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I. ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS 
 

 

ACS Acute Coronary Syndrome  
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STEMI ST Elevation Myocardial Infarction 

TBS Tris Buffered Saline 
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Treg Regulatorische T-Zellen 
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IV. ZUSAMMENFASSUNG 
 

Hormone stellen eine wichtige Ursache für geschlechtsspezifische Unterschiede bei Herz-

Kreislauferkrankungen und Erkrankungen des Immunsystems dar. Daneben werden aber auch 

zunehmend intrinsische geschlechtsspezifische Unterschiede auf zellulärer Ebene diskutiert. So 

wurde gezeigt, dass weibliche Zellen eine stärkere Expression immunrelevanter Gene 

aufweisen als männliche. Frauen besitzen gegenüber Männern ein aktiveres Immunsystem, was 

auch dazu führt, dass Frauen häufiger von Erkrankungen des Immunsystems betroffen sind. 

Zytokine und Chemokine vermitteln zahlreiche Prozesse immunbedingter und entzündlicher 

Erkrankungen. Daher sollte in dieser Arbeit überprüft werden, ob es geschlechtsspezifische 

Unterschiede in intrazellulären und sezernierten Zytokinen und Chemokinen bei Endothelzellen 

der Nabelschnur (HUVEC) gibt. Durch die Verwendung von HUVEC-Zellen können 

weitgehend hormonunabhängige geschlechtsspezifische Unterschiede untersucht werden. 

Mittels Zytokin- und Chemokinarrays konnten in dieser Arbeit geschlechtsspezifische 

Unterschiede nachgewiesen werden. Weibliche HUVEC sezernieren im Vergleich zu 

männlichen Zellen weniger Zytokine und Chemokine in Zellkulturüberstände. So wurden 

höhere Konzentrationen von IL-8 und MCP-1 in Zellkulturüberständen männlicher 

unbehandelter Zellen gemessen. Auch nach VEGF-Behandlung wurden höhere 

Konzentrationen von IL-8, MCP-1, Midkine, CXCL 16, IL-6 und C5/C5a in 

Zellkulturüberständen männlicher HUVEC nachgewiesen. Im Gegensatz dazu wurden 

intrazellulär mehr Zytokine und Chemokine (IL-8, GRO-α, Midkine, MIF, Serpin E1, IL-6, 

sICAM-1 und IL-1ra) in weiblichen unbehandelten HUVEC detektiert. Damit scheint es 

geschlechtsspezifische Unterschiede vor allem im Verhältnis sezernierter zu intrazellulären 

Zytokinen und Chemokinen zu geben. Die vorliegenden Ergebnisse verdeutlichen, dass Zellen 

intrinsische geschlechtsspezifische Unterschiede aufweisen und unterstreichen die 

Notwendigkeit das Geschlecht der Zellen zu berücksichtigen.  



 

 

V. ABSTRACT 
 

Hormones represent an important cause for sex-specific differences in cardiovascular and of 

diseases of the immune system. In addition, intrinsic sex differences at the cellular level are 

increasingly being discussed. It has been shown that female cells have a stronger expression of 

immune-related genes than male cells. Women possess a more active immune system compared 

to men, which manifests itself in the fact that women are more frequently affected by diseases 

of the immune system. Cytokines and chemokines mediate numerous processes of immune-

related and inflammatory diseases. Therefore, this work aimed to investigate whether there are 

sex-specific differences in intracellular and secreted cytokines and chemokines in human 

umbilical cord endothelial cells (HUVEC). By using HUVEC cells as an established model in 

basic research, largely hormone-independent sex differences can be investigated. Cytokine and 

chemokine arrays have been used in this work to detect sex-specific differences. Female 

HUVEC secrete fewer cytokines and chemokines in cell culture supernatants compared with 

male cells. Thus, higher levels of IL-8 and MCP-1 were measured in cell culture supernatants 

of untreated male cells. Higher concentrations of IL-8, MCP-1, midkine, CXCL 16, IL-6, and 

C5/C5a were also detected in cell culture supernatants of male HUVEC after VEGF treatment. 

In contrast, more cytokines and chemokines (IL-8, GRO-α, midkine, MIF, serpin E1, IL-6, 

sICAM-1, and IL-1ra) were detected intracellularly in untreated female HUVEC. Thus, it has 

been shown that sex-specific differences exist in the ratio of secreted to intracellular cytokines 

and chemokines. The present results highlight that cells exhibit intrinsic sex differences and 

emphasize the need to consider the sex of the cells in basic research.
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1.  EINLEITUNG 
 

1.1. Geschlechtsspezifische Unterschiede bei kardiovaskulären Erkrankungen 

 

Kardiovaskuläre Erkrankungen sind die Haupttodesursache bei Männern und Frauen weltweit 

(Benjamin et al. 2018). Laut der Weltgesundheitsorganisation (WHO, World Health 

Organization) sterben jährlich über 17,7 Millionen Menschen an den Folgen von 

kardiovaskulären Erkrankungen, mit steigender Tendenz. Es wird geschätzt, dass die Zahl im 

Jahr 2030 auf 22,2 Millionen Todesfälle ansteigt. Zirka 30 % aller Betroffenen sind unter 70 

Jahre. Zu den häufigsten kardiovaskulären Erkrankungen zählen ischämische 

Herzerkrankungen wie der Herzinfarkt (Dunlay und Roger 2012; Madonna et al. 2019). Neben 

dem Myokardinfarkt zählen dazu auch der Schlaganfall und die periphere Gefäßerkrankung als 

Folge der Arteriosklerose, die eine der Hauptursachen für die Entstehung kardiovaskulärer 

Erkrankungen darstellt (Ramji und Davies 2015). Die Arteriosklerose wird definiert als eine 

chronisch inflammatorische Erkrankung der großen und mittleren Arterien (Moroni et al. 2019).        

 Es existieren viele geschlechtsspezifische Unterschiede in der Prävalenz und Inzidenz 

kardiovaskulärer Erkrankungen (Kander et al. 2017). Des Weiteren sind sowohl Unterschiede 

in der Diagnostik als auch in der Behandlung kardiovaskulärer Erkrankungen zwischen 

Männern und Frauen beschrieben (Taqueti 2018; Wada et al. 2019). Frauen mit einem 

Herzinfarkt sind beispielsweise im Schnitt 10 Jahre älter als Männer (Kander et al. 2017). Zwar 

wurde gezeigt, dass bei prämenopausalen Frauen die Wahrscheinlichkeit eines Herzinfarktes 

geringer ist, die Anzahl an Komorbiditäten und die damit einhergehende erhöhte Mortalität 

infolge eines Herzinfarktes ist hingegen höher als bei Männern (Kander et al. 2017). Die 

Inzidenz kardiovaskulärer Erkrankungen beträgt laut der American Heart Association (AHA) 

von 2019 im Alter von 60 und 79 Jahren 77,2 % bei Männern und 78,2 %  bei Frauen, und bei 

über 80 Jahren 89 % bei Männern und 91.8 % bei Frauen (Rodgers et al. 2019). Die Inzidenz 
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von Herzinsuffizienz und Hypertonie ist bei Frauen geringer als bei Männern (Kander et al. 

2017). Auch die Prävalenz kardiovaskulärer Erkrankungen ist bei Frauen höher als bei Männern 

(Appelman et al. 2015).  Daten der National Health and Nutrition Examination Surveys 

(NHANES) zeigten, dass die Prävalenz für einen Herzinfarkt bei Frauen zwischen 35 und 54 

Jahren innerhalb der vergangenen 20 Jahre gestiegen ist, wohingegen sie für gleichaltrige 

Männer sank (Maas und Appelman 2010).        

 Zu den anerkannten Hauptrisikofaktoren für Erkrankungen des Herz-Kreislaufsystems 

gehören die arterielle Hypertonie, Rauchen, Übergewicht und Adipositas, sowie erhöhte 

Cholesterinwerte und Hyperlipidämie (Appelman et al. 2015). Zu diesen Risikofaktoren 

werden auch das Alter, eine positive Familienanamnese für Arteriosklerose, sowie Diabetes 

mellitus gezählt (Taqueti 2018; Madonna et al. 2019). Während für die Risikofaktoren 

Hypertension, Hyperlipidämie und Übergewicht vergleichbare kardiovaskuläre Auswirkungen 

für beide Geschlechter beschrieben sind, gilt das Rauchen als gefährlicherer Risikofaktor bei 

Frauen (Appelman et al. 2015; Taqueti 2018). Auch Diabetes hat beim weiblichen Geschlecht 

schlechtere Auswirkungen auf das kardiovaskuläre System (Appelman et al. 2015). 

 Daneben sind Unterschiede in der Symptomatik infolge eines akuten Koronarsyndroms 

(ACS) beschrieben. ACS ist die klinische Symptombezeichnung der instabilen Angina pectoris, 

Nicht-ST-Hebungs-Myokardinfarkt (NSTEMI) und ST-Hebungsinfarkt (STEMI) (Hedayati et 

al. 2018) und betrifft in den meisten Fällen Patienten über 60 Jahre (Bugiardini et al. 2019). 

Das Leitsymptom für den Myokardinfarkt ist die Angina pectoris, der retrosternale 

Brustschmerz, der sich bei Belastung verstärkt und bei Ruhe oder mittels Nitroglycerintherapie 

bessert (Sanghavi und Gulati 2015). Im Falle eines Myokardinfarktes zeigen Frauen klinisch 

seltener typischen Brustschmerz, sondern eher atypische Symptome (Canto et al. 2012), wie 

Kiefer-/Schulter-/Armschmerzen, Übelkeit, Müdigkeit, Schwäche, Kurzatmigkeit und 

Verdauungsbeschwerden (Kawamoto et al. 2016).       
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 Es bestehen auch pathophysiologische Unterschiede in der Arteriosklerose zwischen 

Männern und Frauen. So leiden Frauen häufiger an den nicht-obstruktiven arteriosklerotischen 

Herzerkrankungen, unter die Koronarspasmus, endotheliale und mikrovaskuläre Dysfunktion, 

sowie Inflammation subsummiert werden. Männer hingegen leiden häufiger an der obstruktiven 

Arteriosklerose, bei der die Koronararterien durch arteriosklerotische Plaques stenosieren und 

so den Blutfluss limitieren (Schmidt et al. 2018).       

 Auch hinsichtlich Therapie kardiovaskulärer Erkrankungen sind zahlreiche 

geschlechtsspezifische Unterschiede bekannt. Sowohl orale Therapien mit 

Thrombozytenaggregationshemmern, Betablockern und Lipidsenkern, als auch invasive 

koronare Interventionen erhalten Frauen im Alter von 35-54 Jahren wesentlich seltener als 

gleichaltrige Männer (Arora et al. 2018).       

 Im Outcome haben Frauen im Gegensatz zu Männern ein erhöhtes Risiko einer 30-Tage-

Mortalität infolge eines STEMI, sogar während einer perkutanen koronaren Intervention (PCI), 

einer invasiven Katheter-Behandlung im Falle eines stattgehabten STEMI ohne vorherige 

medikamentöse Fibrinolyse (Jahic 2017; Bugiardini et al. 2019). Diese erhöhte Mortalitätsrate 

ist nur bei jüngeren Frauen signifikant erhöht (Bugiardini et al. 2019). Generell ist die Rate 

perioperativer Komplikationen einer perkutanen koronaren Intervention bei Frauen höher als 

bei Männern und Frauen werden weniger leitliniengerecht behandelt (Kawamoto et al. 2016).  
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1.2. Diskutierte Ursachen für geschlechtsspezifische Unterschiede  

 

Unterschiede zwischen Männern und Frauen bei kardiovaskulären Erkrankungen können in 

beeinflussbare und unbeeinflussbare Faktoren differenziert werden (Abbildung 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rauchen gilt als einer der Hauptrisikofaktoren für kardiovaskuläre Erkrankungen (Miura et al. 

2019). Das Risiko an einer koronaren Herzerkrankung zu sterben ist bei Rauchern 2-3 Mal 

höher, als bei Patienten die nie geraucht haben (Carter et al. 2015). Im Gegensatz zu Männern 

rauchen Frauen zwar weniger (Chinwong et al. 2018), jedoch hat der Zigarettenkonsum bei 

Frauen schlechtere Auswirkungen auf das kardiovaskuläre System als bei Männern (Taqueti 

2018). Ein beeinflussbarer Faktor, der sich positiv auf das Herz-Kreislaufsystem auswirkt, ist 

regelmäßige körperliche Aktivität. Sie wird von Frauen weniger ausgeübt als von Männern 

(Edwards und Sackett 2016). Auch der Alkoholkonsum, der bei Männern höher als bei Frauen 

ist (Polsky und Akturk 2017), steht  in engem Verhältnis zur koronaren Herzerkrankung und 

arterieller Hypertension (Li et al. 2016).                                    

Zu den unbeeinflussbaren Faktoren gehören unter anderem physiologische und 

anatomische Unterschiede zwischen Männern und Frauen. Hierzu zählen die kleineren 

Organgrößen der Nieren mit geringerer glomerulären Filtrationsrate und die dadurch reduzierte 

Unbeeinflussbare Faktoren Beeinflussbare Faktoren 

 

Life-Style-Unterschiede  

 

Rauchen        Alkohol-      Körperliche 

                      konsum          Aktivität 

           

Physiologie/      Geschlechts-           Alter     

Anatomie            hormone                 

Abbildung 1: Ursachen für geschlechtsspezifische Unterschiede zwischen Männern und Frauen    

                      bei kardiovaskulären Erkrankungen 
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Clearance und erhöhte Toxizität einiger Medikamente bei Frauen (Abdel-Rahman 2017). 

Außerdem besitzen Frauen kleinere Koronararterien als Männer, wodurch eine erhöhte 

koronare Blutflussgeschwindigkeit bei Frauen angenommen wird. Die damit einhergehenden 

freigesetzten Mediatoren wie Stickstoffmonoxid (NO) und Prostaglandinen begünstigen die 

Entwicklung für nicht-obstruktive koronare Herzerkrankungen bei Frauen, auch Syndrom X 

genannt (Anastasiadis et al. 2016; Taqueti 2018). Männer hingegen leiden häufiger an 

obstruktiven kardiovaskulären Herzerkrankungen (Schmidt et al. 2018). Daneben haben Frauen 

einen erhöhten Fettgewebsanteil, was in unterschiedlichen Verstoffwechslungsprozessen von 

Medikamenten resultiert (Valencak et al. 2017). Dies erklärt die Unterschiede im Ansprechen 

der Behandlung und im Outcome kardiovaskulärer Erkrankungen. 

 Ein besonderes Augenmerk zur Erklärung geschlechtsspezifischer Unterschiede bei 

kardiovaskulären Erkrankungen wird auf die Geschlechtshormone gelegt (Abdel-Rahman 

2017; Kander et al. 2017; Rosano et al. 2017). Da das Risiko für kardiovaskuläre Erkrankungen 

bei Frauen nach der Menopause steigt, geht man von einer protektiven Rolle des Östrogens aus 

(Kander et al. 2017). Zhao et al. beschreiben ein erhöhtes kardiovaskuläres Risiko bei 

postmenopausalen Frauen mit geringen Östrogenkonzentrationen (Di Zhao et al. 2018). 

Während die Wirkung des endogenen Östrogens als kardioprotektiv gilt, sind die 

Auswirkungen der Zufuhr exogenen Östrogens durch eine Hormonersatztherapie (HRT) auf 

das Herz-Kreislaufsystem weniger eindeutig und noch nicht vollständig geklärt. Seit mehreren 

Jahren wird über die Hormonersatztherapie diskutiert. Zunächst zeigten Beobachtungen zur 

Hormonersatztherapie viele kardiovaskuläre Vorteile und eine Reduktion der Sterberate. Eine 

etablierte randomisierte Studie, die Women´s Health Initiative (WHI), die Frauen viele Jahre 

nach Beginn der Menopause untersuchte, zeigte keine Vorteile. Die WHI beobachtete ein 

erhöhtes Risiko für die Entstehung von Mammakarzinom und die Ausbildung koronarer 

Herzerkrankungen (KHK), wodurch der Einsatz der Hormonersatztherapie deutlich 

zurückgegangen ist. Neuere Metaanalysen der WHI-Daten mit Altersstratifikation zeigten dann 
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eine Reduktion der Ausbildung von KHK und eine geringere Mortalität, wenn die HRT mit 

geringem zeitlichen Abstand nach Beginn der Menopause begonnen wird. So werden 

postmenopausale Symptome (Hitzewallungen, Osteoporose, etc.) reduziert und damit die 

Lebensqualität verbessert. Bei Frauen im Alter von 50-60 Jahren wird der Nutzen einer 

Hormonersatztherapie als positiv beschrieben und könnte neben gesunder Ernährung und 

regelmäßiger körperliche Aktivität als Primärprävention der KHK gelten (Lobo 2017). Auch 

Rosano et al. beschreiben kardioprotektive Wirkungen des Östrogens im Rahmen der 

Hormonersatztherapie wenn sie unmittelbar nach Einsetzen der ersten Symptome eingeleitet 

wird (Rosano et al. 2017). Andere Autoren sahen hingegen nur geringe kardiovaskuläre 

Vorteile und beschrieben hohe Schlaganfall- und Thromboserisiken (Boardman et al. 2015; 

Iorga et al. 2017).  Einigkeit über ein festes Therapieregime der Hormonersatztherapie gibt es 

derzeit noch nicht und muss immer individuell unter Abwägung anderer Nebenerkrankungen 

entschieden werden (Lobo 2017).  

 Das männliche Geschlechtshormon Testosteron, was in geringerer Konzentration auch 

bei Frauen vorliegt, besitzt ebenfalls kardiovaskuläre Wirkungen (Webb und Collins 2017). Es 

wurde festgestellt, dass niedrige Testosteronkonzentrationen im Blut in engem Zusammenhang 

mit vorzeitiger koronarer Herzerkrankung und erhöhter kardiovaskulärer Mortalität stehen 

(Webb und Collins 2017). Ob eine Hormontherapie mit Testosteron bei Männern mit 

Hypogonadismus positive kardiovaskuläre Effekte zeigt, ist jedoch ebenfalls unklar. Einerseits 

beschrieben Finkle et al. ein erhöhtes Risiko für einen Herzinfarkt bei Männern mit 

vorbestehender Herzerkrankung nach Einnahme exogenen Testosterons (Finkle et al. 2014). 

Andererseits wurde wenige Jahre später ein reduziertes Risiko für  Herzinfarkt, Schlaganfall, 

instabile Angina pectoris, plötzlichen Herztod, sowie eine reduzierte kardiovaskuläre Mortalität 

bei männlichen Patienten, die sich einer Testosteron-Ersatztherapie unterzogen, beschrieben 

(Wallis et al. 2016; Cheetham et al. 2017).  
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 Die Grundlagenforschung der letzten Jahre hat sich zunehmend auf hormonunabhängige 

Ursachen für Geschlechtsunterschiede konzentriert. Es konnte gezeigt werden, dass Zellen 

selbst geschlechtsspezifische Unterschiede aufweisen (Straface et al. 2012; Ventura-Clapier et 

al. 2017). Humane Nabelschnurvenenendothelzellen (HUVEC) werden in der 

Grundlagenforschung häufig verwendet um Fragen im Zusammenhang mit Herz-Kreislauf-

Erkrankungen zu untersuchen. Es konnte beispielsweise gezeigt werden, dass weibliche 

HUVEC eine höhere Zellviabilität nach Serumentzug aufweisen als männliche Zellen (Lorenz 

et al. 2015). Außerdem beobachtete die Arbeitsgruppe Unterschiede in der VEGF-induzierten 

Migration zwischen männlichen und weiblichen HUVEC. Dabei wiesen weibliche Zellen eine 

höhere VEGF-induzierte Migrationsaktivität auf als männliche HUVEC (Lorenz et al. 2019). 

