ultrastruktur boviner Endothelzellen aus dem Corpus luteum der
Kultur BCI AA nach 28 Tagen in vitro.

A: Endothelzelle mit unterschiedlich groRen intrazellularen Vakuolen (V),
Abbildung 32 Zellkern (N). B: Nahaufnahme der identischen Zelle, aktive Kernmembran,
Nukleolus (Nk), Kernpore (Pfeil). C: Nahaufnahme einer Vakuole der
identischen Zelle, Zellfragmente (Pfeilspitzen). TEM A x 2.000; B und C x
12.500
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Am Tag 42 konnten regelmaRig réhrenartige Hohlrdume in Quer- und Langsschnitten der tu-

bularen Strukturen beobachtet werden. Die Querschnitte zeigten Lumina, die von 1-3 Zellen

gebildet waren, wobei die Zellkerne sich nach abluminal wdlbten (Abbildung 34). In Langs-

schnitten konnte gezeigt werden, dass sich langliche benachbarte Zellen breitflachig tber-

lappten und Uber Desmosomen in Kontakt standen. Die Zellen erzeugten somit eine ge-

schlossene Hulle um das zentral entstandene Lumen. Wieder traten Kontakte zwischen dem

intraluminalen Material und den umgebenden Zellen in Form von Halbdesmosomen auf.

Auch in diesem Stadium war kein Unterschied in der Anzahl der Organellen im Vergleich zu

den friheren Stadien festzustellen.
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Abbildung 34

Ultrastrukturelle Darstellung
boviner Endothelzellen aus dem
Corpus luteum der Kultur BClI AA
nach 42 Tagen in vitro.

A: Langsschnitt, Lumen (L) angefiillt
mit fibrillarem Material und
Zellfragmenten (Pfeilspitzen), Zellkern
(N) abluminal orientiert. B: Querschnitt,
das Lumen (L) ist angefillt mit
fibrillarem Material und Zellfragmenten
(Pfeilspitze), Zellkern (N) abluminal
orientiert. TEM x 1.600
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Die Praparate, die am Tag 63 der Inkubation angefertigt wurden, demonstrierten lange tubu-
lare Strukturen, die von Endothelzellen flach ummantelt wurden. Die Zellkerne waren zentral
im Zellleib lokalisiert und von langlicher Gestalt. Innerhalb der tubuldren Strukturen befanden
sich Zellfragmente und fibrillares Material. Abschnittweise waren die Tubuli von einer zweiten
Zellschicht umgeben (Abbildung 35, siehe auch Abbildung 18).

Ultrastruktur boviner Endothelzellen aus dem Corpus

luteum der Kultur BCI AA nach 63 Tagen in vitro.

Ausschnitt aus der Wand einer tubularen Struktur. Endothelzellen
Abbildung 35 mit l1anglichen, zentral standigen Zellkernen (N). Zwei Zellschichten
bilden die tubulare Struktur (Pfeilspitzen). Pfeile markieren den
Ubergang zum luminalen (L) Bereich, welcher mit Zellfragmenten
und fibrillarem Material angefiillt ist. TEM x 2.500
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5.1.3.2 Ultrastruktur der Endothelzellkultur BC/ RN

Zelltyp BCI RN lag nach 14 Tagen in vitro Kultivierung im konfluenten Monolayer vor. Die
elektronenmikroskopische Darstellung zeigte Zellen von vorwiegend polygonaler bis
langlicher Gestalt. In den Zellen war stets nur ein Zellkern. Es traten sowohl gelappte als
auch gleichmafig geformte Zellkerne auf. Die euchromatischen Kerne enthielten oft zwei bis
drei Nukleoli. Kernporen waren deutlich zu erkennen.

Paraplasmatische Einschlisse lieien das Zytoplasma feingranuliert erscheinen. Insgesamt
zeichnete sich diese Endothelzellkultur durch einen sehr hohen Organellenreichtum aus
(Abbildung 36). Das Zytoplasma war angeflllt von Mitochondrien vom Crista-Typ, rauem en-
doplasmatischem Retikulum (z.T. von dilatierter, vesikularer Form), freien Ribosomen, Poly-
ribosomen und Glykogendepots. Ausgepragte Golgi-Felder lagen regelmafig vor. Wahrend
primare und sekundéare Lysosmen mit elektronendichtem homogenem Inhalt vereinzelt vor-
kamen, traten unter der Zelloberflache zahlreiche Sekretvesikel, vor allem Pinozytosevesikel,
aber auch multivesikulare Kérperchen sowie ,coated vesicles” auf. In der Peripherie durch-

zogen longitudinal ausgerichtete Blndel von Mikrofilamenten den Zellkdrper.

Ultrastruktur boviner Endothelzellen aus dem Corpus luteum der
Kultur BCI RN nach 14 Tagen in vitro.

