Ergebnisse

5 Ergebnisse

5.1 Stadien der angiogenen Kaskade in vitro

Anhand der durchgefiihrten mikroskopischen Untersuchungen muriner und humaner Endo-
thelzellen wurde die angiogene Kaskade in vitro in 5 Stadien (Stadium 0-4) eingeteilt. Die
Stadien konnten phasenkontrastmikroskopisch anhand des Zellbildes erfasst werden, wobei
zum Nachweis eines zentralen Lumens innerhalb der kapillarahnlichen Strukturen weitere
spezielle histologische Untersuchungen bzw. die Transmissionselektronenmikroskopie erfor-
derlich waren.

Die einzelnen Stadien der angiogenen Kaskade in vitro sind der Tab. 5 zu entnehmen.

Stadium der angiogenen Morphologische Beschreibung
Kaskade in vitro der Endothelzellen
Stadium O Proliferation der Endothelzellen
Stadium 1 Subkonfluenter bis konfluenter zellularer Monolayer
Stadium 2 Lineare Aneinanderreihung und Ringbildung
. Bildung kapillaréahnlicher Strukturen mit einem zentralen
Stadium 3 N
Lumen planar zur Kulturschalenoberflache
. Organisation eines dreidimensionalen Netzwerkes kapillarahn-
Stadium 4 . o : .
licher Strukturen mit einem zentralen Lumen mit Remodeling

Tab. 5: Stadien der angiogenen Kaskade in vitro
Die Stadien wurden anhand der durchgeflihrten mikroskopischen Untersuchungen muriner
und humaner Endothelzellen definiert.

Die Proliferation der Endothelzellen direkt nach Einsaat in die Kulturschalen wurde als Sta-
dium O definiert, da die Endothelzellen dieses Stadium unabh&angig von einem angiogenen
Stimulus durchlaufen. Dieses Stadium war fur die Transfektionsexperimente besonders wich-
tig, da es dem Stadium der endothelialen Proliferation in vivo weitestgehend zu entsprechen

schien. Das Stadium 1, ein subkonfluenter bis konfluenter Zelllayer ist das Stadium, von dem
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aus die in vitro-Angiogenese der Endothelzellen bei Zugabe angiogener Wachstumsfaktoren
startet. In den Kapiteln 5.2.1 und 5.2.2 sowie 5.3.1, 5.3.2 und 5.3.3 werden die einzelnen

Stadien der angiogenen Kaskade muriner und humaner Endothelzellen ndher beschrieben.
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5.2 Murine mikrovaskuléare Endothelzellen aus dem Myokard (MHEC5)

5.2.1 Phasenkontrastmikroskopische Untersuchung muriner Endothelzellen

wahrend der angiogenen Kaskade in vitro

Die murinen Endothelzellen wurden zur Beobachtung der angiogenen Kaskade in einer Kon-
zentration von 2-4x10* Zellen pro cm? in 24-Loch-Platten ausgesét. Die Induktion der angio-
genen Kaskade erfolgte durch Kultivierung in dem pro-angiogene Faktoren enthaltenden Se-
lektivmedium PO (Zusammensetzung siehe Kapitel 3.10).

Innerhalb von zwei Tagen nach Einsaat war durch Proliferation der Endothelzellen (Stadium
0 der angiogenen Kaskade in vitro) die gesamte Flache der Kulturschale mit Uberwiegend
langlichen Zellen bedeckt (Stadium 1 der angiogenen Kaskade in vitro, Abb. 4), wobei das
»als typisch geltende" Kopfsteinpflastermuster aus polygonalen Zellen nur stellenweise be-

obachtet werden konnte.

Abb. 4: Murine Endothelzellen aus dem Myokard im Stadium 1 der an-
giogenen Kaskade in vitro, 2 Tage in Kultur

Konfluenter Monolayer aus dicht gepackten, langlichen Zellen. Phasenkon-
trastmikroskop (schiefe Beleuchtung)
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Innerhalb der néchsten zwei Tage konnte an verschiedenen Stellen der Kulturschale eine li-
neare Aneinanderreihung langlicher Zellen beobachtet werden, wobei sich im weiteren Ver-
lauf unterschiedlich gro3e Ringe aus zirkuldr aneinander gereihten Endothelzellen darstellten
(Stadium 2 der angiogenen Kaskade in vitro, Abb. 5). Die inneren Bereiche dieser Ringe wa-

ren dabei zum grofdten Teil zellfrei.