Aufgrund der beobachteten geschlechtsspezifischen Unterschiede auf zellulärer Ebene wird die 

Notwendigkeit der Berücksichtigung des Geschlechts in der Grundlagenforschung 

unterstrichen.  

  

1.3. Ursachen für Unterschiede zwischen Männern und Frauen bei Erkrankungen des  

       Immunsystems 

 

Es wurden auch bei vielen Erkrankungen des Immunsystems geschlechtsspezifische 

Unterschiede beschrieben. So ist die Prävalenz für Autoimmunerkrankungen bei Frauen 

deutlich höher als bei Männern (Ngo et al. 2014). Konkret betreffen zum Beispiel chronisch 

inflammatorische Autoimmunerkrankungen wie der systemische Lupus erythematodes (SLE), 

die multiple Sklerose (MS) und die rheumatoide Arthritis (RA) in erster Linie Frauen (Pace et 

al. 2017; Christou et al. 2019). Daneben sind Frauen auch häufiger von den 

Autoimmunerkrankungen der Leber, wie der primären biliären Cholangitis (PBC) und der 

Autoimmunhepatitis (AIH), betroffen (Schwinge und Schramm 2019).   

Generell sind die Gründe für Geschlechtsunterschiede bei immunologischen 

Erkrankungen nicht eindeutig geklärt. Genetische Faktoren und Umweltfaktoren tragen dazu 
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 zwar bei, jedoch werden hauptsächlich die Geschlechtshormone für die 

Geschlechtsunterschiede verantwortlich gemacht  (Ngo et al. 2014; Gubbels Bupp 2015; Ortona 

et al. 2016). Ortana et al. sehen Östrogen als einen Stimulator für die Entwicklung von 

Autoimmunerkrankungen, wohingegen für Testosteron eine protektive Rolle beschrieben wird 

(Ortona et al. 2016). So wurde bei postmenopausalen Frauen im Vergleich zu gleichaltrigen 

Männern eine sinkende Inzidenz für Autoimmunerkrankungen festgestellt (Gubbels Bupp 

2015). Nicht nur Veränderungen des Östrogenspiegels durch die Menopause führen zur 

Reduktion von Autoimmunerkrankungen, sondern auch indirekte Faktoren können durch eine 

Senkung des Östrogenspiegels im Blut eine Reduktion von Autoimmunerkrankungen 

bewirken. Zu diesen Faktoren gehören mentaler und psychischer Stress, aber auch Stress in 

Form von hormonellen Fluktuationen wie prämenopausaler und schwangerschafts-induzierter 

Stress (Assad et al. 2017).  

Die hormonellen Auswirkungen auf Erkrankungen des Immunsystems und des 

kardiovaskulären Systems verhalten sich gegensätzlich. Östrogen wirkt bei Frauen während der 

fruchtbaren Jahre kardioprotektiv, wohingegen hohe Östrogenspiegel 

Autoimmunerkrankungen fördern. Dabei steigt die Inzidenz chronisch inflammatorischer 

Erkrankungen wie der Arteriosklerose bei Frauen nach der Menopause auf annähernd 

identischem Niveau gleichaltriger Männer an, wohingegen die Inzidenz für 

Autoimmunerkrankungen bei postmenopausalen Frauen im Vergleich zu gleichaltrigen 

Männern sinkt (Abbildung 2) (Gubbels Bupp 2015).   

 

 

 

 

 

 

Autoimmunerkrankungen 

Menarche  
 

Gebärfähiges Alter 
 

Menopause, Postmenopause  
 

Kardiovaskuläre 

Erkrankungen 

 

 

Abbildung 2: Häufigkeit autoimmuner und kardiovaskulärer Erkrankungen bei Frauen mit 

dem Lebensalter 

In der Zeit hoher Östrogenspiegel (gebärfähiges Alter) sind Autoimmunerkrankungen 

häufiger, während Frauen in der Postmenopause häufiger an kardiovaskulären Erkrankungen 

leiden.  
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Inwieweit Östrogen die Ausbildung von Autoimmunerkrankungen fördert und gleichzeitig zur 

Protektion kardiovaskulärer Erkrankungen beiträgt, ist jedoch noch nicht vollständig geklärt 

(Khan und Ansar 2015; Iorga et al. 2017).  

 

1.4. Die Rolle von Zytokinen und Chemokinen bei inflammatorischen Prozessen im         

       kardiovaskulären System 

 

Die Inflammation trägt zur Entstehung und Progression der Arteriosklerose maßgeblich bei und 

steht somit in engem Zusammenhang mit der Pathogenese und Prognose kardiovaskulärer 

Erkrankungen (Fatkhullina et al. 2016; Jiang et al. 2019; Yang et al. 2019). Die im 

Erkrankungsprozess der Arteriosklerose involvierten Zellen werden einerseits durch Zytokine 

aktiviert (Fatkhullina et al. 2016), und andererseits exprimieren alle bei der Arteriosklerose 

beteiligten Zellen Zytokine (Tousoulis et al. 2016). Man unterscheidet zwischen pro-

inflammatorischen Zytokinen, die das Voranschreiten der Arteriosklerose begünstigen, sowie 

anti-inflammatorischen Zytokinen, die die Krankheitsentwicklung hemmen (Fatkhullina et al. 

2016). Zytokine werden in mehrere Untergruppen unterteilt: Chemokine, Interleukine, 

Tumornekrosefaktor und Interferone ( Palomino und Marti 2015; L. Ferreira et al. 2019).  

 Chemokine haben ein geringes Molekulargewicht zwischen 7 und 15 kDa (Palomino 

und Marti 2015). Chemokine, auch chemotaktische Zytokine genannt, und ihre Rezeptoren 

beeinflussen die Migration und die Immobilisation von Immunzellen (Griffith et al. 2014; 

Palomino und Marti 2015; Sokol und Luster 2015). Dabei haben sie zahlreiche Funktionen an 

verschiedenen Stellen des Immunsystems, in der Organ- und Embryonalentwicklung, 

Angiogenese, Tumorgenese und bei Infektionen (Raman et al. 2011). Unter den bislang 

bekannten Chemokinen wurden einige Chemokine identifiziert, die bei kardiovaskulären 

Erkrankungen eine Rolle spielen. Beispielsweise wurde diskutiert ob Chemokine als Biomarker 

für die Risikoeinschätzung kardiovaskulärer Erkrankungen dienen könnte. In mehreren Studien 

wurde eine mögliche Verwendung von CCL5-Spiegeln als Biomarker im Blut für 
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kardiovaskuläre Erkrankungen angedeutet (Blanchet et al. 2014). Jedoch stellte eine Fall-

Kohorten-Studie den Nutzen von CCL5-Spiegeln als Biomarker für das kardiovaskuläre Risiko 

in Frage (Herder et al. 2011). Es gibt Hinweise dafür, dass Chemokine als therapeutischer 

Angriffspunkt zur Behandlung kardiovaskulärer Erkrankungen verwendet werden könnten. Die 

CANTOS-Studie zeigte, dass eine Blockade des pro-inflammatorischen Chemokins IL-1β bei 

Patienten mit vorangegangenem Myokardinfarkt systemische Entzündungen reduzierte und die 

Wahrscheinlichkeit für wiederkehrende kardiovaskuläre Ereignisse und Herztod sank (Noels et 

al. 2019). Das Ziel dieser Behandlungen ist das Risiko der endothelialen Dysfunktion zu senken 

(Steyers und Miller 2014). Bei der endothelialen und mikrovaskulären Dysfunktion spielen 

Zytokine eine Rolle (Dal Lin et al. 2015). Endothelzellen sind neben anderen Zellarten einer 

der Hauptproduzenten von Zytokinen, die die inflammatorischen Prozesse in den Gefäßen 

durch pleiotrope Eigenschaften aktivieren oder limitieren (Fatkhullina et al. 2016).  

 Im Wesentlichen unterscheidet man 2 Chemokinarten. Abhängig von der Position ihrer 

Zysteinreste unterteilt man in CXC-Chemokine und CC-Chemokine. Dabei bewirken CXC-

Chemokine eine Chemotaxis bei neutrophilen Granulozyten und CC-Chemokine bei 

Monozyten und Lymphozyten (Palomino und Marti 2015). Beispielsweise hat das CXC-

Chemokin GRO-α (Growth Regulated Oncogene-alpha) und dessen Rezeptor CXCR2 diverse 

Funktionen bei Autoimmunerkrankungen, sowie im kardiovaskulären System bei der 

Angiogenese und bei inflammatorischen Prozessen der Arteriosklerose (Bechara et al. 2007; 

Sisto und Lisi 2015; Ray 2016). Aufgrund pro-inflammatorischer Eigenschaften (Begünstigung 

einer endothelialen Dysfunktion durch oxidativen Stress und Downregulation von eNOS) trägt 

GRO-α zur Entwicklung koronarer Herzerkrankungen bei (Ray 2016).    

 Oxidativer Stress bewirkt eine erhöhte Menge an reaktiven Sauerstoffverbindungen 

(ROS)  (Kattoor et al. 2017).  Durch ROS erhöht sich die Expression inflammatorischer 

Faktoren und andererseits führt es zur Verminderung der eNOS-Aktivität, wodurch es die 

Arteriosklerose begünstigt (Yuan et al. 2019). Das Enzym eNOS (endotheliale 
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Stickstoffmonoxid-Synthase) hat eine zentrale Rolle in der Endothelfunktion und im 

Gefäßtonus (Biwer et al. 2016; Siragusa und Fleming 2016). Wird das Enzym durch ROS 

entkoppelt, so entsteht Superoxid, was durch Schädigung des Endothels die Entwicklung der 

Arteriosklerose beschleunigt (Pascali et al. 2014; Li et al. 2015). Dabei kommt es zur 

Expression von Adhäsionsmolekülen, die die Rekrutierung von Leukozyten und Monozyten 

bewirken (Baker et al. 2018). Vor allem das Adhäsionsmolekül VCAM-1 (Vascular Cell 

Adhesion Molecule-1) auf den Zellen des Gefäßendothels spielt bei der Progression der 

Arteriosklerose eine bedeutende Rolle (Sun et al. 2017). Rekrutierte Monozyten differenzieren 

sich zu Makrophagen und werden zu Schaumzellen, was die Initiation und Progression der 

arteriosklerotischen Plaques begünstigt (Baker et al. 2018). Das Chemokin MCP-1 (Monocyte 

Chemoattractant Protein-1) ist dabei für die Regulation der Migration von Monozyten und 

Makrophagen verantwortlich (Ismail et al. 2016). Die Expression des pro-inflammatorischen 

Chemokins MIF (Macrophage Migration Inhibitory Factor) erfolgt bei der Arteriosklerose 

vorwiegend von Makrophagen und Endothelzellen und bewirkt ebenfalls die Rekrutierung 

weiterer Entzündungszellen (Sinitski et al. 2019). 

Interleukine als zweite Untergruppe der Zytokine spielen bei inflammatorischen 

Prozessen der Arteriosklerose ebenso eine wichtige Rolle. Einige Interleukine zeigen pro-

atherogene Effekte (Regulation von Adhäsionsmolekülen auf Endothelzellen, Aktivierung von 

Makrophagen und Proliferation von glatten Gefäßmuskelzellen). Andere dagegen bewirken 

anti-atherogene Effekte (Thüsen et al. 2003). Interleukin-10 (IL-10) zählt zu den wichtigsten 

Zytokinen mit anti-inflammatorischer Wirkung. Es wird von aktivierten Immunzellen, vor 

allem von Monozyten, Makrophagen und T-Zellen produziert, und setzt die Produktion weiterer 

Entzündungsmediatoren herab, um eine überschießende Immunreaktion und die dadurch 

entstehenden Gewebeschäden einzudämmen (Sabat et al. 2010). Im Zusammenhang mit den 

pro-inflammatorischen Eigenschaften der Interleukine sind Interleukin-8 (IL-8) und 

Interleukin-6 (IL-6) hervorzuheben. Beispielsweise wird IL-6 durch Infektionen, chronische 
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Inflammationen, Übergewicht und auch physiologischen Stress stimuliert und hält somit im 

Rahmen der Arteriosklerose die inflammatorischen Prozesse aufrecht (Hartman und Frishman 

2014). Zusammen mit anderen pro-inflammatorischen Zytokinen wie CRP (C-reaktives 

Protein) und Tumor-Nekrose-Faktor-alpha (TNF-α) wird IL-6 als unabhängiger Risikofaktor 

für koronare Herzerkrankungen gezählt (Kosmas et al. 2019).  

                Der Tumor-Nekrose-Faktor-alpha bewirkt als pro-inflammatorisches Zytokin zum 

einen die Expression von VCAM-1 (Lin et al. 2015) und zum anderen führt es mit weiteren 

pro-inflammatorischen Mediatoren wie ROS und oxidiertem LDL (Low Density Lipoprotein) 

zur Aktivierung von Endothelzellen mit daraus resultierender erhöhter Leukozytenadhäsion 

und zunehmender Thrombosierung (Steyers und Miller 2014). TNF-α ist besonders bei 

chronisch inflammatorischen Erkrankungen wie rheumatoide Arthritis, SLE, Psoriasis und 

chronisch entzündliche Darmerkrankungen erhöht. Da Patienten mit solchen Erkrankungen 

erhöhtes kardiovaskuläres Risiko haben, sind zielgerichtete Therapien gegen TNF-α-induzierte 

Entzündungen von besonderem Interesse. Die TNF-α-Inhibitoren Etanercept und Infliximab 

werden beispielsweise bei der rheumatoiden Arthritis eingesetzt und der monoklonale TNF-α-

Antikörper Adalimumab bei Psoriasis. Das Ziel dieser Behandlungen ist das Risiko der 

endothelialen Dysfunktion bei solchen Patienten zu senken, wodurch auch das kardiovaskuläre 

System profitiert (Steyers und Miller 2014).  

 Eine weitere Untergruppe der Zytokine sind Interferone. Dabei handelt es sich um 

Glykoproteine die, abhängig von ihren Rezeptorstrukturen auf den Zelloberflächen, in 3 

Gruppen klassifiziert werden können: Typ I (Synonym: IFN-α/β) , Typ II (Synonym: IFN-γ)  

und Typ III (Synonym: IFN-λ) (Rauch et al. 2013; Lin und Young 2014). Sie haben vielfältige 

Aufgaben im Immunsystem sowie bei der Inflammation (Rauch et al. 2013). Dabei wird       

IFN-γ zu den pro-inflammatorischen Zytokinen gezählt und gilt als klassischer Makrophagen-

aktivierender Faktor. Wird IFN-γ von T-Zellen freigesetzt, so bewirkt es in den Makrophagen 
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die weitere Ausschüttung von Chemokinen und von ROS und begünstigt die Expression von 

Adhäsionsmolekülen auf Endothelzellen (Voloshyna et al. 2014). 
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2. ZIEL DER ARBEIT 
 

Ziel der Arbeit war die Aufklärung geschlechtsspezifischer Unterschiede in intrazellulären und 

sezernierten Zytokinen und Chemokinen von humanen Endothelzellen der Nabelschnur 

(HUVEC). HUVEC werden in der Forschung häufig verwendet, um zelluläre Prozesse der 

Gefäßfunktion zu untersuchen. Dies geschieht allerdings selten unter der Berücksichtigung des 

Geschlechts der Zellen. Da HUVEC unmittelbar nach der Schwangerschaft isoliert werden, 

können potentielle Einflüsse geschlechtsspezifischer Umweltfaktoren (Konzentrationen von 

Geschlechtshormonen, Lebensstil sowie unterschiedliche Risikofaktoren) auf zelluläre 

Prozesse weitgehend minimiert werden. Endothelzellen produzieren in hohem Umfang 

Zytokine und Chemokine und tragen dadurch zur Regulation inflammatorischer Prozesse bei. 

Dabei besitzen Zytokine und Chemokine sowohl intra- als auch extrazellulär wichtige 

regulatorische Funktionen. Pathogenetisch spielt die Inflammation bei Erkrankungen des Herz-

Kreislauf-Systems sowie bei Erkrankungen des Immunsystems eine zentrale Rolle. Beide 

Erkrankungen sind durch geschlechtsspezifische Unterschiede gekennzeichnet. Daher sollte in 

der vorliegenden Arbeit untersucht werden, ob es hormonunabhängige geschlechtsspezifische 

Unterschiede sowohl in intrazellulären wie auch in sezernierten Zytokinen und Chemokinen in 

HUVEC gibt. Damit sollte die Frage untersucht werden, ob es neben hormonellen auch 

intrinsische Geschlechtsunterschiede auf zellulärer Ebene gibt.  
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3.  MATERIALIEN UND METHODEN 
 

3.1. Verwendete Materialien und Chemikalien 

 

Arbeitsgeräte                                                                                                              Hersteller  

 

Brutschrank 37 °C, 5 % CO2-Inkubator                                                        Heraeus Instruments 

Fluoreszenzmikroskop Zeiss 

Fusion Solo Chemilumineszenz Vilber  

Kühlschrank  LIEBHERR  

Mikroskop Leica 

Schüttler Heidolph DuoMax  

Sterile Werkbank  Lamin Air  

Zentrifuge Heraeus Instruments 

Photometer  Molecular Devices 

                                                                                             

Materialien 

           

Eppendorf-Reaktionsgefäße Eppendorf  

Gerda-Schalen (50 ml) Roth 

Klemmen Acufirm 

Knopfkanüle Acufirm 

Kühlzentrifuge Eppendorf 

Neubauer-Zählkammer Poly-Optik  

Objektträger, 1µ-Slide I0.4 Luer ibiTreat 

Microscopy Chamber                                

Ibidi  

Petrischalen mit / ohne Deckel  Roth 

Pipetten und Pipettenspitzen Eppendorf  

Spritzen 10 ml und 20 ml BD Plastipak 

T 75 – Zellkulturflaschen  Falcon 

Urinbecher Sarstedt 

Zellschaber Sarstedt 

2 ml Kryogefäß Corning 

6 cm-Zellkulturschalen Falcon 

50 ml Falcons  Falcon 

                                                     

Substanzen und Chemikalien 

 

Complete-Inhibitor                                                                                  Roche 

Cryo-SFM PromoCell 

DAPI Sigma Aldrich 

DTT Sigma Aldrich 

EDTA Sigma Aldrich 

EGTA Sigma Aldrich 

HEPES Merck 
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Substanzen und Chemikalien                                                                                   Hersteller 

 

Isopropanol Merck 

KCl Merck 

Kollagenase BioChrom  

MgCl2 Roth 

NaCl Roth 

Natrium – Pyrophosphat Sigma Aldrich 

Natriumvanadat  Sigma Aldrich 

Okadainsäure Calbiochem 

PBS Thermo Fisher Scientific 

Phosphatase-Inhibitor  Roche 

PFA Histofix 

TBS Thermo Fisher Scientific 

TRIS Roth 

Triton X-100 Sigma Aldrich 

Trypsin-EDTA                                                                               Thermo Fisher Scientific  

VEGF  Merck 

 

Lösungen 

 

HBSS  Thermo Fisher Scientific 

M199-Medium (Vollmedium) 

 500 ml M199                                                                      

-  20 % FCS                                                                                       

-  12 µg/ml ECGS                                                                                                
-  5 U/ml Heparin                                                                             

-  2 mM L-Glutamin                                                                   

-  5 µg/ml Ascorbinsäure                                                                    

-  5 µg/ml Glutathion                                                                         

-  100 U/ml Penicillin 

-  100 µg/ml Streptomycin      

-  100 µl Amphotericin B                   

 

                            Thermo Fisher Scientific 

BioChrom  

PromoCell 

BioChrom  

Invitrogen 

Sigma Aldrich 

Sigma Aldrich 

BioChrom 

BioChrom 

BioChrom  

 

Antikörper  

 

Anti-von-Willebrand-Primärantikörper                                                               Abcam  

Alexa Flour 546 Goat anit-Rabbit-IgG-

Sekundärantikörper                

Thermo Fisher Scientific  

 

 

Hypotonischer Puffer (pH 7,5)   

 

Basisansatz frisch zugeben  

10 mM TRIS  1 mM DTT 

1 mM EGTA  0,3 mM Natriumvanadat  

1 mM EDTA  

10 mM KCl  

2 mM MgCl2  
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Lysepuffer 

 

Basisansatz  frisch zugeben                                             

100 mM NaCl Phosphatase Inhibitor Cocktail PhosStop  

25-fach 

20 mM HEPES Complete-Inhibitor 25-fach  

1 % Triton X 100 Okadainsäure 100 µM 

4 mM Natrium-Pyrophosphat  

10 mM EDTA PhosStop und Complete als 25-fachen 

Bestand ansetzen: 1 Tablette in 400 µl 

destilliertem Wasser lösen  

 

 

Materialien des Human Cytokine Array Panel A, Proteome Profiler™ Array und 

Human Chemokine Array Kit, Proteome Profiler™ Array, R&D Systems 

 

 

Tabelle 1: Komponenten des Zytokinarrays 

Inhalt 

 

Zytokinarray  

mit Bestell-Nr. 