Die Zelle ist reich an Organellen. Mitochondrien (M), raues endo-
plasmatisches Retikulum (rER), Nukleus (N), Nukleolus (Nk). TEM x 2.000

Abbildung 36
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Die Plasmamembran prasentierte Zellfortsatze verschiedener Lange. Darunter kamen Mikro-
villi auch von atypischer z.B. lanzenformiger Form vor. Die aktive Zellmembran dieser Zellen
war aulerdem von zahlreichen Ein- und Ausstulpungen gekennzeichnet. In Kontakt traten
die Zellen durch sich teilweise breitflachig Uberlappende Zellauslaufer. Ein erweiterter Inter-
zellularspalt zwischen benachbarten Zellen war in regelmaRigen Abstanden von einzelnen
Desmosomen unterbrochen (Abbildung 37). Die Zellen traten auch Uber gap junctions in Be-
rihrung. Im Extrazellularbereich war fibrillares Material, ahnlich dem intrazellularen, anzutref-

fen.

Ultrastruktur boviner Endothelzellen aus dem Corpus luteum der
Kultur BCI RN nach 14 Tagen in vitro.

Abbildung 37 @ A: Pinozytosevesikel (Pfeile) und intrazellulare Vesikel (Pfeilspitzen). B:
Zellkontakte Desmosomen (Pfeil). C: Sich Uberlappende Zellauslaufer. TEM A
x 16.000; B x 12.000; C x 4.000
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Die elektronenmikroskopischen Untersuchungen vom Tag 28 der in vitro Kultivierung unter-
schieden sich hinsichtlich des Organellenreichtums der Zellen. Insbesondere die Anzahl der
Mitochondrien vom Crista-Typ war deutlich reduziert. Auch Golgi-Komplexe waren seltener
zu beobachten. Im Gegensatz dazu trat eine andere Organellenspezies auf. Diese Gebilde
waren rund bis oval, von einer Membran umgrenzt und mit hellem, lipidartigem Inhalt (Abbil-
dung 38). Sie traten herdférmig am aufieren Pol der Zellen auf und waren haufig von kleinen
Vesikeln und Stapeln des rauen endoplasmatischen Retikulums umgeben. Weitere morpho-
logische Besonderheiten waren zum Untersuchungszeitpunkt von 42 Tagen nicht zu ver-
zeichnen, mit Ausnahme der Anzahl der Mitochondrien, die im Vergleich zu den vorausge-

henden Stadien reduziert war.

Abbildung 38

Ultrastrukturelle Darstellung boviner
Endothelzellen aus dem Corpus luteum
der Kultur BClI RN nach 28 und 42 Tagen
in vitro.

A (28 Tage in vitro): Primare und sekundare
Lysosomen (Ly), raues endoplasmatisches
Retikulum (rER), membranumgrenzte Strukturen
mit lipidartigem Inhalt (Pfeilspitzen) umgeben
von kleinen Vesikeln (Pfeile).

B (42 Tage in vitro): Multilamelldres Kérperchen
(Pfeil), Golgi-Felder (GF), Mitochondrium (M).
TEM A x 12.500; B x 16.000
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5.1.3.3 Ultrastruktur der Endothelzellkultur BCI RA1

Diese Zellkultur bildete nach 14 Tagen in vitro ein Monolayer aus polygonalen und spindel-
férmigen Zellen. Im Monolayer waren im Anschluss an die Konfluenz vereinzelt zellfreie ring-
férmige Bereiche entstanden. Elektronenmikroskopisch zeigten die Zellen zu diesem Zeit-
punkt eine polymorphe Gestalt. Die Zellkerne waren meist rund. Alle untersuchten Zellen
verfigten nur Uber einen Zellkern. Die euchromatischen Kerne enthielten selten Nukleoli,
manche Kerne jedoch verfligten Gber mehrere (zwei bis drei) grofse Nukleoli. Die Kernmemb-
ran war glatt und Kernporen waren deutlich zu erkennen (Abbildung 39 und 41).

Im granuliert erscheinenden Zytoplasma traten tber den gesamten Zellleib hinweg sehr viele
freie Ribosomen und Polyribosomen sowie Glykogengranula auf. In der Peripherie kamen
vereinzelt Mitochondrien vom Crista-Typ und Zisternen des rauen endoplasmatischen Reti-
kulums vor. Golgi-Stapel, Pinozytosevesikel und freie Vesikel waren sparlich vorhanden,

wahrend Lysosomen mit elektronendichtem Inhalt zahlreich vertreten waren.

Ultrastruktur boviner Endothelzellen aus dem Corpus luteum der
Kultur BCI RA1 nach 42 Tagen in vitro.

Endothelzellen mit heterochromatischen Kernen (N), einige Zellkerne mit
Nukleolus (Nk), maRig viele Zellorganellen im granulierten Zytoplasma,
zahlreiche interzellulare Kontaktstellen (Pfeile).

TEM x 2.000

Abbildung 39
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Uber inre Oberflache standen die Endothelzellen z.T. breitflachig in Kontakt. In diesen Kon-
taktbereichen waren die Zellen durch einzeln auftretende Desmosomen verankert. Mitunter
waren auch ,tight junctions® zu erkennen.

Weitreichende Interzellularspalten zwischen langlichen, parallel angeordneten Zellen waren
mit fibrillarem Material bzw. Zelldetritus angefullt. Halbdesmosomen fixierten die Zellen an

der Matrix im Interzellularspalt (Abbildung 40).

e

T

Ultrastruktur boviner Endothelzellen aus dem Corpus luteum der
Kultur BClI RA1 nach 28 Tagen in vitro.

A: Kontaktstellen zwischen Nachbarzellen (Pfeil), dazwischen extrazellulare
Matrix (EZM). B: Extrazellulare Matrix (EZM). C: Fingerférmiges
Ineinandergreifen benachbarter Zellen (Pfeile), extrazellulare Matrix (EZM) im
Interzellularspalt (Pfeilspitzen), Mitochondrium (M), Zisternen des rauen
endoplasmatischen Retikullums (rER). D: Zellauslaufer (Pfeil), Desmosom
(Pfeilspitze). TEM A und D x 10.000; B x 8.000; C x 16.000

Abbildung 40
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Die Oberflache dieser Zellen war durch zahlreiche Ausstllpungen und Invaginationen unre-
gelmalig geformt. In der Peripherie des Zellkorpers traten longitudinal ausgerichtete, fibrilla-
re Bindel des Zytoskeletts auf. Auch im Extrazellularraum waren reichlich Mikrofilamente
anzutreffen.

Die transmissionselektronenmikroskopischen Untersuchungen am 28. Tag der in vitro Kulti-
vierung ergaben folgende ultrastrukturelle Veranderungen: Vorwiegend langliche Zellen la-
gen nun breitflachig in zwei Schichten Gbereinander. lhre Zellkerne waren gelappt und die
Anzahl ihrer Zellorganellen war deutlich erhdht. Vor allem in der Peripherie der Zellen waren
Mitochondrien vom Crista-Typ und Zisternen des rauen endoplasmatischen Retikulums zu
beobachten. Golgi-Komplexe kamen regelmaRig vor. Andererseits waren weniger freie Ribo-
somen im Zytoplasma, dadurch erschien der Zellleib weniger granuliert. Lysosomen und pi-
nozytotische Vesikel traten verteilt im gesamten Zellleib auf. Die Vesikel waren mit elektro-
nendichtem, homogenem Inhalt gefiillt. Die Zellmembran zeigte nur noch vereinzelt lange,
dunne Mikrovilli, war sonst aber glatt.

Nach 42 Kultivierungstagen erschienen die Kerne dieser Endothelzellen heterochromatisch,
ihre Doppelmembran deutlich abgegrenzt und perinukledre Zisternen waren auszumachen.
Der Gehalt an Organellen hatte weiterhin zugenommen. Uber den gesamten Zellleib waren
Mitochondrien und raues endoplasmatisches Retikulum (rER) verteilt. Manche Zisternen des
rER standen mit dem Zellkern in Kontakt. Des weiteren zeigten sich in hoher Anzahl Lyso-

somen sowie pinozytotische Vesikel, auch multivesikulare Kérperchen und ,coated vesicles*.

Ultrastruktur boviner Endothelzellen aus dem Corpus luteum der

Kultur BClI RA1 nach 14 Tagen in vitro.

Abbildung 41 = A: Léangliche Endothelzelle mit Zellkern (N) und zwei Nukleoli (Nk). B:
Endothelzelle mit Zellkern (N). In diesem Stadium sind wenige Zellorganellen im
Zytoplasma der Zellen. TEM x 2.500
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In diesem Stadium waren die Zellen in Tubuli organisiert. Die Endothelzellen ummantelten
ein Lumen, welches mit longitudinal ausgerichtetem, extrazellularem Material angefullt war.
Dabei waren die Zellkerne nach aufden, also abluminal, orientiert. Die UnregelmaRigkeit der
auReren Plasmamembran begrenzte sich nun auf den vom Lumen abgewandten Pol der Zel-
len (Abbildung 42).

Das deutlich ausgepragte Zellskelett bestand aus scherengitterférmig angeordneten Faser-

proteinen.
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5.1.3.4 Ultrastruktur der Endothelzellkultur BCI/ RA2

Die Endothelzellen zeigten sich nach 14 Tagen in vitro Kultivierung im Monolayer. Die An-
zahl der Zellen hatte sich um ca. 30 % reduziert, persistierende Endothelzellen waren lang-
gestreckt und linear angeordnet. Das transmissionselektronenmikroskopische Bild dieses
Zelltyps unterschied sich kaum vom Typ BC/ RA1. Langliche und polymorph geformte Zellen
mit runden und ovalen Kernen waren einzeln und in Ketten hintereinander liegend vorzufin-
den. Bis zu drei Nukleoli kamen in den euchromatinreichen Zellkernen vor, welche von einer
glatten, deutlich ausgepragten Kernmembran umhdllt waren (Abbildung 43).

Das Zytoplasma war fein granuliert. Uber den gesamten Zellleib hinweg verteilten sich viele
freie Ribosomen sowie Polyribosomen und Glykogengranula. Wenige Organellen, v.a. Mito-
chondrien vom Crista-Typ, befanden sich vorwiegend in Umgebung der Plasmamembran.
Golgi-Felder und raues endoplasmatisches Retikulum waren sparlich zugegen. Entspre-
chend reduziert war auch die Anzahl der Lysosomen, von denen nur sekundare mit elektro-

nendichtem, homogenem Inhalt zu sehen waren.