 

Anzahl 

Nitrozellulosemembran Human Cytokine Array 

Panel A, 893194 

 

Array Buffer  

(Blockierungslösung) 

Array Buffer 4, 895022 1 (21 ml/Flasche) 

Array Buffer 

(Blockierungslösung) 

Array Buffer 5, 895876 Array Buffer 5:1 (21 

ml/Flasche)   

 

Array Buffer 6:2 (21 

ml/Flasche)  

Waschpufferkonzentrat 

25-fach konzentriert 

895003 2 (21 ml/Flasche)  

 

Detektor-Antikörper-

Mischung 

Detection Antibody 

Cocktail, Human Cytokine 

Array Panel A, 893195  

1 (21 ml/Flasche)  

Streptavidin-HRP  890803 1 Flasche 

Entwickler 1/Chemi 

Reagent 1  

894287 1 (2,5 ml/Flasche)  

Entwickler 2/Chemi 

Reagent 2 

894288 1 (2,5 ml/Flasche) 

Multi Dish-Schale 607544 1 Schale 
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Tabelle 2: Komponenten des Chemokinarrays 

Inhalt 

 

Chemokinarray 

mit Bestell-Nr. 

Anzahl 

Nitrozellulosemembran Human Chemokine Array,  

894153 

 

Array Buffer  

(Blockierungslösung) 

Array Buffer 4, 895022 1 (21 ml/Flasche) 

Array Buffer 

(Blockierungslösung) 

Array Buffer 6, 893573 Array Buffer 5:1 (21 

ml/Flasche)   

 

Array Buffer 6:2 (21 

ml/Flasche)  

Waschpufferkonzentrat 

25-fach konzentriert 

895003 2 (21 ml/Flasche)  

 

Detektor-Antikörper-

Mischung 

Detection Antibody Cocktail, 

Human Chemokine Array, 

894154 

1 (21 ml/Flasche)  

Streptavidin-HRP  890803 1 Flasche 

Entwickler 1/Chemi 

Reagent 1  

894287 1 (2,5 ml/Flasche)  

Entwickler 2/Chemi 

Reagent 2 

894288 1 (2,5 ml/Flasche) 

Multi Dish-Schale 607544 1 Schale 
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3.2. HUVEC-Präparation aus Nabelschnüren  

 

 

Die Präparation von humanen Endothelzellen (Human Umbilical Vein Endothelial Cell, 

HUVEC) erfolgte aus Nabelschnurvenen nach einer standardisierten Methode. Die 

Nabelschnüre wurden direkt nach der Entbindung trocken in einem Urinbecher im Kühlschrank 

bei 4-8 °C bis maximal 48 Stunden gelagert. Die Weiterverarbeitung der Nabelschnüre erfolgte 

bei Raumtemperatur unter einer sterilen, laminaren Werkbank. Die Nabelschnur wurde in eine 

Petrischale ohne Deckel überführt. Der Veneneingang wurde mit einer Knopfkanüle vorsichtig 

aufgesucht, ohne die Nabelschnur dabei zu verletzen oder zu manipulieren. Oberhalb der 

Knopfkanüle wurde die Nabelschnur abgeklemmt und anschließend mit 2 x 20 ml HBSS 

durchgespült. Es musste darauf geachtet werden, dass dabei keine Flüssigkeit seitlich aus der 

Nabelschnur herauslief. Schließlich wurde die Vene mit einer leeren Spritze vollständig entleert 

und das andere Ende der Nabelschnur wurde abgeklemmt. Danach wurde die Nabelschnur mit 

Knopfkanüle und Klemmen in eine zweite Petrischale überführt. Anschließend wurde die 

Nabelschnurvene mit 10 ml Kollagenase gefüllt. Die abgeklemmte Nabelschnur wurde 

anschließend für 15 Minuten in einem Brutschrank bei 37 °C, 5 % CO2 inkubiert. Nach der 15-

minütigen Wartezeit wurde die Nabelschnurvene erneut mit 2 x 20 ml HBSS durchgespült, 

diese Flüssigkeit wurde gesammelt und in einem 50 ml-Falcon aufgefangen und 5 Minuten bei 

1200 rpm zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 10 ml M199 mit 20 % FCS-Vollmedium 

resuspendiert. Letztlich wurden die Zellen auf zwei T 75 – Zellkulturflaschen überführt und im 

Brutschrank bei 37 °C, 5 % CO2 kultiviert.  

 

3.3. Zellkultur  

 

3.3.1. Kultivierung der Zellen  

 

Alle nachfolgenden Schritte wurden unter sterilen Bedingungen und bei Raumtemperatur 

durchgeführt. HUVEC sind Primärzellen und werden deshalb immer frisch aus 
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Nabelschnurvenen präpariert. Die in 3.2. beschriebene HUVEC-Präparation der Nabelschnur 

in der T 75-Zellkulturflasche befand sich im Brutschrank als Passage 0. Nach 24 Stunden wurde 

ein Mediumwechsel mit Vollmedium M199 mit 20 % FCS durchgeführt, um in Suspension 

befindliche Blutzellen von adhärierenden Zellen zu trennen. Die Zellkulturen wurden bis zur 

Konfluenz im Brutschrank kultiviert. Bei HUVEC der Passage 0 beträgt dies durchschnittlich 

7-14 Tage. Die Dauer bis zur Konfluenz der Zellen nach der Isolation ist jedoch spender- und 

zellabhängig. Nachdem die HUVEC konfluent gewachsen sind, wurden diese auf mehrere 

Zellkulturflaschen aufgeteilt und im Brutschrank weiter kultiviert. Die HUVEC befanden sich 

dann in Passage 1. Das Umsetzten auf die Zellkulturflaschen dient der Vermehrung und 

Kultivierung der HUVEC.  

 

3.3.2. Immunfluoreszenz zur Bestimmung der Reinheit der HUVEC 

 

Mittels der Immunfluoreszenz wurde überprüft, ob die Zellkultur ausschließlich HUVEC 

enthält. Bei dieser Methode wurde der von-Willebrand-Faktor, der nur von Endothelzellen 

exprimiert wird, sichtbar gemacht. Der von-Willebrand-Faktor ist ein Antigen, an dem ein 

spezifischer Primärantikörper bindet, sodass ein Antigen-Antikörper-Komplex entsteht. Ein 

fluoreszenzmarkierter Sekundärantikörper bindet an den Primärantikörper des Komplexes 

(Abbildung 3, rechts).   

DAPI ist ein Fluoreszenzfarbstoff für die Kernfärbung. Er durchdringt die Zellmembran und 

bindet an doppelsträngige DNS (Abbildung 3, links).  Mit einem Fluoreszenzmikroskop wurden 

HUVEC bei 10-facher Vergrößerung mikroskopiert. Bei dieser Methode werden die 

fluoreszierenden Farbstoffe mit Licht einer bestimmten Wellenlänge angeregt. Diese 

wiederrum strahlen Licht einer anderen Wellenlänge ab. Durch spezielle Filter im 

Fluoreszenzmikroskop wird das abgestrahlte Licht sichtbar gemacht.  
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HUVEC 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

 

Abbildung 3: Prinzip der Immunfluoreszenz und Zellkernfärbung von HUVEC                       

rechts: Fluoreszenzmarkierter Sekundärantikörper bindet an den Primärantikörper gegen den 

von-Willebrand-Faktor, links: Zellkernfärbung mit DAPI  

 

Durch Verwendung eines speziellen Objektträgers wurde eine definierte Zellzahl 

fluoreszenzmarkierter Zellen fotografiert und die von-Willebrand-Faktor-positiven Zellen 

gezählt. So konnte abgeschätzt werden, wie rein die Isolation der HUVEC ist. 

Für den Immunfluoreszenztest wurden HUVEC der Passage 2 in Vollmedium M199 mit 20 % 

FCS benutzt. Die Versuchsausrüstung bestand aus einem speziellen Objektträger, der 

sogenannten 1 µ-Slide I0.4 Luer ibiTreat-MicroscopyChamber (Abbildung 4) mit einer 

Füllkapazität von 100 µl. Der Objektträger wurde mit 100 µl Suspension (≙ 7,5 x 105 Zellen) 

gefüllt und anschließend für 30 Minuten im CO2-Inkubator gelagert. Anschließend wurde das 

Reservoir mit Vollmedium M199 mit 20 % FCS aufgefüllt, um es über Nacht im CO2-Inkubator 

aufzubewahren. 

 

 

Abbildung 4: Skizze der 1µ-Slide I0.4 Luer ibiTreat-MicroscopyChamber, Ibidi 

Reservoir 100 µl Suspension  

(≙ 7,5 x 105 Zellen) 
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Nach 24 Stunden wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und für 20 Minuten mit       

200 µl 4 %  PFA/PBS fixiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS wurden 120 µl 0,2 % Triton 

für 5 Minuten hinzugefügt, um die Zellen für die nachfolgende Antikörperbehandlung 

vorzubereiten. Die Zellen werden durch das Triton permeabilisiert, sodass hinzugefügte 

Antikörper in die Zellen gelangen können. Nachdem das Triton wieder abgesaugt wurde, wurde 

der Objektträger für 45 Minuten mit 1 % BSA/PBS befüllt. Durch diesen Blockierungsschritt 

sollen unspezifische Bindungen minimiert werden. Der Anti-von-Willebrand-Primärantikörper 

wurde 1:50 in PBS/BSA verdünnt, auf die Zellen pipettiert und über Nacht bei 4 °C inkubiert. 

Am nächsten Tag wurden die Zellen dreimal 5 Minuten mit PBS gewaschen, bevor der 

Sekundärantikörper und DAPI auf die Zellen gegeben wurde. Der Alexa Flour 546 Goat anit-

Rabbit-IgG-Sekundärantikörper wurde 1:1000 in 1 % BSA/PBS verdünnt und DAPI wurde   

1:1000 in 1 % BSA verdünnt. Die Zellen wurden danach eine Stunde bei Dunkelheit inkubiert, 

dreimal 5 Minuten mit PBS gewaschen und anschließend mit einem Mounting Medium 

eingebettet. Im Anschluss wurden die fluoreszierenden Zellen mit dem Fluoreszenzmikroskop 

(Zeiss) mit 10-facher Vergrößerung mikroskopiert. 

3.3.3. Bestimmung der Zellzahl und Behandlung der Zellen  

 

Für Versuche wurde die Zellzahl mittels Neubauer-Zählkammer bestimmt. Dafür wurde das 

Medium in der Zellkulturflasche mittels einer Absaugflasche entfernt, die adhärenten Zellen 

mit PBS gewaschen und zum Ablösen der Zellen wurde 0,05 % Trypsin-EDTA für circa 1 

Minute hinzugefügt. Mit frisch zugegebenem M199 mit 20 % FCS wurden die abgelösten 

Zellen im Medium aufgenommen. Ein Teil der sich in Suspension befindlichen Zellen wurde 

für die Zellzahlbestimmung abgenommen und mittels Neubauer-Zählkammer gezählt. 4 x 105 

HUVEC wurden dann auf 6-cm Zellkulturschalen gegeben und ausplattiert.  
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Bei Erreichen von Konfluenz in der 6-cm Zellkulturschale wurden die Zellen zur 

Serumreduzierung für 4 Stunden in M199 mit 0,5 % FCS inkubiert. Danach wurden sie für 16 

Stunden mit 2 nM VEGF behandelt. Zellen ohne VEGF dienten als Kontrollen.  

 

3.3.4. Einfrieren und Lagerung  

 

Ein Teil der trypsinierten Zellen wurde eingefroren und gelagert. Dafür wurden die Zellen in 

10 ml M199 mit 20 % FCS resuspendiert und in einem Falcon für 5 Minuten bei 1200 rpm 

zentrifugiert. Der Überstand wurde abgesaugt und das Zellpellet wurde in 1 ml Cryo-SFM 

resuspendiert und in ein 2 ml Kryogefäß überführt. Über Nacht wurden die Gefäße in einem 

Einfrierbehälter mit Isopropanol bei -80 °C eingefroren. Eine dauerhafte Lagerung von Zellen 

erfolgt im Stickstofftank.  

 

3.3.5. Zelllyse und Abnahme des Zellkulturüberstandes  

 

Für die Zelllyse wurden die HUVEC in der 6-cm Schale zuerst mit 1-2 ml kaltem PBS und 

dann mit 1 ml kaltem hypotonischen Puffer gewaschen. Danach wurde die Flüssigkeit gut 

abgesaugt und 80 µl Lysepuffer auf die Zellen gegeben. Nach kurzer Zeit wurden die Zellen 

mittels Zellschaber von der Platte abgekratzt und in ein Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt. 

Anschließend wurden sie für 10 Minuten bei 13000 rpm zentrifugiert. Der entstandene 

Überstand wurde abgenommen und enthielt lösliche Proteine. Die Zelllysate wurden 

schockgefroren und bei -80 °C konserviert.  

Für die Abnahme des Zellkulturüberstandes wurden 4 x 105  HUVEC der Passage 3 in einer     

6-cm Zellkulturschale kultiviert. Unter diesen Bedingungen waren die Zellen nach 2 Tagen 

konfluent. Um den Zellkulturüberstand von den Zellen aufzunehmen, wurde das Medium von 

den Kontrollplatten abgenommen und für 5 Minuten bei 13000 rpm zentrifugiert und in ein 

frisches Eppendorf-Gefäß überführt. Der gewonnene Zellkulturüberstand wurde anschließend 

in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C konserviert. 
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3.4. Zytokin- und Chemokinarray  

 

3.4.1. Versuchsprinzip des Zytokin- und Chemokinarrays   

 

Zur Untersuchung von Zytokinen und Chemokinen in Proben wie Blutplasma, Speichel, 

Tränenflüssigkeit, Urin oder Zellkulturüberständen wurde von der Firma R&D Systems ein 

Array angeboten, mit dessen Hilfe man sowohl Zytokine wie auch Chemokine in Proben 

bestimmen kann. Im Array für die Detektion von Zytokinen (Human Cytokine Array Panel A, 

Bestell-Nr.: ARY005) und für die Detektion von Chemokinen (Human Chemokine Array Kit, 

Bestell-Nr.: ARY017) befanden sich Nitrozellulosemembranen, die mit verschiedenen 

Antikörpern gespottet waren. Die zu untersuchenden Proben wurden mit einer Mischung 

verschiedener Detektor-Antikörper versetzt, welche Zytokine beziehungsweise Chemokine 

gebunden haben. In dieser Suspension entstehen dadurch Antigen-Antikörperkomplexe. Die 

Membranen wurden mit dieser Suspension in Multi-Dish Schalen inkubiert, sodass die 

gespotteten Antikörper auf den Membranen die Antigen-Antikörperkomplexe in den Proben 

zunächst blockiert und dann gebunden haben (Abbildung 5).  

                                                                                              

 
 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

Abbildung 5: Versuchsprinzip des Zytokin- und Chemokinarrays 

 

Nach Behandlung der Membranen wurden die zu untersuchenden Proben aus den Multi-Dish 

Schalen entfernt und Entwicklerflüssigkeit auf die Membranen gegeben. Die Detektor-

Antikörper, welche die korrespondierenden Antigen-Antikörperkomplexe gebunden haben, 
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geben nach Applikation der Entwicklerflüssigkeit durch eine chemische Reaktion 

elektromagnetische Strahlung ab, die im Bereich des sichtbaren und ultravioletten Lichts 

emittiert wird (Chemilumineszenz). Die Nitrozellulosemembranen wurden im FUSION SOLO 

fotografiert. Damit konnten die gespotteten Antikörper auf den Membranen in Form von 

Signalen sichtbar gemacht werden. Die emittierten Signale wurden mit der Zeit intensiver bis 

eine maximale Sättigung erreicht wurde. Die Membranen wurden nach gleichen 

Entwicklungszeiten fotografiert und die Aufnahmen wurden gespeichert. Die Methode des 

FUSION SOLO ermöglicht keine Bestimmung absoluter Chemokin- und Zytokin-Mengen, 

sodass als Messparameter die Lichtintensität nach Menge des detektierten Zytokins bzw. 

Chemokins gemessen wurde. 

Beide Arrays enthielten eine Schablone mit einem Koordinatensystem. Dadurch können die 

aufgelisteten Zytokine und Chemokine zugeordnet werden. Abbildungen 6 und 7 zeigen eine 

schematische Darstellung der zugeordneten Koordinaten der Zytokine beziehungsweise 

Chemokine.  

 

Abbildung 6: Zuordnung der Zytokine im Humanen Cytokine Array          

Auf den Membranen des Zytokinarrays konnten insgesamt 36 verschiedene Zytokine 

identifiziert werden. Jedes Zytokin entspricht jeweils einem Koordinatenpaar. Das 

Koordinatenpaar B17+B18 entspricht beispielsweise dem Zytokin Interleukin-8. Die grau-

unterlegten Koordinatenpaare A1+A2, A19+A20 und E1+E2 entsprachen Referenzpunkte, mit 

deren Hilfe die Schablonen auf den Membranen adjustiert werden konnten. E19+E20 sind 

Negativkontrollen (eckig gezeichnet).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 4: Zuordnung der Zytokine im Humanen Cytokine Array 
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Abbildung 7: Zuordnung der Chemokine im Humanen Chemokine Array  

Mit dem Chemokinarray konnten 31 verschiedene Chemokine identifiziert werden. Die 

Koordinatenpaare F3+F4 (Fibrinogen), F5+F6 (gp130) und F7+F8 (Transferrin R) waren 

Kontrollproben, die vom Hersteller je nach Membran und Art des Arrays ausgewählt wurden. 