Ultrastruktur boviner Endothelzellen aus dem Corpus luteum der
Kultur BClI RA2 nach 14 Tagen in vitro.

Abbildung 43 Langliche Zellen mit ovalen Kernen (N), Nukleolus (Nk), einseitige
Ausstlilpungen der Zellmembran (Pfeile), extrazellulare Matrix (EZM).
TEM x 1.600
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Nebeneinander liegende Zellen nahmen punktuell Gber Desmosomen miteinander Kontakt
auf, ,tight junctions® waren vereinzelt zu erkennen. Bereits in diesem frihen Stadium bildeten
die Zellen der Kultur BCI RAZ2 intrazellulare Vakuolen aus (Abbildung 44).

Nach 28. Tagen in Kultur konnten parallel zueinander angeordnete Endothelzellketten beo-
bachtet werden. Ein schmaler, interzellularer Spalt schob sich zwischen die Endothel-
zellstrange. Der Spalt war mit fibrillarer, extrazellularer Matrix angefillt. Auch diese Zellen
befestigten sich Uber Halbdesmosomen an dem Material im Interzellularspalt.

Ahnlich den Endothelzellen der Kultur BC/ RA1 war die Oberflache dieser Zellen unregelma-
RBig und durch zahlreiche Ausstilpungen und Invaginationen, sowie Mikrovilli gekennzeich-
net. Die Protusionen waren stets von dem mit fibrillarem Material angefiillten Spalt abge-

wandt. Im Ubrigen Extrazellularraum war ebenfalls fibrillares Material anzutreffen.

Ultrastruktur boviner Endothelzellen aus dem
Corpus luteum der Kultur BCI RA2 nach 14
Tagen in vitro.

Intrazellulare Vakuolen (V), Zellkern (N), Nukleolus
(Nk), wenige Organellen, raues endoplasmatisches
Retikulum (rER). TEM x 5.000

Abbildung 44
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5.2 Immunzytochemischer Nachweis von Stammzellantigenen bei Endothel-
zellen verschiedener Entwicklungsstadien des bovinen Corpus luteum in

vitro

Die Prasenz von Markerproteinen, die sowohl von hamatopoietischen Stammzellen als auch
von Endothelzellen und deren Progenitoren gebildet werden, wurde untersucht.

Die mikrovaskularen Endothelzellen aus den verschiedenen Stadien boviner Corpora lutea
wurden auf gelatinierte Glasplattchen ausgeséat und mit DMEM™ (siehe 3.1.4.2) inkubiert. Die
Absenz der im Selektivmedium (siehe 3.1.4.3) enthaltenen Komponenten zur Stimulation der
Angiogenese, sollte eine mdégliche Differenzierung der Zellen verzégern. Nach der 3-tagigen

Inkubationszeit wiesen die Zellen eine unterschiedliche Dichte und Zellform auf (Tabelle 9).

Zellkulturtyp Morphologie

BCI AA Zellrasen aus vorwiegend langlichen und einzelnen polygonalen
Zellen, fokal Bereiche mit héherer Zelldichte (konfluent)

BCI RN Zellrasen aus polygonalen Zellen, zahlreiche zellfreie Areale
(subkonfluent)

BCI RA1 Zellrasen aus runden Zellen, zahlreiche zellfreie Areale
(subkonfluent)

BCI RA2 Zellrasen aus langlichen Zellen, zahlreiche zellfreie Areale
(subkonfluent)

Tabelle 9: Morphologisches Erscheinungsbild der untersuchten Zellkulturen des bovinen Cor-
pus luteum nach 3 Tagen in vitro.
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5.2.1 Immunzytochemische Markierung mit anti-CD31 (Platelet Endothelial Cell
Adhesion Molecule, PECAM-1)

Die Prasenz des Transmembran-Immunglobulins CD31 wurde in allen untersuchten Kulturen
beobachtet (Abbildung 45). Mit dem monoklonalen anti-human-PECAM-1 Antikorper
markiert, konnte eine diffuse Verteilung des Antigens an der gesamten Zytoplasmamembran
der Zellen ausgemacht werden. Auch intrazellulare Epitope banden den Antikorper. Die
héchste Konzentration war jeweils in Zellkernnahe aufzufinden, wobei die Kernregion selbst
keine Markierung aufwies. Traten die Zellen Uber Auslaufer in Kontakt, waren auch diese

deutlich angefarbt.

soiRa1® o & L BCIRA%

Immunzytochemischer Nachweis von CD31 in Endothelzellen des
bovinen Corpus luteum nach 3 Tagen in vitro Kultivierung in
serumreduziertem Medium DMEM™.

Abbildung 45 Das Transmembran-Immunglobulin CD31 ist in allen Kulturen (BCI AA, BCI
RN, BCI RA1, BCl RA2) nachzuweisen. Diffuse Verteilung des Antigens
intrazellular und an der Zytoplasmamembran der Zellen (Pfeilspitzen), die
Zellauslaufer sind deutlich angefarbt (Pfeil). Lichtmikroskop x 400
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Wahrend die Zellen der Kulturen BC/I RA1 und BCI RA2 anndhernd zu 100% positiv
reagierten, waren bei den Kulturen BC/ AA und BCI RN nur ca. 65 % der Zellen
immunopositiv (Tabelle 10). Ein spezifisches Verteilungsmuster positiver Zellen der Kulturen
BCI AA und BCI RN wurde nicht beobachtet.