Die graumarkierten Koordinatenpaare entsprachen Referenzpunkten (A1+A2, A19+A20 und 

G1+G2). Die Negativkontrollen sind F9+F10.  

 

 

3.4.2. Bestimmung von Zytokinen und Chemokinen in Zellkulturüberständen  

 

Zellen sezernieren Zytokine und Chemokine in ihre Umgebung, sodass deren Konzentration in 

Zellkulturüberständen gemessen werden kann. Mit Hilfe des Zytokin- und Chemokinarrays 

wurde bestimmt, welche Zytokine und Chemokine sich in Zellkulturüberständen von 

unbehandelten als auch VEGF-behandelten HUVEC befanden. Darüber hinaus sollte überprüft 

werden, ob es Unterschiede in der Chemokin- und Zytokinsekretion zwischen männlichen und 

weiblichen Proben gibt. Die Bestimmung der Zytokine und Chemokine in 

Zellkulturüberständen erfolgte in der vorliegenden Arbeit aus Pools, d.h. aus 

Zellkulturüberständen mehrerer HUVECs. Dadurch erhält man für die vorliegende 

Fragestellung eine Gesamtheit der Zytokine und Chemokine aus mehreren Proben. Zytokin- 

und Chemokin-Messungen aus Einzelproben würden zwar eine bessere Interpretation 

ermöglichen, jedoch war dies nicht umsetzbar, da die Nitrozellulosemembranen nur einmalig 

genutzt werden konnten.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 5: Zuordnung der Chemokine im Humanen Chemokine Array   
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Die Proben der unbehandelten HUVEC bestanden aus einem Pool aus jeweils 3 

Zellkulturüberständen pro Geschlecht von Zellen der Passage 3 nach 48 Stunden in M199 mit 

20 % FCS. Es wurden also für die Pools Zellen von jeweils 3 männlichen und 3 weiblichen 

Spender/innen benutzt. Für beide Geschlechter wurde sowohl ein Zytokin- als auch ein 

Chemokinarray durchgeführt (Abbildung 8).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Die Proben der VEGF-behandelten HUVEC bestanden aus einem Pool aus jeweils 5 

Zellkulturüberständen pro Geschlecht. Dabei wurden die Zellen wie in 3.3.3. beschrieben für 4 

Stunden in M199 mit 0,5 % FCS kultiviert und anschließend für 16 Stunden mit 2 nM VEGF 

behandelt.  Auch dabei wurde je Geschlecht ein Zytokin- und ein Chemokinarray durchgeführt 

(Abbildung 9).  
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Abbildung 8: Prinzip des Versuchsaufbaus des Zytokin- und Chemokinarrays für                               

                      Zellkulturüberstände unbehandelter HUVEC 

Abbildung 9: Prinzip des Versuchsaufbaus des Zytokin- und Chemokinarrays für  

                      Zellkulturüberstände VEGF-behandelter HUVEC 
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Die Vorbereitungen der Reagenzien und Materialien, sowie die Versuchsausführungen wurden 

nach Herstellerangaben durchgeführt. Für den Chemokin- und Zytokinarray wurden die 

Membranen mit den zu untersuchenden Proben und Detektor-Antikörpermischungen inkubiert. 

In die Kammern der Multi-Dish Schale des Zytokinarrays wurden 2 ml Array Buffer 4 

(Blockierungslösung) und in die Kammern des Chemokinarrays 2 ml Array Buffer 5 

(Blockierungslösung) pipettiert. Anschließend wurden die Nitrozellulosemembranen in die 

Kammern überführt und für eine Stunde auf einem Schüttler kontinuierlich blockiert. Danach 

wurde 1 ml Probe pro Kammer mit 0,5 ml Array Buffer 4 gemischt. Nach Entfernen der 

Blockierungslösungen wurden die vorbereiteten Detektor-Antikörper-Mischungen 

hinzugefügt. In die Proben für den Zytokinarray wurden 15 µl Detektor-Antikörper-Mischung 

1 und in die Proben für den Chemokinarray 15 µl Detektor-Antikörper-Mischung 2 

hinzugefügt. Die Membranen wurden über Nacht bei 2-8 °C inkubiert und am nächsten Tag mit 

jeweils 20 ml 1x Waschpuffer dreimal für jeweils 10 Minuten gewaschen. Für den Zytokinarray 

wurde Streptavidin-HRP 1:2000 in Array Buffer 5 verdünnt und 2 ml davon wurde in jede 

Kammer pipettiert. Für den Chemokinarray wurde Streptavidin-HRP in Array Buffer 6 1:2000 

verdünnt und 2 ml davon in jede Kammer überführt. Die Membranen wurden für 30 Minuten 

bei Raumtemperatur inkubiert und anschließend dreimal 10 Minuten mit Waschpuffer 

gewaschen. Anschließend wurden die Membranen mit jeweils 1 ml der vorbereiteten 

Entwicklerflüssigkeit (Chemi-Reagent-Mix) für 1 Minute inkubiert. Schließlich wurden mit 

dem Fusion Solo (Chemilumineszenz) die gespotteten Antikörper auf den Membranen sichtbar 

gemacht. Durch die angegebenen Koordinatensysteme (vergl. Abbildungen 6 und 7) konnten 

die korrespondierenden Chemokine und Zytokine identifiziert werden. Mit der 

Herstellersoftware des FUSION SOLO wurden detektierte Zytokin- und Chemokin-Mengen 

quantifiziert. 
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3.4.3. Analyse von Zytokinen und Chemokinen in Zelllysaten  

  

In diesem Versuchsansatz wurden Zelllysate von männlichen und weiblichen unbehandelten 

HUVEC untersucht, die neben vielen anderen löslichen Proteinen auch Zytokine und 

Chemokine enthalten. Es sollte geprüft werden, ob es einen geschlechtsspezifischen 

Unterschied in intrazellulären Zytokinen und Chemokinen gibt. Die Proben für diesen Versuch 

bestanden aus einem Pool aus jeweils 3 Zelllysaten pro Geschlecht von HUVEC der Passage 3 

in M199 mit 20 % FCS. Es wurden also für die Pools Zellen von jeweils 3 männlichen und 3 

weiblichen Spender/innen benutzt. Für jedes Geschlecht wurde auch hier sowohl ein Zytokin- 

als auch ein Chemokinarray durchgeführt (Abbildung 10).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 10: Prinzip des Versuchsaufbaus des Zytokin- und Chemokinarrays für Zelllysate  

                        unbehandelter HUVEC 

 

 

Zunächst wurden 2 ml Array Buffer 4 in die Kammern der Multi-Dish Schale des Zytokinarrays 

und 2 ml Array Buffer 5 in die Kammern der Multi-Dish Schale des Chemokinarrays pipettiert. 

Anschließend wurden die entsprechenden Membranen in die Kammern überführt und für 1 

Stunde auf einem Schüttler blockiert. In dieser Zeit wurden die Zelllysat-Proben vorbereitet. 

Dafür wurden 970 µl Array Buffer 5, 500 µl Array Buffer 4 und 7,5 µl Detektor-Antikörper-

Mischung 1 in 84 µg Zelllysat für die Zytokinbestimmung hinzugefügt. In die gleiche Menge 

der Zelllysatproben (84 µg Zelllysat je Geschlecht) für die Chemokinbestimmung wurden 970 

µl Array Buffer 6, 500 µl Array Buffer 4 und 7,5 µl Detektor-Antikörper-Mischung 2 

hinzugegeben. Nach 60 Minuten wurden die Blockierungslösungen aus den Multi-Dish Schalen 

Zytokinarray Chemokinarray Zytokinarray Chemokinarray  

Pool der Zelllysate von 3 männlichen  

HUVEC nach 48 Stunden in  

M199 mit 20 % FCS 

Pool der Zelllysate von 3 weiblichen 

HUVEC nach 48 Stunden in            

M199 mit 20 % FCS 
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entfernt und die entsprechenden Membranen wurden über Nacht bei 2-8 °C in den vorbereiteten 

Proben inkubiert.   

Am nächsten Tag wurden die Membranen mit jeweils 20 ml Waschpuffer dreimal für jeweils 

10 Minuten gewaschen. Für den Zytokinarray wurde Streptavidin-HRP 1:2000 in Array Buffer 

5 verdünnt und 2 ml davon in jede Kammer pipettiert. Für den Chemokinarray wurde 

Streptavidin-HRP in Array Buffer 6 1:2000 verdünnt und 2 ml davon in jede Kammer überführt. 

Die Membranen wurden für 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und anschließend 

dreimal 10 Minuten mit Waschpuffer gewaschen. Danach wurden die Membranen mit jeweils 

1 ml einer vorbereiteten Entwicklerflüssigkeit (Chemi-Reagent-Mix) für 1 Minute inkubiert. 

Schließlich wurden mit dem Fusion Solo (Chemilumineszenz) die gebundenen Antikörper auf 

den Membranen sichtbar gemacht. 

Mit Hilfe der oben aufgeführten Koordinatensysteme (vergl. Abbildungen 6 und 7) konnten die 

korrespondierenden Chemokine und Zytokine in den Zelllysaten identifiziert werden. Auch in 

diesem Versuch wurden mittels der Herstellersoftware des FUSION SOLO detektierte Zytokin- 

und Chemokinkonzentrationen quantifiziert. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



31 

 

4. ERGEBNISSE 
 

4.1. Immunfluoreszenz der HUVEC-Zellkultur  

 

Die Reinheit der HUVEC-Zellkultur musste überprüft werden. Da nur Endothelzellen den von-

Willebrand-Faktor exprimieren, kann mittels Immunfluoreszenz festgestellt werden, ob sich 

ausschließlich HUVEC in der Zellkultur befinden. Nach Zugabe eines von-Willebrand-

Primärantikörpers und eines fluoreszierenden Sekundärantikörpers, wurden die Zellen mit 

einem Fluoreszenzmikroskop bei 10-facher Vergrößerung mikroskopiert (Abbildung 11).  

 

 
Abbildung 11: HUVEC-Färbung mit Von-Willebrand-Faktor               

Fluoreszenzmikroskopische Darstellung der HUVEC nach Zugabe eines von-Willebrand-

Primärantikörpers und eines fluoreszierenden Sekundärantikörpers, der den vW-

Primärantikörper im Zellplasma bindet. 

 

Die HUVEC färben sich intensiv rot, wobei die Zellkerne von der Fluoreszenz ausgenommen 

sind, da von-Willebrand-Faktor nicht im Zellkern vorkommt. Im dargestellten Bild sind etwa 

350 Zellen enthalten. Die Form der Endothelzellen ist rund- bis tropfenförmig. Anschließend 

erfolgte eine Färbung des Zellkerns mittels des fluoreszierenden Farbstoffs DAPI.                  
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DAPI durchdringt Zellmembranen und bindet an doppelsträngige DNS. Abbildung 12 stellt den 

identischen Ausschnitt sowie die gleiche Vergrößerung wie Abbildung 11 dar. 

 

 
Abbildung 12: Zellkernfärbung mit DAPI                                                    

Fluoreszenzmikroskopische Darstellung der Zellkernfärbung mit DAPI bei 10-facher 

Vergrößerung.  

 

Die Zellkerne in blau sind deutlich abgegrenzt und gleichmäßig gefärbt. Die Anzahl der 

Zellkerne in diesem Bild entspricht der Zellzahl in Abbildung 11. In Abbildung 13 sind die 

fluoreszenzmikroskopischen Darstellungen der Abbildungen 11 und 12 übereinandergelegt, 

sodass die Zellkerne in blau und das Zellplasma in rot zu sehen sind. 
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Abbildung 13: Übereinandergelegte Darstellung der vWF-Färbung und der DAPI-  

                         Zellkernfärbung 

 

 

Die Zellkerne nehmen flächenmäßig durchschnittlich ein Drittel bis die Hälfte der Zellen ein. 

Dabei ist jedem blau-fluoreszierenden Zellkern eine rot-fluoreszierende Zelle zugeordnet. Dies 

lässt den Schluss zu, dass sich neben Endothelzellen keine anderen Zellen in der Zellkultur 

befinden. Die Zellkultur kann daher als frei von Kontaminationen mit Fremdzellen und somit 

als 100 % rein betrachtet werden.  
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4.2. Auswertungen der Zytokin- und Chemokinarrays mittels Chemilumineszenz  

 

4.2.1. Invertierung und Bezeichnung der Membranen 

 

Nach Zugabe von Entwicklerflüssigkeit wurden die Nitrozellulosemembranen mittels 

Chemilumineszenz im FUSION SOLO fotografiert. Abbildung 14 zeigt beispielhaft die 

Ansicht der Membranen in maximaler Lichtintensität. ́ Zyt´ steht für Zytokinarrays und ́ Chem´ 

für Chemokinarrays. Die Buchstaben M (male = männlich) und F (female = weiblich) stehen 

für das jeweilige Geschlecht.  

 

 
Abbildung 14: Originalaufnahmen von Membranen des Zytokin- und Chemokinarrays    

Links: Membranen Zyt 1M (männlich) und Zyt 1F (weiblich) des Zytokinarrays              

rechts: Membranen Chem 1M (männlich) und Chem 1F (weiblich) des Chemokinarrays.  

 

 

Die Aufnahmen wurden invertiert, sodass die Signale in schwarz erscheinen (Abbildung 15). 

Dies erlaubt eine bessere Visualisierung der Lichtintensitäten. Nachfolgende Auswertungen der 

Membranen erfolgten immer anhand von invertierten Aufnahmen.  
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Abbildung 15: Invertierte Aufnahme der Originalaufnahmen der Membranen des Zytokin- 

und Chemokinarrays                                                                                                             

Links: invertierte Membranen Zyt 1M (männlich) und Zyt 1F (weiblich) des Zytokinarrays, 

rechts: invertierte Membranen Chem 1M (männlich) und Chem 1F (weiblich) des 

Chemokinarrays.  

 

4.2.2. Prinzip der Zuordnung detektierter Signale  

 

Die Signale sind paarweise angeordnet. Dabei entspricht ein Doppelsignal einem spezifisch 

detektierten Zytokin beziehungsweise Chemokin. Die in Abbildungen 6 und 7 dargestellten 

Schablonen wurden auf die Aufnahmen gelegt und mit Hilfe der Referenzpunkte korrekt 

adjustiert, sodass den Signalen korrespondierende Zytokine beziehungsweise Chemokine 

zugeordnet werden konnten. Abbildung 16 zeigt eine invertierte Aufnahme einer Membran mit 

der entsprechenden Schablone des Chemokinarrays.  
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Die Referenzpunkte A1+A2, A19+A20 und G1+G2 (Abbildung 16, schwarz eingekreist) 

mussten korrekt auf die invertierten Aufnahmen der Membranen gelegt werden, sodass ein 

adäquates Ablesen der anderen Koordinaten erfolgen konnte. Nachdem die Positionen der 

Referenzpunkte und Negativkontrollen (F9 + F10 in Abbildung 16 mit Viereck umrandet) 

abgeglichen wurden, wurden den anderen Signalen die entsprechenden Chemokine zugeordnet. 

Das grün-markierte Koordinatenpaar C17+C18 in Abbildung 16 entsprach beispielsweise dem 

Chemokin MCP-1 (Monocyte Chemoattractant Protein-1).    

Abbildung 17 zeigt eine Aufnahme der Membran mit der entsprechenden Schablone des 

Zytokinarrays. Die Anordnung der Schablone sowie die Zuordnung der Signale erfolgte analog 

des Chemokinarrays.  

 

 

 

 

 

 

 

 
 

   1  2     3  4     5  6      7  8     9  10    11 12  13 14  15 16  17 18    19 20 

C17, C18 

A  

C  

F  

G 

Schablone mit 

Koordinaten 

Membran 

B  

E 

D  

Abbildung 16: Membranskizze und Schablone des Chemokinarrays                         

Invertierte Aufnahme der Membran Chem 1M (männlich) sowie Schablone mit den 

Koordinaten des Chemokinarrays.  
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Die Referenzpunkte in diesem Array entsprachen den Koordinaten A1+A2, A19+A20 und 

E1+E2 (Abbildung 17 eingekreist) und die Negativkontrollen entsprachen E19+E20 

(Abbildung 17 mit Viereck umrandet). Das blau-markierte Koordinatenpaar B17+B18 

entsprach in der Tabelle des Herstellers dem Zytokin IL-8 (Interleukin-8).  

 

4.2.3. Allgemeine Auswertungen der Membranen  

  

Die Signale eines Koordinatenpaares der zwei Membranen (männlich und weiblich) wurden 

innerhalb des gleichen Arrays miteinander verglichen und quantifiziert. Dabei wurden jeweils 

die Membranen männlicher und weiblicher Proben nach identischen Entwicklungszeiten 

miteinander verglichen. Die Referenzpunkte sind exemplarisch in den beiden nachfolgenden 

Abbildungen rot umkreist, die Negativkontrollen viereckig umrandet. Die Anordnungen dieser 

Signale gelten für die darauffolgenden Abbildungen. Bei der Quantifizierung wurden die 

Signale der männlichen Proben jeweils 100 % gesetzt. Es wurden Unterschiede in der Art und 

Menge der Zytokine und Chemokine zwischen männlichen und weiblichen Zellen in 

Zellkulturüberständen und in Zelllysaten ermittelt. Durch die Verwendung von Pools aus 

mehreren Einzelproben ist keine Statistik möglich. Für eine Statistik braucht man eine gewisse 

    1  2    3  4     5  6      7  8     9  10    11 12 13 14  15 16 17 18 19 20 

B17, B18 

Membran 

Schablone mit 

Koordinaten 
A 

B 

C 

D 

E 

Abbildung 17: Skizze der Membran mit Schablone des Zytokinarrays                          

Invertierte Aufnahme der Membran Zyt 1F (weiblich) und Schablone mit den Koordinaten des 

Zytokinarrays.  
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Anzahl an Einzelwerten. Aus einem Pool kann man für eine Statistik keinen Mittelwert oder 

Median bestimmen und Ausreißer nicht zuordnen. In dieser vorliegenden Pilotstudie wurden 

Intensitäten zwischen 95 und 105 % der weiblichen Zellen im Vergleich zu den männlichen 

Pools als kein geschlechtsspezifischer Unterschied definiert. Unterschiede über oder unter 

diesen Werten wurden als Geschlechtsunterschied gewertet.  
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4.3. Geschlechtsspezifische Unterschiede sezernierter und intrazellulärer Zytokine und  

       Chemokine in HUVEC 

 

4.3.1. Geschlechtsspezifische Unterschiede sezernierter Zytokine und Chemokine in  

          Zellkulturüberständen unbehandelter HUVEC 

 

Es sollte geprüft werden, ob es Unterschiede in der Art und Menge sezernierter Zytokine in 

Zellkulturüberständen männlicher und weiblicher HUVEC gibt. Die Zellen wurden für 48 

Stunden in M199 mit 20 % FCS kultiviert. Die Proben bestanden aus einem Pool von jeweils 3 

Zellkulturüberständen pro Geschlecht. Aufgrund limitierter Probenanzahl wurden bei allen 

Messungen Pools von mindestens n = 3 HUVEC statt Einzelmessungen verwendet. Die 

Membranen wurden jeweils nach identischer Entwicklungszeit ausgewertet (Abbildung 18).  

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

In diesem Versuch konnten nur zwei Zytokine detektiert werden: MCP-1 sowie IL-8 

(Abbildung 18). Die Menge der sezernierten Zytokine MCP-1 und IL-8 war in 

Zellkulturüberständen männlicher HUVEC größer als in den weiblichen. Mit einer Intensität 

MCP-1 IL-8 

Zyt 1M, Männlich 

Zyt 1F, Weiblich 

MCP-1 IL-8 

Referenzpunkt  

Referenzpunkt  

Negativkontrolle 

Negativkontrolle 

Abbildung 18: Sezernierte Zytokine unbehandelter HUVEC 

Membran Zyt 1M (männlich) und Zyt 1F (weiblich) aus Zellkulturüberständen mit Markierung 

sezernierter Zytokine. Pool aus 3 Zellkulturüberständen pro Geschlecht.  
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von 34 % im Vergleich zu den männlichen Zellen lag Interleukin-8 in Überstanden weiblicher 

HUVEC deutlich geringer vor. Auch das Zytokin MCP-1 wurde mit 25 % deutlich weniger in 

weiblichen Proben sezerniert (Tabelle 3). 

 

Tabelle 3: Vergleich der Intensitäten sezernierter Zytokine zwischen männlichen und 

weiblichen unbehandelten HUVEC 

Koordinatenpaare 

zugeordneter Zytokine  

Membran Zyt 1M 

(männlich) Intensität (%) 

Membran Zyt 1F 

(weiblich) Intensität (%) 

B17, B18 = IL-8 100 34 

D9, D10 = MCP-1 100 25 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



41 

 

Im folgenden Versuch sollte untersucht werden, ob es Unterschiede in der Chemokinsekretion 

zwischen männlichen und weiblichen HUVEC gibt. Für diesen Versuch wurden die gleichen 

Proben wie unter 4.3.1 beschrieben verwendet und nach identischer Entwicklungszeit 

ausgewertet. Da Chemokine eine Untergruppe der Zytokine bilden (van der Vorst et al. 2015), 

enthalten die Chemokinarrays auch einige Proteine der Zytokinarrays. 

 

 

 
 

Abbildung 19: Sezernierte Chemokine unbehandelter HUVEC 

Membran Chem 1M (männlich) und Chem 1F (weiblich) aus Zellkulturüberständen mit 

Markierung sezernierter Chemokine. Pool aus 3 Zellkulturüberständen pro Geschlecht.  

 

 

In diesem Array wurden die drei Chemokine IL-8 (Interleukin-8), GRO-α (Growth Regulated 

Alpha-Protein) und MCP-1 (Monocyte Chemoattractant Protein-1) nachgewiesen. Dabei war  

GRO-α das einzige von den drei Chemokinen, welches in höheren Mengen in Überständen 

weiblicher HUVEC vorhanden war (113 %, vergleiche Tabelle 4). IL-8 und MCP-1 wurden 

dahingegen in höheren Mengen in Überständen männlicher HUVEC nachgewiesen. In 

Überständen von weiblichen HUVEC lag die Intensität von IL-8 bei 81 % und von MCP-1 bei 

83 % (Tabelle 4).   

IL-8  GRO-α 

MCP-1    Chem 1M, Männlich  

             Chem 1F, Weiblich  

Referenzpunkt  

Negativkontrolle 

IL-8  GRO-α 

MCP-1  

Referenzpunkt  

Negativkontrolle 
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Tabelle 4: Vergleich der Intensitäten sezernierter Chemokine zwischen männlichen und   

weiblichen unbehandelten HUVEC 

Koordinatenpaare 

zugeordneter Chemokine 

Membran Chem 1M 

(männlich) Intensität (%) 

Membran Chem 1F 

(weiblich) Intensität (%) 

B17, B18 = GRO-α 100 113 

C7, C8 = IL-8 100 81 

C17, C18 = MCP-1 100 83 
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4.3.2. Geschlechtsspezifische Unterschiede intrazellulärer Zytokine und Chemokine in  

          unbehandelten HUVEC 

 

Nachdem geschlechtsspezifische Unterschiede sezernierter Zytokine in Zellkulturüberständen 

unbehandelter HUVEC detektiert wurden, sollte untersucht werden, ob es Unterschiede in der 

Art und Menge intrazellulärer Zytokine gibt. Dazu wurde jeweils ein Pool aus 3 Proben 

männlicher und weiblicher Zelllysate von unbehandelten HUVEC verwendet (Abbildung 20).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                   

 

 

 

Bei diesem Versuch wurden insgesamt acht Zytokine detektiert: MCP-1, GRO-α, sICAM-1, 

IL-8, IL-13, MIF, IL-6 und Serpin E1. Außer MCP-1 und IL-13 wurden alle detektierten 

Zytokine stärker in weiblichen Zellen exprimiert. MCP-1 lag im weiblichen Zelllysat bei 85 % 

  Zyt 2M, Männlich 

    Zyt 2F, Weiblich 

IL-8 

Serpin E1 IL-6 MIF 

sICAM-1 GRO-α MCP-1 

IL-13 

MCP-1 

IL-13 MIF 

GRO-α sICAM-1 

IL-8 

IL-6 Serpin E1 

Abbildung 20: Detektierte Zytokine in Zelllysaten unbehandelter HUVEC 

Membran Zyt 2 (männlich) und Membran Zyt 2F (weiblich) aus Zelllysaten mit Markierung 

detektierter Zytokine. Pool aus 3 Zelllysaten pro Geschlecht. 
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des männlichen Niveaus. Für IL-13 konnte kein geschlechtsspezifischer Unterschied 

festgestellt werden (Tabelle 5). 

 

Tabelle 5: Vergleich der Intensitäten intrazellulärer Zytokine zwischen männlichen und 

weiblichen unbehandelten HUVEC 

Koordinatenpaare 

zugeordneter Zytokine 

Membran Zyt 2M 

(männlich) Intensität (%)  

Membran Zyt 2F 

(weiblich) Intensität (%)  

A11, A12 = GRO-α 100 163 

A15, A16 = sICAM-1 100 349 

B15, B16 = IL-6 100 187 

B17, B18 = IL-8 100 124 

C7, C8 = IL-13 100 100 

D9, D10 = MCP-1 100 85 

D11, D12 = MIF 100 382 

D17, D18 = Serpin E1 100 756 

 

Serpin E1 wies den auffälligsten Geschlechtsunterschied auf. Es war in den weiblichen Zellen 

um mehr als das Siebenfache stärker exprimiert als in den männlichen Zellen. Auch MIF war 

in weiblichen HUVEC um nahezu das Vierfache erhöht. Das lösliche ICAM-1 (sICAM-1) lag 

mit ca. 350 % ebenfalls deutlich höher im Lysat weiblicher HUVEC vor. Die Proteine GRO-α 

und IL-6 waren 1,6 bzw. 1,9-fach höher in den weiblichen Zellen. Nur zwei der hier detektierten 

Zytokine wurden auch in Zellkulturüberständen unbehandelter HUVEC gefunden: IL-8 und 

MCP-1 (vergl. Tabelle 3). Dort lagen beide Zytokine verstärkt in Überständen männlicher 

Zellen vor.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



45 

 

Im folgenden Versuch sollte geprüft werden, ob es geschlechtsspezifische Unterschiede in 

intrazellulären Chemokinen unbehandelter HUVEC gibt. Dabei wurden jeweils 3 Zelllysate 

männlicher und weiblicher HUVEC verwendet. Es handelte sich um dieselben Lysate, die für 

die Detektion von Zytokinen verwendet wurden (Abbildung 21).            

 

 

 
                                     

 

 

Alle detektierten Chemokine (IL-8, Midkine, GRO-α und MCP-1) liegen in Zelllysaten 

weiblicher HUVEC in höheren Mengen vor. Besonders auffällig ist der starke 

geschlechtsspezifische Unterschied von Midkine. Dabei wurde das Chemokin Midkine mit 

einer Intensität von 629 % im Zelllysat weiblicher HUVEC gemessen, gefolgt von GRO-α mit 171 %. 

MCP-1 war mit 152 % und IL-8 mit 135 % höher in weiblichen Zellen vertreten (Tabelle 6).  

  

 

 

Chem 2M, Männlich 

Chem 2F, Weiblich 

IL-8 Midkine  

MCP-1 

GRO-α 

IL-8 Midkine  GRO-α 

MCP-1 

Abbildung 21: Detektierte Chemokine in Zelllysaten unbehandelter HUVEC 

Membran Chem 2M (männlich) und Membran Chem 2F (weiblich) aus Zelllysaten mit 

Markierung detektierter Chemokine. Pool aus 3 Zelllysaten pro Geschlecht. 
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Tabelle 6: Vergleich der Intensitäten intrazellulärer Chemokine zwischen männlichen und 

weiblichen unbehandelten HUVEC 

Koordinatenpaare 

zugeordneter Chemokine 

Membran Chem 2M 

(männlich) Intensität (%) 

Membran Chem 2F 

(weiblich) Intensität (%)  

B17, B18 = GRO-α 100 171 

C7, C8 = IL-8 100 135 

C17, C18 = MCP-1 100 152 

D7, D8 = Midkine 100 629 

 

Drei der hier detektierten Chemokine wurden ebenfalls in Zellkulturüberständen unbehandelter 

HUVEC nachgewiesen: GRO-α, IL-8 und MCP-1 (vergl. Tabelle 4 in 4.3.1.). Dabei wurde nur 

GRO-α verstärkt in Überstände weiblicher HUVEC sezerniert. Midkine hingegen wurde nicht 

in Zellkulturüberständen unbehandelter HUVEC gefunden (vergl. Tabelle 4).  

 

4.3.3. Vergleich sezernierter Zytokine und Chemokine in Zellkulturüberständen VEGF- 

          behandelter männlicher und weiblicher HUVEC 

 

Der Wachstumsfaktor VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) ist entscheidend bei der 

Regulation der Migration von Endothelzellen (Wang et al. 2011; Salajegheh 2016). In unserer 

Arbeitsgruppe wurde ein Unterschied in der VEGF-induzierten Migration zwischen 

männlichen und weiblichen HUVEC gefunden  (Lorenz et al. 2019). Es konnte gezeigt werden, 

dass weibliche Zellen eine höhere VEGF-induzierte Migrationsaktivität aufwiesen als 

männliche HUVEC. Der festgestellte Unterschied stellt daher die Basis für den Einschluss der 

VEGF-Behandlung in dieser Arbeit dar. Es sollte die Frage untersucht werden, ob es 

geschlechtsspezifische Unterschiede in der Zytokinsekretion in Zellkulturüberständen 

männlicher und weiblicher HUVEC nach Behandlung mit VEGF gibt. Die Zellen wurden 

zunächst für 4 Stunden in M199 mit 0,5 % FCS inkubiert und danach für 16 Stunden mit 2 nM 

VEGF behandelt. Die analysierten Proben bestanden aus einem Pool aus jeweils 5 

Zellkulturüberständen pro Geschlecht (Abbildung 22).  
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Es wurden insgesamt sechs Zytokine detektiert: GRO-α, IL-8, MCP-1, MIF (Makrophage 

Migration Inhibitory Factor) IL-6 (Interleukin-6) und Serpin E1. Für die Zytokine MIF und 

Serpin E1 wurden nach VEGF keine Unterschiede in Überständen weiblicher und männlicher 

HUVEC nachgewiesen. Jedoch wurden höhere Level von GRO-α, IL-6, IL-8 und MCP-1 in 

Überständen männlicher Zellen gefunden (Tabelle 7).  

 

 

 

 

 

 

Zyt 3F, Weiblich 

Zyt 3M, Männlich 

GRO-α 

IL-8 

IL-6 Serpin E1 MCP-1 MIF 

GRO-α 

IL-8 

Serpin E1 IL-6 MIF MCP-1 

Abbildung 22: Sezernierte Zytokine nach Behandlung mit VEGF 

Membran Zyt 3M (männlich) und Zyt 3F (weiblich) aus Zellkulturüberständen mit Markierung 

sezernierter Zytokine. Pool aus 5 Zellkulturüberständen pro Geschlecht. 
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Tabelle 7: Vergleich der Intensitäten sezernierter Zytokine zwischen männlichen und 

weiblichen HUVEC nach VEGF-Behandlung 

Koordinatenpaare 

zugeordneter Zytokine 

Membran Zyt 3M 

(männlich) Intensität (%) 

Membran Zyt 3F 

(weiblich) Intensität (%) 

A11, A12 =GRO-α 100 92 

B15, B16 = IL-6 100 76 

B17, B18 = IL-8 100 80 

D9, D10 = MCP-1 100 86 

D11, D12 = MIF 100 103 

D17, D18 = Serpin E1 100 102 

 

So lag das Zytokin IL-6 nach Behandlung mit VEGF in ca. 25 % höherer Konzentration in 

Zellkulturüberständen männlicher HUVEC vor. Die Menge an sezerniertem IL-8 und MCP-1 

war in den Zellkulturüberständen männlicher HUVEC um ca. 15-20 % höher. Insgesamt 

wurden im Vergleich zu unbehandelten HUVEC (vergl. Tabelle 3) nach Behandlung mit VEGF 

wesentlich mehr Zytokine sezerniert.  
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Nach der Detektion geschlechtsspezifischer Unterschiede in der Menge sezernierter Zytokine 

nach Behandlung mit VEGF wurden auch potentielle Unterschiede in der Chemokinsekretion 

untersucht. Dafür wurden die gleichen Zellkulturüberstände verwendet (Abbildung 23).  

 

 

 
Abbildung 23: Sezernierte Chemokine nach Behandlung mit VEGF                                      

Membran Chem 3M (männlich) und Chem 3F (weiblich) aus Zellkulturüberständen mit 

Markierung sezernierter Chemokine. Pool aus 5 Zellkulturüberständen pro Geschlecht.  

 

Nach VEGF-Behandlung konnten insgesamt fünf sezernierte Chemokine detektiert werden: 

HCC-1 (Hemofiltrate C-C Ligand Chemokin), IL-8 (Interleukin-8), CXCL 16 (C-X-C Motif 

Chemokine Ligand 16), Midkine und MCP-1 (Monocyte Chemoattractant Protein-1) (vergl. 

Tabelle 8). Dabei wurden alle Chemokine höher konzentriert in Überständen männlicher 

HUVEC nachgewiesen. Zwei Chemokine waren in den Überständen weiblicher Zellen im 

Vergleich zu den männlichen in wesentlich geringerer Konzentration vorhanden: CXCL 16 mit 

60 % und IL-8 mit 57 %. Midkine, MCP-1 und HCC-1 waren in den Überständen männlicher 

Zellen moderat erhöht (Tabelle 8).  

 

 

       Chem 3M, Männlich 

       Chem 3F, Weiblich  

MCP-1 

Midkine HCC-1 IL-8 CXCL 16 

HCC-1 IL-8 CXCL 16 Midkine 

MCP-1 
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Tabelle 8: Vergleich der Intensitäten sezernierter Chemokine zwischen männlichen und 

weiblichen HUVEC nach VEGF-Behandlung 

Koordinatenpaare 

zugeordneter Chemokine 

Membran Chem3M 

(Männlich) Intensität (%)  

Membran Chem 3F 

(Weiblich) Intensität (%) 

B7, B8 = CXCL 16 100 60 

C3, C4 = HCC-1 100 75 

C7, C8 = IL-8 100 57 

C17, C18 = MCP-1 100 85 

D7, D8 = Midkine 100 88 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



51 

 

4.4. Zusammenfassung aller Zytokin- und Chemokin-Auswertungen 

 

Insgesamt lässt sich feststellen, dass weibliche Zellen geringere Mengen an Zytokinen und 

Chemokinen in Zellkulturüberstände sezernieren als männliche. Dies trifft sowohl für 

unbehandelte HUVEC als auch für Behandlung mit VEGF zu. Intrazellulär wurden dagegen in 

unbehandelten weiblichen HUVEC höhere Zytokin- und Chemokin-Level gemessen als in 

männlichen.  

Die nachfolgende Tabelle fasst alle Messungen identifizierter Proteine zusammen (Tabelle 9).  

Verglichen mit weiblichen Zellen wurden in Zellkulturüberständen männlicher unbehandelter 

HUVEC eine größere Anzahl von Zytokinen und Chemokinen mit höheren Werten detektiert. 

Nur ein Chemokin (GRO-α) lag im Überstand weiblicher unbehandelter HUVEC in größerer 

Menge vor (Tabelle 9, 1. und 2. Spalte).      

 Intrazellulär enthielten dagegen unbehandelte weibliche Zellen eine deutlich höhere 

Anzahl von Zytokinen und Chemokinen mit höheren Werten (Tabelle 9, 3. und 4. Spalte). 

 Nach VEGF-Behandlung wurden deutlich mehr Zytokine und Chemokine mit höheren 

Leveln in Zellkulturüberständen männlicher HUVEC gefunden (Tabelle 9, 5. und 6. Spalte). 

Von 6 detektierten Zytokinen wurden 4 Zytokine in höheren Mengen von männlichen HUVEC 

sezerniert (IL-8, MCP-1, GRO-α, IL-6). Die übrigen zwei detektierten Zytokine zeigten keinen 

Geschlechtsunterschied (MIF, Serpin E1). Alle 5 detektierten Chemokine wurden ebenfalls in 

höheren Mengen von männlichen HUVEC sezerniert.   
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Tabelle 9: Detaillierte Zusammenfassung der Zytokin- und Chemokin-Analysen 

 

Die männlichen Zellen (M) wurden 100 % gesetzt. Intensitätsunterschiede von 95% bis 105% wurden nicht als Geschlechtsunterschied definiert. 

Werte über bzw. unter diesen Grenzen wurden als Geschlechtsunterschied gewertet. Fettgedruckte blaue Zahlen zeigen höhere Werte in 

Zellkulturüberständen und Zelllysaten männlicher Zellen (M) an, fettgedruckte rote Zahlen zeigen höhere Werte in Zellkulturüberständen bzw. 