Da die Kinetik des Expressionsmusters von PECAM-1 fir die Interpretation der Ergebnisse
ausschlaggebend ist, wurde die immunzytochemische Markierung der Zellen mit diesem
Marker nach 7 Tagen Inkubation in dem angiogeneseférdernden Medium PO wiederholt. Die
Prasenz des Transmembran-Immunglobulins CD31 wurde nach 7 Tagen Inkubation in den
vier Kulturen BCI AA, BCI RN (Abbildung 46), BCI RA2 und BCI/ RA1 in annahernd 100%

Zellen nachgewiesen.

Immunzytochemischer Nachweis von CD31 in Endothelzellen des
bovinen Corpus luteum nach 7 Tagen in vitro Kultivierung in
Abbildung 46 angiogeneseforderndem Medium PO.

Das Transmembran-Immunglobulin CD31 ist in den Kulturen BC/ AA und
BCI RN in fast allen Zellen nachzuweisen. Lichtmikroskop x 100
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5.2.1.1 Kontrollen

Parallel zu den immunzytochemischen Untersuchungen wurden stets Kontrollen des
Detektionsystems durchgeflihrt. Anstelle eines Sekundarantikdrpers wurden die Zellen
hierfir mit Mausserum bzw. mit PBS-Puffer inkubiert. Die Kontrollen zeigten keine
unspezifischen Bindungen (Abbildung 47).
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Endothelzellen des bovinen Corpus luteum nach 3 Tagen in vitro
Abbildung 47 Kultivierung in serumreduziertemm Medium DMEM™. Die Zellen zeigen
keine unspezifischen Bindungsreaktionen. Lichtmikroskop x 400

5.2.2 Immunzytochemische Markierung mit anti-CD34

Das Oberflachen-Glykophosphoprotein CD34 konnte lediglich an Zellen der Kultur BCI AA
nachgewiesen werden. Wie der Abbildung 48 entnommen werden kann, wurden bei dieser
Zellkultur sowohl intrazellulare Domanen des Molekiils, als auch Zelloberflachenepitope von
dem Antikérper markiert. Insbesondere interdigitierende Zellauslaufer waren stark angefarbt.

Unter den ca. 40% immunopositiven Zellen (Tabelle 10) dieser Kultur waren schwacher und
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starker reagierende Zellen aufzufinden. Die Markierung der Zellen zeichnete ein auffalliges,
wiederkehrendes Verteilungsmuster ab. Die Zellen, welche eine intensivere Markierung
zeigten, befanden sich in den im morphologischen Teil der Arbeit beschriebenen ,Starting
Points®, den Zellarealen mit hoherer Zelldichte und zahlreichen Mitosen, von denen die

vaskulare Entwicklung ausging.
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5.2.2.1 Kontrollen

Zur Kontrolle wurden anstelle eines Antikérpers mit Mausserum bzw. mit PBS-Puffer inku-
biert. Die Kontrollen erwiesen geringgradig unspezifische Niederschlage des biotinylierten
Sekundarantikdrpers im Zytoplasma der Zellen (Abbildung 49). Die spezifischen Bindungen
konnten davon deutlich differenziert werden. Eine vierfache Wiederholung der Tests gewahr-

leistete Sicherheit der Ergebnisse.
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5.2.3 Immunzytochemische Markierung mit anti-CD117 (c-kit)

CD117, der Transmembran-Tyrosin-Kinase-Rezeptor des Wachstumsfaktors Stammzellfak-
tor (SCF), konnte in allen Zellkulturen nachgewiesen werden (Tabelle 10). Jedoch traten er-
hebliche Unterschiede in der Intensitat der Markierung und im Verteilungsmuster positiver
Zellen innerhalb des Zellverbands sowie in der zelluldren Lokalisation dieses Molekils auf.
Annahernd alle Zellen der Kultur BC/ AA zeigten Bindung des polyklonalen Antikdrpers anti-
human-CD117 (Abbildung 50). Die hdchste Intensitat fand sich fokal in Loci mit hoher
Zelldichte (,Starting Points®). Innerhalb solcher Bereiche waren regelmalig stark positive,
mitotische Zellen aufzufinden. Die benachbarten Zellen zwischen den zelldichten Arealen
zeigten schwachere Anfarbung. Markierungen wurden sowohl an zytoplasmatischen als
auch an membrandsen Epitopen beobachtet. Die Reaktion an der Zellmembran war
punktférmig und diffus an den Oberflachen der Zellen sichtbar.
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Die markierten Zellen der Kulturen BC/ RA1 und BC/ RN liel3en kein spezielles Verteilungs-
muster des Antigens innerhalb der Zellrasen erkennen. Es fand Uberwiegend eine schwache,
paranukledre, zytoplasmatische Reaktion statt. Einzelne Zellen zeigten eine Reaktion, die
punktuell und diffus lokalisiert war (Abbildung 51).

Epitope des Stammzellfaktor-Rezeptors wurden auch bei Zellen der Kultur BC/ RA2 nach-
gewiesen. Diese Zellen zeigten ausschlieRlich zytoplasmatische Reaktivitat. Die Intensitat
konzentrierte sich in paranuklearen Bereichen, andere Teile des Zellkérpers waren schwach
markiert (Abbildung 51). Eine vergleichende Ubersicht tUber den prozentualen Anteil positiver

Zellen innerhalb der Kulturen wird in Tabelle 10 dargestellit.
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Immunzytochemischer Nachweis des Transmembran-Tyrosin-
Kinase-Rezeptors CD117 in Endothelzellen des bovinen Corpus
luteum nach 3 Tagen in vitro Kultivierung in serumreduziertem
Medium DMEM™.

Abbildung 51 Schwache, paranukledre, zytoplasmatische Reaktionen in den Zellen der
Kulturen BCI RA1 und BC/ RN, einzelne Zellen zeigen punktférmige
Immunopositivitdt (Pfeilspitzen). Kultur BC/ RA2 zeigt ausschlieRlich
zytoplasmatische Reaktivitat, mit hochster Konzentration in paranukledren
Bereichen. Lichtmikroskop x 400
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5.2.3.1 Kontrollen

Zum Ausschluss unspezifischer Ergebnisse wurden parallel zu den Testreihen Kontrollan-

satze durchgefihrt. Anstelle des Erst-Antikérpers fand eine Inkubation der fixierten Zellen mit

PBS-Puffer bzw. Kaninchenserum statt. Sehr geringflgige zytoplasmatische Reaktionen wa-
ren in den Endothelzellen der Zellkultur BC/ AA zu finden. In den Kulturen BC/ RN, BCI RA1

und BCI RA2 waren unspezifische Reaktionen auszumachen (Abbildung 52).
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Endothelzellen des bovinen Corpus luteum nach 3 Tagen in vitro
Kultivierung in serumreduziertem Medium DMEM™,
Abbildung 52 Keine unspezifischen Reaktionen treten bei den Zellen der Kulturen BC/ RN,

BCl RA1, BCI RA2 auf. Minimale zytoplasmatische Reaktionen in den
Endothelzellen der Zellkultur BC/ AA (Pfeilspitzen). Lichtmikroskop x 400
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5.2.4 Immunzytochemische Markierung mit anti-Vascular Endothelial Growth
Factor-Receptor 2 (VEGF-R2, KDR)

Domanen des Transmembran-Tyrosin-Kinase-Rezeptors KDR konnten bei allen untersuch-
ten Zellkulturtypen nachgewiesen werden. Das Verteilungsmuster des Antigens war in den
Kulturen unterschiedlich ausgepragt (Abbildungen 53 und 54). Aus Tabelle 10 wird ersicht-
lich, welchen prozentualen Anteil die positiven Zellen innerhalb der verschiedenen Kulturen
einnahmen.

Immunopositivitat zeigten ca. 60% der Zellen der Kultur BC/ AA fur den polyklonalen Antikor-
per VEGF-R2. Die héchste Intensitat der Markierung fand sich fokal in Loci mit hoher Zell-
dichte. Innerhalb solcher Bereiche waren stark positive mitotische Zellen aufzufinden (,Star-
ting Points“). Die benachbarten Zellen zwischen den zelldichten Arealen zeigten eine schwa-
chere Anfarbung. Markierungen wurden sowohl an zytoplasmatischen als auch an membra-
nésen Epitopen beobachtet. Die Reaktion war punkférmig und diffus an den Oberflachen der
Zellen verteilt.
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Die Zellen der Kulturen BC/ RA1, BC/ RA2 und BC/ RN liel3en nach 3 Tagen in vitro Kultivie-
rung kein spezifisches Verteilungsmuster positiver Zellen erkennen (Abbildung 54). Wahrend
die Zellen der Kultur BC/ RN schwéachere Bindungsreaktionen mit dem Antikorper zeigten,
reagierten eine hohere Anzahl der Zellen dieser Kultur als vergleichsweise der Kulturen BC/
RA1 und BCI RA2, welche daflr intensiver gefarbt waren (Tabelle 10). Insgesamt fanden bei

diesen Kulturen zytoplasmatische Reaktionen statt, die teilweise paranukleéar intensiver wa-

ren.
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Immunzytochemischer Nachweis des Transmembran Tyrosin-Kinase:
Rezeptors VEGF-R2 in Endothelzellen des bovinen Corpus luteum
nach 3 Tagen in vitro Kultivierung im serumreduzierten Medium
Abbildung 54 DMEM™.

Die Kulturen BC/ RA1, BClI RA2 und BCl RN zeigen kein spezifisches
Verteilungsmuster positiver Zellen. Es zeigen sich zytoplasmatische (Pfeile)
und paranukleare Immunopositivitat (Pfeilspitzen). Lichtmikroskop x 400
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5.2.4.1 Kontrollen

Zum Ausschluss unspezifischer Reaktionen wurden parallel zu den Testreihen Kontrollan-
satze durchgeflihrt. Anstelle des Erst-Antikdrpers fand eine Inkubation der Zellen mit PBS-
Puffer bzw. Kaninchenserum statt. Keine der 4 Endothelzellkulturen BC/ AA, BCI RN, BCI
RA1 und BCI RA2 liel3 unspezifische Bindungen beobachten (Abbildung 55).