Zelllysaten entsprechend in weiblichen Zellen (F) an.                                                                                                                                          

M % F % M % F % M % F % M % F % M % F % M % F %

IL-8 100 34 100 81 100 124 100 135 100 80 100 57

MCP-1 100 25 100 83 100 85 100 152 100 86 100 85

GRO-α 100  113 100 163 100 171 100  92

Midkine 100  629  100  88

CXCL16  100  60

MIF 100  382  100 103 

Serpin E1 100  756   100 102 

IL-6 100  187  100  76

sICAM-1 100  349

IL-13 100  100

HCC-1 100  75 

ChemokinarrayZytokinarray Chemokinarray Zytokinarray Chemokinarray Zytokinarray

Zellkulturüberstände

HUVEC unbehandelt

Zellkulturüberstände

HUVEC unbehandelt

Zellkulturüberstände 

HUVEC nach VEGF

Zelllysate, HUVEC

unbehandelt

Pool aus 3 Zelllysaten 

pro Geschlecht

Pool aus 3 Zelllysaten 

pro Geschlecht

Pool aus 5 

Überständen

pro Geschlecht

Zelllysate, HUVEC

unbehandelt

Zellkulturüberstände 

HUVEC nach VEGF

Zytokine und 

Chemokine
Pool aus 5 

Überständen pro 

Geschlecht

Pool aus 3 

Überständen pro 

Geschlecht

Pool aus 3 

Überständen pro 

Geschlecht
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5. DISKUSSION   

 

Sowohl bei Erkrankungen des Immunsystems als auch bei kardiovaskulären Erkrankungen 

spielen Zytokine und Chemokine eine bedeutsame Rolle. Da es bei beiden Erkrankungen 

Unterschiede zwischen Männern und Frauen gibt, sollten in dieser Arbeit 

geschlechtsspezifische Unterschiede in der Konzentration intrazellulärer und sezernierter 

Zytokine und Chemokine bei primären Endothelzellen untersucht werden. Endothelzellen sind 

einer der Hauptproduzenten von Zytokinen und Chemokinen. Daher spielt das Endothel im 

Prozess der Entstehung kardiovaskulärer Erkrankungen und Erkrankungen des Immunsystems 

eine wichtige Rolle. Die Chemokine stellen eine große Untergruppe der Zytokine dar. Durch 

ihre pleiotropen Eigenschaften begünstigen Zytokine inflammatorische und immunbedingte 

Prozesse oder hemmen diese. In der vorliegenden Arbeit wurde gefunden, dass intrazellulär in 

unbehandelten weiblichen HUVEC höhere Mengen an Zytokinen vorhanden sind als in 

männlichen. In Zellkulturüberständen hingegen wurden insgesamt höhere Zytokin-Mengen von 

männlichen Zellen sezerniert. Dies gilt sowohl für unbehandelte HUVEC als auch nach 

Behandlung mit VEGF.  

 Die Ursachen für geschlechtsspezifische Unterschiede sowohl bei kardiovaskulären wie 

auch bei Erkrankungen des Immunsystems werden bislang häufig den Geschlechtshormonen 

zugeschrieben. Mittlerweile gibt es Daten, dass Geschlechtsunterschiede nicht nur hormonell-

bedingt bestehen, sondern, dass es Geschlechtsunterschiede auf zellulärer Ebene gibt. Vorteile 

bei geschlechtsspezifischen Untersuchungen von HUVEC sind, dass die Zellen lediglich für 

die Dauer der Schwangerschaft unter mütterlichen Hormon- und Lebensstil-Einflüssen stehen. 

Auch nicht-hormonelle geschlechtsspezifische Umweltfaktoren (Lebensstil, 

Nebenerkrankungen, Risikofaktoren, Konzentration von Geschlechtshormonen), die die 
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zellulären Prozesse beeinflussen, werden aufgrund der Kürze der Schwangerschaft verringert. 

Daher lassen sich mit diesen Zellen sehr gut intrinsische Geschlechtsunterschiede untersuchen. 

 

5.1. Die biologische Rolle von intra- und extrazellulären Zytokinen 

 

Zytokin-abhängige Effekte zeigen sich vor allem bei inflammatorischen Prozessen wie 

Autoimmunerkrankungen, Arteriosklerose oder Krebserkrankungen. Mit Ausnahme von 

Erythrozyten kann jede Zelle Zytokine produzieren oder auf Zytokine reagieren. Die meisten 

Zytokine sind lösliche Faktoren, die von Zellen sezerniert werden und zelluläre Mechanismen 

beeinflussen. Zur Pleiotropie trägt bei, dass einige Zytokine hingegen integralen 

Membranproteinen ähneln, die die Zelle nicht verlassen und intrazelluläre Signalkaskaden 

induzieren (Dinarello 2007). Zytokine werden in pro- und anti-inflammatorische Zytokine 

unterteilt und nach ihrer Rezeptorbindung mit der damit verbundenen intra- oder extrazellulären 

Wirkungsweise (Turner et al. 2014). Zur Komplexität trägt auch bei, dass einige Zytokin-

Rezeptoren nur auf bestimmten Zellarten exprimiert werden (Dinarello 2007). In der Regel sind 

einzelne Zytokine Bestandteile von größeren Zytokin-Familien. Die TNF-Zytokin-Familie zum 

Beispiel enthält ca. 20 Mitglieder, die individuell durch verschiedene Gene kodiert werden und 

überlappende Funktionen aufweisen. Die IL-1-Familie besteht beispielsweise aus 11 

Mitgliedern, darunter IL-1α, IL-1β, IL-18, IL-33, die alle pro-inflammatorisch wirken. Zur 

Behandlung überschießender Zytokin-vermittelter Erkrankungen, wie zum Beispiel 

rheumatoide Arthritis, Morbus Crohn und Psoriasis, werden Anti-Zytokin-Therapien mit 

monoklonalen Antikörpern (z.b. Adalimumab) eingesetzt, die bei diesen Erkrankungen 

zielgerichtet den inflammatorischen Effekten von TNF-α entgegenwirken (Dinarello 2007; 

Udalova et al. 2016). Es ist bekannt, dass Patienten mit chronischen Erkrankungen ein höheres 

Risiko für kardiovaskuläre Erkrankungen haben. Wenn durch Anti-Zytokin-Therapien 

inflammatorische Effekte durch Mediatoren wie Prostaglandine, Nitratoxidase und ROS 
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reduziert werden, wird die Immunantwort bei chronischen Erkrankungen beeinflusst. Daher 

wirken Anti-Zytokin-Therapien sekundär kardioprotektiv (Steyers und Miller 2014). Die in der 

vorliegenden Arbeit detektierten intrazellulären und extrazellulären Zytokine werden im 

folgenden Abschnitt näher charakterisiert und in den Kontext geschlechtsspezifischer 

Unterschiede gestellt.  

 

5.2. Zelluläre Funktionen detektierter intrazellulärer und sezernierter Zytokine  

    

I. Detektierte intrazelluläre Zytokine  

 

Intrazellulär wurden in dieser Arbeit die Zytokine IL-8, MCP-1, GRO-α, Midkine, MIF,    

Serpin E1, IL-6, sICAM-1 und IL-13 nachgewiesen. Dabei gab es den größten 

Geschlechtsunterschied für Serpin E1 und Midkine. Die Mehrheit der Zytokine lag in höheren 

Mengen in den Zelllysaten weiblicher HUVEC vor. Nur MCP-1 war bei männlichen HUVEC 

höher konzentriert. Die Funktionen einiger in den Arrays detektierter intrazellulärer Zytokine 

sind nachfolgend erläutert und mögliche Gründe für gefundene Geschlechtsunterschiede 

dargelegt. Da die meisten Zytokine extrazelluläre Funktionen besitzen, ist in der Literatur 

vergleichsweise wenig über Funktionen intrazellulärer Zytokine beschrieben. Daher konnten 

nicht alle in den Arrays detektierten intrazellulären Zytokine in Zusammenhang mit der in der 

Literatur beschriebenen geschlechtsspezifischen Unterschieden gestellt werden. Vielmehr wird 

von einer intrazellulären Speicherfunktion der Zytokine ausgegangen (van Mourik et al. 2002; 

Øynebråten et al. 2004; Tilstam et al. 2017; Lai et al. 2020).     

 

II. Detektierte sezernierte Zytokine  

 

In Zellkulturüberständen unbehandelter HUVEC wurden die Proteine IL-8, MCP-1 und     

GRO-α detektiert. Die Konzentrationen von IL-8 und MCP-1 waren in Zellkulturüberständen 

männlicher Zellen höher als in weiblichen. Nach Behandlung mit VEGF nahm die Anzahl der 

extrazellulär detektierten Zytokine in den Zellkulturüberständen stark zu, sodass insgesamt 9 
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Proteine nachgewiesen werden konnten. Außer MIF und Serpin E1 waren die Konzentrationen 

der übrigen 7 Proteine (IL-8, MCP-1, GRO-α, Midkine, CXCL16, IL-6, HCC-1) in 

Zellkulturüberständen männlicher Zellen höher. Bei MIF und Serpin E1 konnten keine 

geschlechtsspezifischen Konzentrationsunterschiede festgestellt werden. In den nachfolgenden 

Abschnitten werden die Funktionen der in den Arrays detektierten extrazellulären Zytokine 

diskutiert und in den Kontext geschlechtsspezifischer Unterschiede gestellt. In der Literatur 

wird das Zytokin HCC-1 eher in Verbindung mit dem hepatozellulären Karzinom gebracht und 

nicht im Zusammenhang mit der hier diskutierten Thematik. Daher wird HCC-1 in den 

folgenden Ausführungen nicht aufgeführt.  

 

  5.2.1. Makrophage Migration Inhibitory Factor (MIF)  

 

Intrazelluläre Funktionen von MIF  

In der vorliegenden Arbeit war das Zytokin MIF in den Zellen weiblicher unbehandelter 

HUVEC circa 4-fach höher konzentriert als in den männlichen. Allgemein kann MIF, anders 

als die meisten Zytokine, intrazellulär im Rahmen der Homöostase gespeichert werden. Durch 

die intrazelluläre Speicherfunktion kann eine schnelle Sekretion erfolgen, ohne vorherige de-

novo-Synthese. MIF spielt nicht nur in Endothelzellen, sondern auch in Makrophagen, 

Blutplättchen und Epithelzellen eine Rolle (Lai et al. 2020). Intrazellulär hat MIF pluripotente 

Eigenschaften. Es moduliert die AP-1-Aktivität und den Zellzyklus durch die Interaktion mit 

im Zytosol befindlichem JAB-1 (Jun-Aktivation-Domain Binding Protein-1) (Lai et al. 2020). 

MIF begünstigt immunologische Funktionen und blockiert eine Glukokortikoid-bedingte 

Immunsuppression. Damit gehört es zu den pro-inflammatorischen Zytokinen (Calandra und 

Roger 2003). Eine Überexpression von MIF kann aber auch signifikant die p-53-abhängige 

Apoptose und die Stress-induzierte Apoptose supprimieren (Lai et al. 2020).  

Intrazellulär wurde MIF in weiblichen HUVEC höher konzentriert detektiert. Wenn 

MIF eine intrazelluläre Speicherfunktion hat, so kann MIF möglicherweise von weiblichen 



57 

 

Zellen schneller sezerniert werden und pro-inflammatorisch wirken. Durch die Pleiotropie des 

Zytokins kann MIF aber auch apoptotische Vorgänge supprimieren, wodurch z.B. ein besseres 

Zellüberleben (Zellviabilität) bei weiblichen HUVEC erklärbar wäre, wofür es schon einige 

Hinweise gibt (Lorenz et al. 2015). Es wurden auch Geschlechtsunterschiede in der Apoptose 

bei Kardiomyozyten beobachtet. Weibliche Kardiomyozyten wiesen weniger Apoptosen nach 

einem Myokardinfarkt auf als männliche (Dunlay und Rogers 2012). Da MIF die Apoptose 

hemmt, könnte MIF auch bei Kardiomyozyten eine Rolle spielen und bei weiblichen 

Kardiomyozyten eine geringere Apoptoserate bewirken.  

 

Extrazelluläre Funktionen von MIF  

In der vorliegenden Arbeit wurde MIF in Zellkulturüberständen unbehandelter HUVEC nicht 

gefunden. In Zellkulturüberständen nach VEGF-Behandlung konnte MIF zwar detektiert 

werden, jedoch zeigte sich dabei kein Geschlechtsunterschied.     

 MIF wird von nahezu allen Immunzellen, sowie auch von Epithel- und Endothelzellen, 

Kardiomyozyten und Adipozyten exprimiert (Hansson et al. 2015). Einige Studien fanden 

heraus, das MIF den Prozess der Plaque-Ruptur beim akuten Koronarsyndrom initiiert und 

dafür auch als Biomarker im Serum gemessen werden kann (Tilstam et al. 2017). Hohe 

Plasmakonzentrationen von MIF korrelieren mit Plaque-Ruptur bei Patienten mit ACS und sind 

andererseits mit erhöhten Konzentrationen von CRP, IL-6 und Troponin-I (der myokardiale 

Nekrose-Marker) assoziiert. Zusammenfassend lässt sich sagen, dass MIF bei allen Schritten 

der Arteriosklerose eine Rolle spielt (Initiation, Progression, Ruptur von arteriosklerotischen 

Plaques). Dabei basiert die Wirkung von MIF auf der Adhäsion von Monozyten an das 

Endothelium und korreliert mit der Expression von Adhäsionsmolekülen wie E-Selectin, 

ICAM-1 und VCAM-1 (Tilstam et al. 2017).  

Ein Grund für die Nicht-Detektion von MIF in Zellkulturüberständen unbehandelter 

HUVEC könnte auf das Fehlen pro-inflammatorischer Stimuli zurückzuführen sein. Die 
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Sekretion von MIF wird durch verschiedene pro-inflammatorische Stimuli getriggert. Daher 

steht die Konzentration von im Blut zirkulierendem MIF  im Zusammenhang mit 

kardiovaskulären Erkrankungen wie dem akuten Koronarsyndrom, Infektionskrankheiten und 

auto-inflammatorischen Erkrankungen (Tilstam et al. 2017). 

Da in Zellkulturüberständen nach VEGF-Behandlung MIF detektiert werden konnte, liegt es 

nahe, dass VEGF durch eine Erhöhung der endothelialen Permeabilität und der Induktion von 

Adhäsionsproteinen die Sekretion von MIF stimuliert haben könnte (Camaré et al. 2017). 

Geschlechtsunterschiede in der MIF-Konzentration in Zellkulturüberständen VEGF-

behandelter HUVEC konnten jedoch nicht festgestellt werden, sodass unklar bleibt, welche 

geschlechtsspezifischen Funktionen MIF in Endothelzellen hat. 

 

  5.2.2. Interleukin– 6 (IL-6) 

 

Intrazelluläre Funktionen von IL-6 

In der vorliegenden Arbeit war IL-6 in Zelllysaten weiblicher unbehandelter HUVEC in 

doppelter Konzentration im Vergleich zu männlichen Zellen vorhanden. Allgemein wirkt IL-6 

sowohl pro- als auch anti-inflammatorisch und ist in der Pathogenese aller inflammatorischen 

Erkrankungen involviert. Die Produktion von IL-6 wird durch zahlreiche Stimuli wie 

Stresshormone, andere Zytokine und Erkennung pathogener Mikroorganismen durch Toll-like-

Rezeptoren induziert (Verboogen et al. 2019). Der IL-6-Rezeptor besteht aus IL-6-Rezeptor-α 

(IL-6RA) und dem Glykoprotein gp130, der für die Signaltransduktion verantwortlich ist 

(Schaper und Rose-John 2015). Leukozyten (Monozyten, dendritische Zellen, Makrophagen 

und B-Zellen), die IL-6 produzieren, synthetisieren auch IL-6RA, was eine autokrine Sekretion 

ermöglicht (Verboogen et al. 2019). IL-6 wird im Zytoplasma in Endosomen zu 

Zellmembranrezeptoren transportiert. Dort bindet IL-6 an IL-6RA bevor es sezerniert wird. Das 

extrazelluläre IL-6 kann auf derselben Zelle an IL-6RA binden, wird dabei endosomal 

aufgenommen und gespeichert. Das in Endosomen gespeicherte IL-6 aktiviert den 
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intrazellulären pY-STAT3-Signalweg, welcher als negativer Feedback die Transkription von 

IL-6 inhibiert (Verboogen et al. 2019). Die intrazelluläre Eigenhemmung der IL-6-Synthese 

durch den IL-6-Signalweg limitiert die exzessive Produktion von IL-6 und damit eine 

Gewebeschädigung zum Beispiel im Rahmen einer Sepsis (Schulte et al. 2013).   

 Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit könnten bedeuten, dass weibliche HUVEC zwar 

eine höhere IL-6-Menge speichern, jedoch geringere IL-6 Mengen an die Umgebung abgeben, 

um pro-inflammatorischen Effekten entgegen zu wirken. Tatsächlich enthalten 

Zellkulturüberstände männlicher HUVEC eine höhere IL-6 Konzentration als weibliche. Dies 

könnte dafürsprechen, dass männliche HUVEC eine geringere Ausprägung des negativen 

Feedback Mechanismus aufweisen. In diesem Zusammenhang ist die Studie von Oettel et al. 

zu erwähnen, die zeigte, dass weibliche HUVEC eine stärkere Umwandlung von mütterlichen 

T-Zellen in regulatorische T-Zellen (Treg) induzieren als männliche, was zu einer 

immunologischen Toleranz beitragen könnte (Oettel et al. 2016). Die immunologische Toleranz 

spielt vor allem in der Schwangerschaft eine bedeutende Rolle. Dabei ist eine kontrollierte 

Sekretion von Zytokinen und Chemokinen zum Schutz vor einer Abstoßungsreaktion des Fetus 

unerlässlich (Yockey und Iwasaki 2018). Der Mechanismus der Eigenhemmung könnte daher 

auch bei HUVEC eine Rolle spielen, da sie als Zellen der Nabelschnurgefäße als erste auf 

mütterliche Antigene treffen. Unterbleibt der negative Feedback Mechanismus könnte dies zu 

einer exzessiv gewebeschädigenden Zytokin-Produktion führen. Weitere Untersuchungen sind 

notwendig, um die Konsequenzen des gefundenen Geschlechtsunterschieds der intrazellulären 

IL-6 Konzentration besser zu verstehen.  
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Extrazelluläre Funktionen von IL-6 

Als extrazelluläres Zytokin wurde IL-6 in dieser Arbeit in den Zellkulturüberständen 

unbehandelter HUVEC nicht detektiert. Grund dafür könnte sein, dass basal keine 

inflammatorischen Prozesse vorhanden waren, die die Sekretion stimulieren. Andere Zytokine, 

die die IL-6 Sekretion fördern, waren jedoch in den Zellkulturüberständen unbehandelter 

HUVEC vorhanden. Nach VEGF-Behandlung dagegen lag IL-6 in Zellkulturüberständen von 

HUVEC beider Geschlechter vor und war in höherer Konzentration in Überständen männlicher 

Zellen vorhanden. Möglicherweise ist VEGF daher ebenfalls ein Stimulator für die IL-6 

Sekretion.                                                 

 IL-6 bewirkt eine hepatische Stimulation der Synthese von Akute-Phase-Proteinen, eine 

Aktivierung von Endothelzellen, eine Steigerung der Koagulation, sowie die  Proliferation von 

Lymphozyten (Hartman und Frishman 2014). Bindet IL-6 an Endothelzellen, werden 

Chemokine freigesetzt und die Expression von ICAM-1 wird erhöht. Dadurch werden 

Leukozyten rekrutiert. Neben Stresshormonen und anderen Zytokinen wird IL-6 vor allem als 

Folge von Infektionen (Sepsis, Atemwegsinfektionen) sezerniert (Hartman und Frishman 2014; 

Verboogen et al. 2019). Grund dafür ist die Reaktion von Toll-like-Rezeptoren (TLRs) auf 

pathogene Mikroorganismen. Daher werden akute Atemwegsinfektionen auch mit einem 

erhöhten Risiko für Myokardinfarkte in Verbindung gebracht. Auch bei Patienten mit 

rheumatoider Arthritis werden hohe IL-6-Konzentrationen im Serum und in der 

Synovialflüssigkeit beobachtet (Hartman und Frishman 2014). Weitere Untersuchungen sind 

notwendig, um potentielle Geschlechtsunterschiede detaillierter nachzuweisen. 