BCI AA BCI RN

BCI RA1 BCI RA2

Darstellung der Kontrollen in Endothelzellen des bovinen Corpus
luteum nach 3 Tagen in vitro Kultivierung in serumreduziertem
Medium DMEM™.

Die Zellen zeigen keine unspezifischen Reaktionen. Lichtmikroskop x 400

Abbildung 55
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5.2.5 Tabellarische Ubersicht der immunzytochemischen Untersuchungen mit

Stammzellmarkern

Zellkulturtyp

Prozentualer Anteil markierter Zellen

CD31 CD34 CDh117 VEGF-R2
BCIl AA 65% 40% 90% 60%
BCI RN 65% 0% 67% 60%
BCl RA1 98% 0% 80% 40%
BCl RA2 93% 0% 71% 40%

Tabelle 10: Vergleichende Ubersicht iiber den prozentualen Anteil der positiven Zellen bei den
mikrovaskuldaren Endothelzellkulturen BCI AA, BCI RN, BCI RA1, BCI RA2 des bovinen Corpus

luteum.

120



Ergebnisse

5.3 Immunzytochemischer Nachweis der Zelladhasionsmolekiile anti-Integrin
B1 (CD29) und anti-Integrin a3 (CD51/61) mikrovaskularer Endothelzellen

aus dem bovinen Corpus luteum

Es wurde ermittelt, ob auf den Endothelzellen der vier zu vergleichenden Kulturen die In-
tegrine B1 (CD29) und ayB3 (CD51/61) nachzuweisen sind. Diese werden sowohl von Endo-
thelzellen als auch von hamatopoietischen Stammzellen exprimiert. Des Weiteren wurde un-
tersucht, ob ein Zusammenhang zwischen diesen Rezeptorproteinen und der Fahigkeit der
Endothelzellen in kapillarahnliche, dreidimensionale Strukturen zu differenzieren, besteht.

Die mikrovaskularen Endothelzellen wurden hierfir auf gelatinierten Glasplattchen in 24-
Lochplatten ausgesat. Als Nahrmedium wurde das die Angiogenese stimulierende PO (siehe
3.1.4.3) benutzt. Nach 28 bzw. 42 Tagen in Kultur wurden die Endothelzellen mit den ent-

sprechenden Antikorpern inkubiert.

5.3.1 Immunzytochemische Markierung mit anti-Integrin 1 (CD29)

In unterschiedlicher Intensitat konnte das Integrin CD29 in allen Endothelzellkulturen nach-
gewiesen werden. Dabei zeigte sich kein Unterschied zwischen den nach 28 und 42 Tagen
untersuchten Kulturen. Die Endothelzellen der Kultur BC/ AA wiesen eine intensive Markie-
rung an ihren Membranen auf. Insbesondere die kommunizierenden Zellgrenzen waren deut-
lich angefarbt. Es bestand kein spezifisches Verteilungsmuster des Integrins im Zellrasen.
Diese Markierung visualisierte die ausgepragte Dreidimensionalitat der tubularen Strukturen
der Endothelzellen (Abbildung 56). Mittels der im Kapitel Methoden (4.5.5) beschriebenen
Fokussierungstechnik wurde ein kurzer Film angefertigt, welcher die Dreidimensionalitat der
Kultur BC/ AA deutlich demonstriert. Dieser Film wurde auf die CD-ROM gebrannt, die als

Bestandteil der vorliegenden Arbeit beigelegt ist.
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Ebenso immunopositiv reagierten die Zellen der Kultur BCI RN. Die Prasenz des Integrins
war auf der Oberflache der Zellen deutlich erkennbar. Wiederum zeigten besonders Zellkon-
takte eine starke Reaktion (Abbildung 57).
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Unterschiede in der Intensitat der Anfarbung zeigten sich in Endothelzellkultur BCI RA1.
Grundsatzlich war das Integrin auf allen Zellen der Kultur nachzuweisen, jedoch beschrank-
ten sich starke Anfarbungen auf die an Ringstrukturen beteiligten Zellen (Abbildung 58).
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Die Zellen der Zellkultur BC/ RA 2 zeigten unterschiedliche Prasenz des Integrins CD29 auf
ihrer Membran. Die Endothelzellen, welche in tubuldren Strukturen angeordnet waren, wie-
sen eine deutliche Markierung auf, wobei Zellgrenzen klar zu sehen waren. Dadurch trat das
Lumen innerhalb der dreidimensional angeordneten Strange sehr deutlich zutage. Zellen,
welche nicht in die Strange eingegliedert waren, zeigten schwache oder keine Immunoreak-
tion (Abbildung 59).
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5.3.2 Immunzytochemische Markierung mit anti-Integrin a3 (CD51/61)