 

  5.2.3. Interleukin-8 (IL-8)  

 

Intrazelluläre Funktionen von IL-8 

Intrazellulär wurde IL-8 in der vorliegenden Arbeit in höheren Mengen in weiblichen HUVEC 

detektiert (100% in M, 124% in F). In Endothelzellen wird IL-8 zusammen mit anderen 
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Proteinen wie P-Selectin, Endothelin und vWF (von-Willebrand-Faktor), der bei der Adhäsion 

und Thrombozytenaggregation nach Gefäßverletzungen eine wichtige Rolle spielt, in Weibel-

Palade-Körperchen gespeichert. Durch inflammatorische Stimulation werden diese Proteine 

durch Fusion der Weibel-Palade-Körperchen mit der Zellmembran nach extrazellulär 

transportiert. Dabei stimulieren Stress, Histamin und Thrombin die IL-8 Produktion, was zu 

einer Rekrutierung von Leukozyten führt (Øynebråten et al. 2004; Li et al. 2005). Da Weibel-

Palade-Körperchen IL-8 nur in Anwesenheit von vWF speichern (van Mourik et al. 2002) und 

alle Endothelzellen vWF exprimieren, war zu erwarten, dass IL-8 intrazellulär in HUVEC 

detektiert wurde. In Zelllysaten weiblicher HUVEC war die IL-8 Konzentration höher als in 

männlichen Zellen. Dadurch könnte als Reaktion auf inflammatorische Stimuli eine schnellere 

und stärkere IL-8 Sekretion durch weibliche Zellen erfolgen. 

 

Extrazelluläre Funktionen von IL-8 

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass HUVEC IL-8 in den 

Zellkulturüberstand sezernieren. Dabei war die IL-8-Konzentration sowohl bei unbehandelten 

als auch bei VEGF-behandelten HUVEC in den Überständen männlicher Zellen höher als in 

den weiblichen.           

 Bei der Inflammation ist IL-8 für die Proliferation und Chemotaxis neutrophiler 

Granulozyten verantwortlich (Casimir et al. 2010). IL-8 bindet dabei hauptsächlich an 

inflammatorische Zellen, die die G-Protein-gekoppelten Rezeptoren CXCR1 und CXCR2 

exprimieren (Kany et al. 2019). IL-8 wird von vielen Zellen wie Endothelzellen, neutrophilen 

Granulozyten und Monozyten produziert (Lefèvre et al. 2012). Außerdem wird die                       

IL-8-Produktion durch andere Zytokine wie Midkine stimuliert (Aynacıoğlu et al. 2019). Des 

Weiteren ist mittlerweile bekannt, dass IL-8 autokrin (also auf die sezernierende Zelle selbst), 

wirkt, wodurch es die endotheliale Zellproliferation, Migration und Angiogenese fördert (Li et 

al. 2005). Auffällig ist, dass das Zytokin MCP-1 immer zusammen mit IL-8 in allen 
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Zellkulturüberständen detektiert wurde. Da MCP-1 ebenfalls die Angiogenese fördert 

(Deshmane et al. 2009), könnte es auf Endothelzellen eine parakrine Wirkungsweise haben, 

wodurch die IL-8-Sekretion stimuliert wird. So wäre zu erklären, dass die höheren MCP-1 

Konzentrationen in Zellkulturüberständen männlicher HUVEC eventuell auch die höheren     

IL-8-Konzentrationen bedingen. Um diese Hypothese zu überprüfen, müssten weitere 

Untersuchungen zur Auswirkung von MCP-1 auf die IL-8 Sekretion erfolgen. 

 

  5.2.4. Midkine  

 

Intrazelluläre Funktionen von Midkine  

In der vorliegenden Arbeit lag die Midkine-Konzentration in Zelllysaten weiblicher 

unbehandelter HUVEC mehr als 6-fach über der Konzentration der männlichen. Midkine haben 

im Zusammenhang mit LRP (Low Density Lipoprotein Receptor-related Protein) intrazelluläre 

Funktionen. Dabei vermittelt LRP1 die Endozytose von Midkine. Im Zellkern bewirkt Midkine 

anti-apoptotische Effekte (Shibata et al. 2002). Da die Midkine-Konzentration in der 

vorliegenden Arbeit in Zelllysaten weiblicher unbehandelter HUVEC deutlich höher war als in 

männlichen, kann diskutiert werden, ob anti-apoptotische Effekte in weiblichen HUVEC 

stärker ausgeprägt sind als in männlichen. Midkine könnte zum Beispiel dazu beitragen, dass 

weibliche Zellen allgemein resistenter und widerstandsfähiger sind und dadurch weniger 

Apoptose aufweisen als männliche. In der Literatur sind dazu bereits Hinweise bekannt. 

Einerseits wurde eine höhere Zellviabilität von weiblichen HUVEC gegenüber männlichen 

nach Serumentzug beschrieben (Lorenz et al. 2015). Dies könnte für eine bessere 

Widerstandsfähigkeit weiblicher HUVEC sprechen. Andererseits wiesen in klinischen Studien 

andere Zellen von Frauen wie Kardiomyozyten nach einem stattgehabten Myokardinfarkt 

weniger Apoptosen im Vergleich zu Herzmuskelzellen von Männern auf (Dunlay und Roger 

2012), wodurch Kardiomyozyten von Frauen resistenter gegenüber den Auswirkungen eines 

Myokardinfarktes beschrieben werden könnten.      
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Extrazelluläre Funktionen von Midkine  

In der vorliegenden Arbeit wurde Midkine in Zellkulturüberständen von unbehandelten 

HUVEC nicht detektiert. Nach VEGF-Behandlung jedoch konnte Midkine in 

Zellkulturüberständen männlicher HUVEC vermehrt nachgewiesen werden. 

 Midkine stellt einerseits eines der wichtigsten Zytokine in der Progression von 

Immunerkrankungen wie rheumatoide Arthritis, systemischer Lupus erythematosus (SLE), 

Morbus Crohn und Colitis ulcerosa dar. Die Midkine-Konzentrationen bei gesunden 

Erwachsenen sind dahingegen sehr niedrig. Andererseits hat dieses Zytokin vor allem bei 

malignen und inflammatorischen Prozessen wichtige Funktionen. Als pro-inflammatorisches 

Zytokin beeinflusst es chronische Entzündungen via Chemotaxis von neutrophilen 

Granulozyten und Makrophagen, die das Gewebe infiltrieren (Aynacıoğlu et al. 2019). 

Außerdem stimuliert Midkine die Produktion weiterer inflammatorischer Mediatoren wie IL-6 

und IL-8. Wie die meisten Zytokine, bindet Midkine an Zelloberflächenrezeptoren der 

Zielzellen und initiiert Signalkaskaden durch die Aktivierung von Kinasen. Im Allgemeinen 

fördert es in Zielzellen die Migration, Proliferation, Wachstum, Reproduktion, Angiogenese 

und Genexpression (Aynacıoğlu et al. 2019). Dadurch spielt Midkine vor allem auch bei der 

Embryogenese eine wichtige Rolle und die Midkine-Level sind während der Embryogenese 

erhöht. Auch der Wachstumsfaktor VEGF ist bei der Embryogenese vor allem für die 

Gefäßentwicklung unerlässlich (Aynacıoğlu et al. 2019).      

 Da Midkine und VEGF vor allem bei der Embryogenese und Migration eine Rolle 

spielen, könnte anzunehmen sein, dass Zusammenhänge zwischen Midkine und VEGF auch 

bei HUVEC bestehen. Aus vorliegenden Ergebnissen über eine stärkere Migration von 

weiblichen HUVEC nach VEGF (Lorenz et al. 2019), könnte eine höhere extrazelluläre 

Midkine-Konzentration in Zellkulturüberständen weiblicher VEGF-behandelter HUVEC zu 

erwarten sein. Allerdings zeigte sich in der vorliegenden Arbeit eine leicht höhere 
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Konzentration bei männlichen Zellen. Aus diesem Grund kann ein Zusammenhang zwischen 

Midkine und VEGF auf Grundlage der vorliegenden Ergebnisse nicht belegt werden.

 Jedoch wird die Annahme, dass Zusammenhänge zwischen Midkine und VEGF bei 

Zytokin-vermittelten Prozessen bestehen, in der Literatur erhärtet (Ghazali et al. 2017, Christou 

et al. 2019). Frauen leiden häufiger an SLE (Christou et al. 2019), bei der Midkine eine wichtige 

Rolle bei der Progression der Erkrankung spielt (Aynacıoğlu et al. 2019). Auch sind die 

Plasmalevel von VEGF bei SLE-Patienten erhöht (Ghazali et al. 2017). Daher wären auch aus 

diesem Grund höhere extrazelluläre Midkine-Konzentrationen in Überständen weiblicher 

VEGF-behandelter HUVEC zu erwarten, was in der vorliegenden Arbeit jedoch nicht gezeigt 

werden konnte.  

 

  5.2.5. Growth Regulated Alpha-Protein (GRO-α) 

 

Intrazelluläre Funktionen von GRO-α 

Intrazellulär wurde GRO-α in der vorliegenden Arbeit in den Zelllysaten beider Arrays 

(Chemokine und Zytokine) detektiert. Dabei war es in Zelllysaten weiblicher HUVEC deutlich 

höher konzentriert als in männlichen. GRO-α (Synonym CXCL1) ist ein Polypeptid, welches 

erstmals aus humanen Melanomzellen isoliert wurde. Über physiologische Funktionen von 

GRO-α ist bislang wenig bekannt. Pathophysiologisch spielt dieses Zytokin vor allem bei 

Arteriosklerose und bei verschiedenen Krebsarten wie zum Beispiel beim malignen Melanom 

eine Rolle. Mittlerweile ist bekannt, dass es zu den chemotaktischen Zytokinen gehört und für 

die Leukozytenrekrutierung im Rahmen der Inflammation verantwortlich ist (Lo et al. 2014).  

GRO-α wird zusammen mit MCP-1 intrazellulär in kleinen Vesikeln gespeichert, sodass eine 

kontrollierte Ausschüttung (ähnlich der IL-8- Sekretion) auch für diese beiden Zytokine erfolgt. 

Diese Vesikel speichern auch die antikoagulatorischen Proteine Tissue Factor Pathway 

Inhibitor, Protein S und t-PA (Tissue-type Plasminogen Activator). Weibel-Palade-Körperchen 

hingegen speichern prokoagulatorische Faktoren (Factor XIIIa und Factor VIII). Außerdem 
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fusionieren die Vesikel deutlich schneller mit der Zellmembran als die Weibel-Palade-

Körperchen. Daher werden MCP-1 und GRO-α schneller sezerniert als IL-8 (Øynebråten et al. 

2004). Durch die Speicherfunktion von GRO-α kann davon ausgegangen werden, dass 

weibliche HUVEC mehr GRO-α speichern und schneller sezernieren als männliche.  

 Die endotheliale Synthese von GRO-α wird durch TNF und andere Zytokine über 

verschiedene Signalwege getriggert (Lo et al. 2014). Da in weiblichen HUVEC höhere 

intrazelluläre Zytokinkonzentrationen gemessen wurde als in männlichen, und die endotheliale 

GRO-α-Synthese von TNF und anderen Zytokinen (ähnlich eines positiven Feedback-

Mechanismus) getriggert wird, könnte dies für die höhere intrazelluläre GRO-α-Konzentration 

in weiblichen HUVEC verantwortlich sein. Welche Effekte die höheren GRO-α-

Konzentrationen in weiblichen HUVEC haben, muss letztendlich weiter untersucht werden.  

 

Extrazelluläre Funktionen von GRO-α 

In Zellkulturüberständen unbehandelter HUVEC lag eine höhere GRO-α Konzentration bei 

weiblichen Zellen vor. Bei koronaren Herzerkrankungen steht bei Männern pathogenetisch die 

Ausbildung arteriosklerotischer Plaques und bei Frauen die endotheliale Dysfunktion im 

Vordergrund (Baker et al. 2018; Schmidt et al. 2018). Da GRO-α die endotheliale Dysfunktion 

beschleunigt, hätte man höhere GRO-α Konzentrationen in den Überständen weiblicher 

HUVEC vermuten können, was auch bestätigt wurde. Durch die pro-inflammatorischen 

Eigenschaften von GRO-α begünstigt es eine endotheliale Dysfunktion durch oxidativen Stress 

und Downregulation von eNOS (Bechara et al. 2007). Durch ROS erhöht sich die Expression 

inflammatorischer Gene, was zu einer Verminderung der eNOS-Aktivität führt (Yuan et al. 

2019). Durch Entkopplung von eNOS entsteht Superoxid, was das Endothel schädigt und die 

Entwicklung der Arteriosklerose beschleunigt (Pascali et al. 2014; Li et al. 2015). Cattaneo et 

al. zeigten, dass weibliche Endothelzellen eine höhere eNOS-Expression und NO-Produktion 

aufweisen als männliche (Cattaneo et al. 2017). Das Ergebnis der vorliegenden Arbeit zeigt, 
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dass HUVEC auch ohne Exposition mit Risikofaktoren oder hormonellen Einflüssen GRO-α 

sezernieren. Da GRO-α aber bei beiden Geschlechtern die Pathogenese der Arteriosklerose 

begünstigt (Kleiner et al. 2013), ist der gemessene Geschlechtsunterschied  eher gering 

(Differenz von 13 %).  

In Zellkulturüberständen VEGF-behandelter HUVEC wurde hingegen eine geringere GRO-α 

Konzentration bei den weiblichen HUVEC gemessen. Dies verdeutlicht und zeigt, dass es 

geschlechtsspezifische Unterschiede in der Reaktion auf bestimmte Stimuli wie VEGF gibt. 

Welche Bedeutung geringere GRO-α Level in Zellkulturüberständen weiblicher HUVEC nach 

VEGF hat, muss weiter untersucht werden. 

 

  5.2.6. Monocyte Chemoattractant Protein-1 (MCP-1) 

 

Intrazelluläre Funktionen von MCP-1 

In der vorliegenden Arbeit zeigten die intrazellulären MCP-1-Messungen keine eindeutigen 

Geschlechtsunterschiede. Im Chemokinarray war die MCP-1 Konzentration in Zelllysaten 

weiblicher unbehandelter HUVEC höher, wohingegen sie im Zytokinarray bei männlichen 

höher war.           

 MCP-1 ist eines der wichtigsten Chemokine in der Regulation der Migration und 

Infiltration von Monozyten/Makrophagen. Neben Endothelzellen produzieren Fibroblasten, 

Epithelzellen, glatte Muskelzellen sowie viele weitere Zellen MCP-1, was eine Migration von 

Monozyten aus dem Blut zum Endothel stimuliert (Deshmane et al. 2009). Intrazellulär hat 

MCP-1 vor allem eine Speicherfunktion, wobei die Speicherung in kleinen Vesikeln zusammen 

mit antikoagulatorischen Proteinen und dem Zytokin GRO-α erfolgt. Durch die Speicherung 

kann die Ausschüttung dieser Proteine kontrolliert erfolgen (Øynebråten et al. 2004). Da    

MCP-1 zusammen mit GRO-α gespeichert wird (und GRO-α in weiblichen Zelllysaten deutlich 

höher konzentriert vorlag), könnte man davon ausgehen, dass weibliche HUVEC auch höhere 

MCP-1-Mengen speichern. In der Literatur sind bislang keine geschlechtsspezifischen 
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Unterschiede in der intrazellulären MCP-1-Konzentration in Endothelzellen bekannt, sodass 

weitere Untersuchungen notwendig sind, um neben der Speicherfunktion mögliche 

intrazelluläre MCP-1-Funktionen aufzuzeigen.  

  

Extrazelluläre Funktionen von MCP-1 

In der vorliegenden Arbeit konnte das Monocyte-Chemoattractant-Protein-1 (MCP-1) sowohl 

in Zellkulturüberständen unbehandelter als auch VEGF-behandelter HUVEC detektiert werden. 

Dies zeigt, dass MCP-1 sowohl ohne als auch mit VEGF von HUVEC in das Medium sezerniert 

wird. In den Zellkulturüberständen unbehandelter HUVEC war ein großer 

Geschlechtsunterschied feststellbar (100 % bei M, 25 % bei F im Zytokinarray und 100 % bei 

M, versus 83 % bei F im Chemokinarray). Nach VEGF war dieser Unterschied gering, aber 

immer noch konsistent vorhanden.       

 Eine Chemokin-vermittelte Migration inflammatorischer Zellen durch MCP-1 spielt bei 

der Pathogenese der Arteriosklerose und dem daraus resultierenden Myokardinfarkt sowie bei 

anderen inflammatorischen Prozessen eine wichtige Rolle (Arakelyan et al. 2005). Arakelyan 

et al. untersuchten die MCP-1 Konzentrationen im Serum gesunder Probanden und bei 

Patienten mit Schlaganfall und Myokardinfarkt. Dabei waren die Serumkonzentrationen von 

MCP-1 bei Schlaganfallpatienten und bei Patienten mit Myokardinfarkt höher als bei gesunden 

Probanden. Die Ergebnisse zeigen, dass MCP-1 bei KHK oder allgemein bei inflammatorischen 

Prozessen eine Rolle spielt (Arakelyan et al. 2005). Dies konnte in einer weiteren Studie 

bestätigt werden, die erhöhte MCP-1-Konzentration auch bei Patienten mit Aortenstenose 

nachwiesen (Yousefzadeh et al. 2018). Beide Autoren schlossen in ihren Studien aus, dass 

andere Faktoren (kardiovaskuläre Risikofaktoren, Hormone, Alter) für die erhöhten Level von 

MCP-1 verantwortlich sind. Ob das Geschlecht eine Rolle für die unterschiedlichen MCP-1-

Konzentrationen spielt, wurde in beiden Studien nicht untersucht.    

 Es stellt sich die Frage, durch welchen Mechanismus die MCP-1-Sekretion von HUVEC 
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in der vorliegenden Arbeit stimuliert wurde und weshalb vor allem bei unbehandelten HUVEC 

ein großer Geschlechtsunterschied festzustellen war. Auffällig ist, dass MCP-1 sowohl bei 

unbehandelten HUVEC als auch nach VEGF immer zusammen mit IL-8 sezerniert wurde (siehe 

Tabelle 9). Dies spricht dafür, dass IL-8 neben der bekannten autokrinen Wirkung (Li et al. 

2005) möglicherweise durch eine parakrine Wirkungsweise die MCP-1-Sekretion stimuliert 

haben könnte. Da IL-8 ebenfalls pro-inflammatorisch wirkt (Casimir et al. 2010), könnte es, 

durch einen positiven Feedback-Mechanismus, die MCP-1-Sekretion induziert haben. In der 

vorliegenden Arbeit haben männliche HUVEC eine stärkere MCP-1-Sekretion als weibliche. 

Da MCP-1 vor allem bei der KHK eine Rolle spielt, könnte dies zum Teil eine Erklärung liefern, 

dass Männer häufiger an Myokardinfarkt erkranken als gleichaltrige Frauen (Kander et al. 

2017).  

 

  5.2.7. Serpin E1  

 

Extrazelluläre Funktionen von Serpin E1 

In der vorliegenden Arbeit konnte Serpin E1 (Synonym: Plasminogen-Activator-Inhibitor-1, 

PAI-1) in Zellkulturüberständen VEGF-behandelter HUVEC detektiert werden. Dabei konnte 

kein Geschlechtsunterschied in der sezernierten Serpin-E1-Menge festgestellt werden. In 

Zellkulturüberständen unbehandelter HUVEC wurde Serpin E1 nicht gefunden. 

 Serpin E1 ist bei Endothelzellen ein wichtiger Mediator der Angiogenese und fördert 

bei Krebspatienten die Tumorprogression. Es gibt Hinweise dafür, dass dieser Mechanismus 

durch die Serpin E1-abhängige Hemmung der Apoptose gesteuert wird. Daher liegt nahe, dass 

Serpin E1 ein Ziel für antiangiogene und antivaskuläre Therapien sein könnte (Bajou et al. 

2008). In Zellkulturüberständen unbehandelter HUVEC konnte in der vorliegenden Arbeit 

keine Sekretion von Serpin E1 festgellt werden. Nach VEGF wurde eine Serpin E1-Sekretion 

nachgewiesen, jedoch wurden keine Geschlechtsunterschiede gefunden. Daher müssen weitere 
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Untersuchungen folgen, um eine mögliche Rolle von VEGF bei der Serpin E1-Sekretion zu 

verstehen und potentielle Geschlechtsunterschiede zu begründen.   

 

 

  5.2.8. CXC Chemokine Ligand 16 (CXCL16)  

 

Extrazelluläre Funktionen von CXCL16  

Das Zytokin CXCL16 wurde in der vorliegenden Arbeit in höheren Mengen in 

Zellkulturüberständen männlicher HUVEC nach Behandlung mit VEGF detektiert. In 

Zellkulturüberständen unbehandelter HUVEC lag es dagegen nicht vor.    

 CXCL16 ist bei den inflammatorischen Prozessen der Arteriosklerose beteiligt 

(Hofnagel et al. 2011; Gencer et al. 2021; Korbecki et al. 2021). In einer Studie an HUVEC 

konnte gezeigt werden, dass pro-inflammatorische Zytokine wie IL-6, TNF-α und IL-1β die 

Expression von CXCL16 auf Endothelzellen erhöhen. CXCL16 trägt neben vielen weiteren 

Zytokinen und Faktoren bei der Entstehung arteriosklerotischer Plaques zur Umwandlung von 

Makrophagen zu Schaumzellen bei (Gencer et al. 2021; Korbecki et al. 2021). Außerdem spielt 

CXCL16 in der Angiogenese eine Rolle und stellt daher bei HUVEC ein wichtiges Zytokin in 

der Proliferation und Migration dar (Zhuge et al. 2005). Lorenz et al untersuchten 

geschlechtsspezifische Unterschiede in der Migration von HUVEC. Dabei konnte festgestellt 

werden, dass weibliche HUVEC nach Behandlung mit VEGF eine bessere Migrationsfähigkeit 

aufwiesen als männliche (Lorenz et al. 2019). Da CXCL16 auch bei der Migration eine Rolle 

spielt (Gencer et al. 2021), wäre anzunehmen, dass in Zellkulturüberständen weiblicher 

HUVEC eine höhere CXCL16 Konzentration nach Behandlung mit VEGF vorliegt. In den 

Messungen der vorliegenden Arbeit lag CXCL16 nach VEGF jedoch in circa doppelt so hoher 

Konzentration in Überständen männlicher HUVEC vor.  

Möglichweise ist der Zusammenhang von VEGF und der CXCL16 Konzentration zu 

monokausal, da es neben CXCL16 viele andere Mediatoren, wie MCP-1 (Deshmane et al. 

2009), VEGF (Wang et al. 2011; Salajagheh 2016) und IL-8 (Li et al. 2005) gibt, die bei der 
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Migration wichtige Funktionen haben. Aus diesem Grund kann der Einfluss eines einzelnen 

Zytokins auf den Geschlechtsunterschied in der Migration schwer beurteilt werden. Dafür 

müssten weitere Analysen erfolgen, um ein Zusammenspiel mehrerer Zytokine auf die 

Migration detaillierter zu untersuchen.  

 

5.3. Geschlechtsspezifische Unterschiede in der Zytokinsekretion im Blut 

 

 

Bislang wurden nur wenige Studien zu geschlechtsspezifischen Unterschieden sezernierter 

Zytokine und Chemokine im Blut veröffentlicht. Die Arbeitsgruppe von Von Aulock et al. 

untersuchte Unterschiede der Zytokinsekretion im Blut weiblicher und männlicher Probanden 

nach Immunstimulation mit LPS (Lipopolysacchariden) oder LTA (Lipoteichonsäure). Das 

Blut männlicher Probanden enthielt nach Stimulation mit hoch-konzentriertem LPS oder LTA 

signifikant mehr IL-8, TNF-α, IL-1β und IL-6, als das Blut weiblicher Spender (Von Aulock et 

al. 2006).  

Interessanterweise existieren auch Unterschiede in den Zytokinkonzentrationen im Blut 

schwangerer Frauen, die vom Geschlecht des Fetus abhängig sind (Mitchell et al. 2017). Blut 

von 80 Frauen wurde zu unterschiedlichen Zeitpunkten (am Anfang, in der Mitte und am Ende 

der Schwangerschaft) entnommen. Dabei wurden sowohl im nicht-behandelten wie auch im 

mit LPS-stimulierten Blut die Serumkonzentrationen der pro-inflammatorischen Zytokine      

IL-6, IL-8 und TNF-α gemessen. Im Vergleich zu Blut von Frauen mit männlichem Fetus, 

zeigte das LPS-stimulierte Blut von Frauen mit weiblichem Fetus eine erhöhte Produktion von 

IL-6 zu jedem Zeitpunkt der Schwangerschaft. TNF-α war hingegen nur zum Anfang der 

Schwangerschaft erhöht und IL-1β in der Mitte- und der Spät-Schwangerschaft. Es ist bekannt, 

dass sich die Symptome einiger Erkrankungen (z.B. Asthma bronchiale) in der 

Schwangerschaft verschlimmern. Dabei ist der Schweregrad der Symptome häufig abhängig 

vom Geschlecht des Fetus. Die Autoren schließen aus ihren Ergebnissen, dass das fetale 
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Geschlecht die Zytokinproduktion beeinflusst und damit unterschiedlich auf die Gesundheit der 

Mutter und die fetale Entwicklung einwirkt (Mitchell et al. 2017). Die Ergebnisse dieser Studie 

weisen auf die Bedeutung des Geschlechts bei der Bestimmung der Zytokin- und Chemokin-

Spiegel im Blut hin. Bei der Bestimmung von Zytokinen im Blut spielen neben anderen 

Faktoren der zirkadiane Rhythmus eine große Rolle (Cardinali et al. 2008; Lange et al. 2010; 

Bhatia et al. 2014; Herr et al. 2017).  So hängt die Produktion von Zytokinen vom zirkadianen 

Rhythmus ab, weshalb sich im Blut gemessene Zytokinkonzentrationen zu verschiedenen 

Tageszeiten ändern. Die Konzentration vom pro-inflammatorischen Interleukin-12 (IL-12) ist 

nachts höher als tagsüber und das anti-inflammatorische Zytokin IL-10 wird am Tage mehr 

produziert als nachts (Lange et al. 2010). Da der zirkadiane Rhythmus und der nächtliche Schlaf 

das endokrine System beeinflussen, kann die Produktion von pro-inflammatorischen Zytokinen 

zur Nachtzeit induziert werden (Lange et al. 2010). Aufgrund des zirkadianen Rhythmus sollte 

bei der Bestimmung von Zytokinen im Blut die Blutentnahme bei jedem Probanden zeitgleich 

erfolgen.  

 

 

5.4. HUVEC als Zellkulturmodell zur Untersuchung von geschlechtsspezifischen  

       Unterschieden 

  

   5.4.1. Vorteile von HUVEC bei der Untersuchung geschlechtsspezifischer Unterschiede  

              

 

In der kardiovaskulären Grundlagenforschung werden in großem Umfang HUVEC verwendet 

(Jiménez et al. 2013; Kocherova et al. 2019; Hartman et al. 2020). Der Vorteil von HUVEC-

Zellen ist, dass sie zahlreiche Endothelmarker und Signalmoleküle exprimieren, die bei der 

Regulation der vaskulären Homöostase von Bedeutung sind. Darüber hinaus reagieren sie auf 

zahlreiche physiologische und pathophysiologische Stimuli wie hohe Glukosezentrationen, 

LPS oder Shear-Stress. Aufgrund der Möglichkeit HUVECs in 3D-Spheroiden darzustellen und 

sie mit anderen Zellen zu ko-kultivieren, besteht die Möglichkeit, die Zell-Zell-Kommunikation 
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von HUVEC mit anderen Zellen zu untersuchen (Kocherova et al. 2019). Da es sich um venöse 

Zellen handelt, muss beachtet werden, dass die hohe Sauerstoffkonzentration in venösen 

Nabelschnurgefäßen zelluläre Funktionen wie Proliferation und Chemotaxis beeinflusst 

(Franconi et al. 2017).  

Die in der Literatur beschriebenen geschlechtsspezifischen Unterschiede in HUVEC sind in 

den folgenden Abschnitten den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit gegenübergestellt. 

 

   5.4.2. Unterschiede von männlichen und weiblichen Endothelzellen bei der Migration 

 

 

Die Arbeitsgruppe von Addis et. al untersuchte geschlechtsspezifische Unterschiede zwischen 

männlichen und weiblichen HUVEC in der Zellproliferation, Migration und Expression der 

Stickstoffmonoxid-Synthase 3 (eNOS). Dabei war die Expression von eNOS bei weiblichen 

HUVEC höher als bei männlichen. Daneben wiesen weibliche HUVEC eine geringere 

Autophagie-Neigung auf. Auch die Zellproliferation und die Migration waren bei weiblichen 

HUVEC ausgeprägter als bei männlichen (Addis et al. 2014). Die in der vorliegenden Arbeit 

detektierten sezernierten Zytokine CXCL16, MCP-1 und IL-8 spielen eine Rolle bei der 

Migration und es wurden geschlechtsspezifische Unterschiede festgestellt. Jedoch wurden alle 

drei Zytokine nach VEGF in höheren Mengen von männlichen HUVEC sezerniert (siehe 

Tabelle 9), was eher auf eine bessere Migrationsfähigkeit männlicher Zellen hindeuten würde. 

Da aber auch das Zytokin Midkine (Aynacioglu et al. 2019), der Wachstumsfaktor VEGF 

(Wang et al. 2011; Salajegheh 2016) sowie viele weitere Faktoren wie autokrine 

Wirkungsmechanismen von Zytokinen (Li et al. 2019) und inflammatorische Prozesse 

(Arakelyan et al. 2005) die Migration beeinflussen, ist davon auszugehen, dass 

geschlechtsspezifische Unterschiede höchstwahrscheinlich durch ein Zusammenspiel vieler 

unterschiedlicher Faktoren entstehen.  
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  5.4.3. Geschlechtsunterschiede in der zellulären Reaktion auf Stress und Regulation  

            der Apoptose bei HUVEC 

 

Eine aktuelle Studie von Cattaneo et al. untersuchte das Sekretom humaner männlicher und 

weiblicher HUVEC nach Serumreduktion. Dabei wurde im Medium männlicher Endothelzellen 

eine signifikante Anreicherung von Proteinen beobachtet, die mit zellulären Reaktionen auf 

Stress sowie mit der Regulation der Apoptose in Zusammenhang stehen (Cattaneo et al. 2021). 

Als Reaktion auf Serumentzug trat bei einem höheren Anteil der männlichen Zellen im 

Vergleich zu den weiblichen eine Apoptose auf. Unter den sezernierten Proteinen wurden 

insbesondere höhere Level an PTX3 (löslicher Rezeptor der Pentraxin-Familie, involviert in 

apoptotischen Prozessen) im Überstand männlicher Endothelzellen nachgewiesen. Der Prozess 

der Entfernung apoptotischer Zellbestandteile durch phagozytotische Zellen (Efferozytose) war 

bei männlichen Endothelzellen von der PTX3-Expression abhängig, bei den weiblichen 

hingegen nicht. Unterschiedliche Sekretionsmuster serumreduzierter männlicher und 

weiblicher Endothelzellen könnten zu einer geschlechtsspezifischen zellulären Stressantwort 

beitragen. Dabei wird PTX3 von den Autoren bei männlichen Zellen als wichtiger Regulator in 

der Stressantwort auf einen apoptotischen Reiz (hier Serumentzug) angesehen (Cattaneo et al. 

2021). Diese Studie unterstützt die These, dass weibliche Zellen nach Serumentzug resistenter 

sind und eine höhere Zellviabilität aufweisen als männliche (Lorenz et al. 2015). Darüber 

hinaus betont sie die Bedeutung des Geschlechts der Zellen bei Zellkulturexperimenten. 

 

 5.4.4. Intrinsische Geschlechtsunterschiede von Zytokinen bei HUVEC 

              

 

Es konnte gezeigt werden, dass eine Reihe von an der Immunantwort beteiligter Gene in 

weiblichen HUVEC höher exprimiert sind. Viele dieser Gene kodieren dabei für Zytokine und 

Chemokine (Lorenz et al. 2015). Höhere Zytokin- und Chemokin-Level im Blut könnten dazu 
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beitragen, dass Frauen eine effektivere Immunantwort besitzen als Männer. In der vorliegenden 

Arbeit wurde gezeigt, dass sich in weiblichen HUVEC intrazellulär insgesamt höhere Zytokin-

Level befinden als in männlichen. Nach VEGF zeigten sich höhere Zytokin-Level in 

männlichen Überständen. Dies könnte Hinweis dafür sein, dass männliche HUVEC auf VEGF-

Stimulation sensibler reagieren und höhere Zytokin-Mengen sezernieren als weibliche. 

Dadurch wäre eine ausgeprägtere immunologische Toleranz gegenüber verschiedenen Reizen 

wie VEGF bei weiblichen HUVEC erklärbar.      

 Im Zusammenhang mit der immunologischen Toleranz überprüften Oettel et al. welche 

Auswirkungen das Geschlecht der Zellen auf mütterliche immunologische T-Zellen hat. 

Sowohl weibliche als auch männliche HUVEC induzierten die Konversion mütterlicher naiver 

T-Zellen zu regulatorischen T-Zellen (Treg), wobei weibliche HUVECs eine stärkere 

Umwandlung bewirkten als männliche. Damit könnten HUVEC durch eine Erhöhung der 

Anzahl der Treg zur fetal-mütterlichen Toleranz beitragen. Der festgestellte 

Geschlechtsunterschied in der Treg-Zell-Induktion könnte laut den Autoren dabei zu 

geschlechtsspezifischen Unterschieden in der Inzidenz von Infektionskrankheiten und 

Autoimmunerkrankungen in der Schwangerschaft oder Kindheit beitragen (Oettel et al. 2016).  

 

   5.4.5. Notwendigkeit der Berücksichtigung des Geschlechts bei Experimenten mit   

             Zellen 

             

 

In der Grundlagenforschung wird zunehmend gefordert, das Geschlecht der Zellen zu 

berücksichtigen. Es besteht mittlerweile Konsens, dass Geschlechtsunterschiede auch ohne 

hormonelle Einflüsse bestehen. Auf die Rolle des Geschlechts der Zellen weisen auch aktuelle 

Studien zu Geschlechtsunterschieden in HUVEC und in HAEC (Human Aortic Endothelial 

Cell) hin (Hartmann et al. 2020). Die Arbeitsgruppe verglich intrinsische mit erworbenen 

Geschlechtsunterschieden. Sie verglich die geschlechtsspezifische Genexpression von HUVEC 
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von Zwillingspaaren (Junge/Mädchen / Junge/Junge / Mädchen/Mädchen) mit der von HAEC 

aus nichtverwandten Erwachsenen. Durch Genexpressions-Daten aus zwei Lebensabschnitten 

(bei Geburt und im Erwachsenenalter) konnten Geschlechtsunterschiede identifiziert werden, 

die einerseits bereits bei der Geburt vorhanden waren und während des Lebens erhalten blieben. 

Andererseits wurden Geschlechtsunterschiede erfasst, die sich erst im Laufe der Zeit entwickelt 

hatten. Damit konnte mit einiger Wahrscheinlichkeit nachgewiesen werden, welche 

Genexpressionsunterschiede zwischen männlichen und weiblichen Zellen auf unterschiedliche 

Hormonexposition zurückzuführen sind. Eine weiterführende Analyse der Datensätze ergab, 

dass die gefundenen intrinsischen Expressionsunterschiede auch bei Erkrankungen der 

Herzkranzgefäße involviert sind (Hartman et al. 2020).  

 Die vorgestellten Studien stellen die Bedeutung des Geschlechts der Zellen bei 

experimentellen Arbeiten heraus. Bis zum jetzigen Zeitpunkt wurden einerseits nur wenige 

Arbeiten zur Zytokin- und Chemokinproduktion in HUVEC publiziert (Nilsen et al. 1998; 

Goddard et al. 2013), und andererseits wird das Thema Geschlechtsunterschiede nicht 

berücksichtigt. Aus diesem Grund wurden in der vorliegenden Arbeit Unterschiede in 

intrazellulären und sezernierten Zytokinen und Chemokinen zwischen männlichen und 

weiblichen HUVEC untersucht. Die vorliegende Arbeit verdeutlicht, dass 

geschlechtsspezifische Unterschiede bestehen und man daher das Geschlecht als biologische 

Variable ansehen und berücksichtigen muss. 
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5.5. Limitationen der Arbeit 

 

Da jede HUVEC von einem unterschiedlichen Spender stammt, ist mit hohen interindividuellen 

Variabilitäten der Ergebnisse zu rechnen. Daher ist bei der Verwendung von HUVEC eine hohe 

Anzahl nötig, um repräsentative Aussagen zu erhalten. In der vorliegenden Arbeit konnten 

aufgrund des einmaligen Gebrauches der Nitrozellulosemembranen zur Messung der Zytokin- 

und Chemokin-Level keine Einzelmessungen durchgeführt werden. Daher wurden Pools, d.h. 

Proben aus mehreren Zellkulturüberständen bzw. Zelllysaten verwendet. Durch die 

Verwendung von HUVEC-Pools beiderlei Geschlechts ist die vorliegende Arbeit als Pilotstudie 

anzusehen. Daher sollten die gefundenen Ergebnisse der Zytokin- und Chemokin-Level in 

Nachfolgeuntersuchungen wie Western-Blots oder Messung der Transkription mittels Real-

Time RT-PCR verifiziert werden.         

 Geringe hormonelle und Lebensstil-Einflüsse auf die Ergebnisse können nicht 

vollständig ausgeschlossen werden. Sowohl mütterliche hormonelle, als auch nicht-hormonelle 

Faktoren (kardiovaskuläre Risikofaktoren, Alter, Nebenerkrankungen, 

Medikamenteneinnahme, Umgebungssituation, Genetik) können sich auf zelluläre Parameter 

der HUVEC auswirken. 
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