Eine deutliche Bindung des Antikdrpers gegen das Integrin CD 51/61 war auf den Zellen der
Kultur BCI AA zu beobachten. Sowohl tubulare Strukturen als auch Zellen des Monolayers
am Kulturschalenboden waren markiert. Insbesondere die kommunizierenden Zellgrenzen

waren mit dem Integrin gut darstellbar (Abbildung 60).
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In den Zellen der Kultur BC/ RN reagierten nach 28 Tagen nur zytoplasmatische Epitope mit
dem Antikérper anti-CD51/61. Nach 42 Tagen in vitro zeigte sich das typische Verteilungs-
muster des Integrins auf der Oberflache der Zellen, mit deutlicher Reaktivitat der interzellula-
ren Kontakte (Abbildung 61).
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Die geringste Bindung des anti-CD51/61 zeigten die Zellen der Kultur BC/ RA1. Eine schwa-
che Markierung der meisten Zellen war zu beobachten, wobei einzelne, in das wabenartige
Netzwerk eingegliederten Zellen intensiver angefarbt waren. Im Gegensatz dazu waren die
tubularen Strukturen der Zellkultur BCI RA2 regelmaRig stark angefarbt. Des weiteren zeig-
ten auch die Zellen des Monolayers dieser Kultur eine positive Reaktion mit dem Antikérper
(Abbildung 62).
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5.3.3 Kontrollen

Mit den immunzytochemischen Untersuchungen gingen stets Kontrollen einher. Anstelle
eines Sekundarantikérpers wurden die Zellen hierfir mit Mausserum bzw. mit PBS-Puffer

inkubiert. Die Kontrollen erwiesen keine unspezifischen Bindungen.

5.4 Untersuchung der Genexpression der Rezeptoren des Vascular Endothe-
lial Growth Factor VEGF-R1 und -2 in vitro kultivierter Endothelzellen des

bovinen Corpus luteum

Die konventionelle RT-PCR wurde mit Primerpaaren durchgefiihrt, die gegen die VEGF-
bindenden Rezeptoren VEGF-R1 und VEGF-R2 gerichtet waren. Die Sequenzen der Primer
sind im Kapitel 3.4.4 angegeben. Es konnte ein qualitativer Nachweis der PCR-Produkte auf
Transkriptebene demonstriert werden. Nach elektrophoretischer Auftrennung der PCR-
Produkte erschienen Primer-spezifische Banden. Die Spezifitat der Bande kann anhand ihrer
Grofke im Vergleich mit dem GroRenabstand (DNA-Leiter) ermittelt werden. Die RT-PCR-
Untersuchungen wurden in multiplen, unabhangigen, experimentellen Parallelansatzen
durchgefihrt.

Das erwartete PCR-Produkt des VEGF-R1 betrug 351 bp (Abbildung 63).

Die Expression der VEGF-R1-mRNA konnte, wenn auch mit unterschiedlichem Niveau, in
den Zellen der Kulturen BCI AA, BCI RA1 und BCI/ RA2 nachgewiesen werden. Die starkste
Expression zeigte Kultur BC/ RA2. Mit geringerem Level, aber deutlich sichtbar, war die Ex-
pression der VEGF-R1-mRNA in den Kulturen BC/ AA und BCI/ RA1 nachzuweisen. Zum
Zeitpunkt der Untersuchung war in der Zellen der Kultur BC/ RN VEGF-R1-mRNA nicht
nachweisbar.

Die Sequenzierung des Fragments ergab eine Homologie von 99% zu der entsprechenden

Teilsequenz aus der NCBI-Datenbank.

Das erwartete PCR-Produkt des VEGF-R2 betrug 250 bp. Eine starke Expression zeigte sich
in den Zellen der Kulturen BC/ AA und BCI/ RN. Im Gegensatz dazu zeigten die Kulturen BC/
RA17 und BC/ RAZ2 nur ein sehr geringes Level an VEGF-R2-mRNA-Expression (Abbildung
64).

Die Sequenzierung des Fragments ergab eine Homologie von 100% zu der entsprechenden

Teilsequenz aus der NCBI-Datenbank.

129



Ergebnisse

BCIRN BCIAA BCIRA2 BCIRA1 Kontrolle

Abbildung 63

300 bp

Expression des Vascular Endothelial Growth
Factor-Receptor-1 in Endothelzellen des
bovinen Corpus luteum nach 30 Tagen in vitro.
Wahrend in den Kulturen BC/ AA, BCI RA1 und BC/
RA2 die Expression der VEGF-R1 mRNA deutlich
nachweisbar war, zeigten die Zellen der Kultur BCI RN
keine Expression dieses Rezeptors.

. BCIAA BCIRA1 BCIRA2 BCIRN Kontrolle

Abbildung 64

Expression des Vascular Endothelial Growth
Factor-Receptor-2 in Endothelzellen des
bovinen Corpus luteum nach 30 Tagen in vitro.
Die Expression der VEGF-R2 mRNA war in den Zellen
der Kulturen BC/ AA und BCI RN eindeutig
nachweisbar. Die Kulturen BC/ RA17 und BCl RA2
zeigten eine minimale Expression der VEGF-R2-
mRNA (Pfeile).
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