Abb. 5: Murine Endothelzellen aus dem Myokard im Stadium 2 der an-
giogenen Kaskade in vitro, 7 Tage in Kultur
Lineare Aneinanderreihung und Ringbildung. Phasenkontrastmikroskop

14-20 Tage nach Einsaat zeigten sich in allen Kulturschalen miteinander verbundene endo-
theliale Zellstrnge (Stadium 3 der angiogenen Kaskade in vitro, Abb. 6), die ,stralR3enartig”
die Kulturschalen durchzogen (Abb. 7). In der Breite bestanden diese Strénge aus 3-8 paral-
lel orientierten Zellreihen (Abb. 8), der Durchmesser variierte je nach Anzahl der Zellreihen
von 28 pum bis 150 um. Die einzelnen Zellgrenzen waren nicht mehr deutlich zu erkennen.
Zwischen den endothelialen Strangen waren langliche Zellen im subkonfluenten Zustand zu
erkennen, die untereinander durch ihre Fortsatze in Verbindung standen und ein Maschen-

werk zwischen den Stréngen bildeten.
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Abb. 6: Murine Endothelzellen aus dem Myokard im Stadium 3 der an-
giogenen Kaskade in vitro, 19 Tage in Kultur

Zellstrang iber subkonfluentem Monolayer. Phasenkontrastmikroskop (schie-
fe Beleuchtung)

Abb. 7: Murine Endothelzellen aus dem Myokard im Stadium 3 der an-
giogenen Kaskade in vitro, 16 Tage in Kultur

Miteinander verbundene Zellstrange lber subkonfluentem Monolayer. Pha-
senkontrastmikroskop (schiefe Beleuchtung)
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giogenen Kaskade in vitro, 19 Tage in Kultur
Zellstrang aus mehreren Zellreihen mit abzweigendem dinnerem Strang.
Phasenkontrastmikroskop

Stadium 4 der angiogenen Kaskade in vitro, die Organisation eines dreidimensionalen Netz-
werkes kapillarahnlicher Strukturen, als Charakteristikum eines dreidimensionalen in vitro-
Modells der Angiogenese, konnte nicht beobachtet werden. Stattdessen hoben sich in den
folgenden 10 Tagen die Zellstrange aufgrund der zunehmenden Anlagerung von weiteren
Endothelzellen von der Kulturschalenoberflache ab und es kam stellenweise zur Ablésung.
Auch die verbliebenen Reste dieser Strange verloren nach einigen weiteren Tagen ihre Ad-
harenz. Anschlielend wurden diese Areale der Kulturschale von umgebenden, adharenten

Endothelzellen durch Migration und Proliferation neu besiedelt.

Im weiteren Verlauf der Kultivierung konnten netzartige endotheliale Strukturen beobachtet
werden (Abb. 9), die ohne wesentliche mikroskopisch sichtbare Veranderungen das Bild
Uber 6-8 Wochen dominierten. Ca. zwei Monate nach Erscheinen der ersten kapillar-
ahnlichen Zellstrange und Abldsen dieser konnten in einigen Kulturen erneut kapillarahnliche

Strukturen beobachtet werden.
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tur
Netzartige endotheliale Strukturen. Phasenkontrastmikroskop ((B) schiefe Beleuchtung)

Die murinen Endothelzellen wurden in den Passagen 37-42 untersucht. Der zuvor beschrie-
bene Ablauf der angiogenen Kaskade konnte nur in den Passagen 37-40 beobachtet wer-
den. Bei hoheren Passagen muriner Endothelzellen wurde die Ausbildung kapillardhnlicher
Strukturen nicht beobachtet. Es zeigten sich lediglich netzartige endotheliale Strukturen (s.
Abb. 9), die ohne wesentliche Umbauvorgange das mikroskopische Bild tber mehrere Wo-

chen bestimmten.
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5.2.2 Transmissionselektronenmikroskopische Untersuchung muriner Endo-

thelzellen wéahrend der angiogenen Kaskade in vitro

Transmissionselektronenmikroskopisch konnte in den murinen Zellkulturen ein zentrales
Lumen innerhalb der kapillarahnlichen Strukturen nachgewiesen werden.

Die ovalen bis langlichen Zellen waren longitudinal angeordnet und lagen zum Teil dicht bei-
einander. Zwischen den Zellen waren stellenweise langliche (ca. 500 um), schmale (bis 10
pum) oder auch ovale Spaltrdume ohne Zellkontakte zu erkennen (Abb. 10, 11 und 12). Zum
Teil waren diese Interzellularspalten mit einem fibrillaren Material gefillt (Abb. 12). Die meist
runden bis ovalen Zellkerne waren in der Regel stark gelappt (Abb. 13) und enthielten aufge-
lockertes, dispers verteiltes Chromatin. Nur an der Kernmembran fanden sich dichtere Berei-
che. Der Nucleolus war oft gut zu erkennen. Das Kern-Zytoplasma-Verhaltnis betrug 1:2 bis
1:3. Im Zytoplasma waren ovale bis langliche Mitochondrien vom Crista-Typ in grof3er Anzahl
vorzufinden. Zwischen den Mitochondrien befanden sich Golgi-Felder und raues Endoplas-
matisches Retikulum. Weibel-Palade-Korperchen wurden nicht gefunden. In einzelnen Zellen
waren zahlreiche Vakuolen unterschiedlicher GroRe (Durchmesser ca. 0,5-1 yum) zu erken-
nen, die leer erschienen und offensichtlich konfluierten (Abb. 10). Zu einem spateren Zeit-
punkt der Untersuchung konnten diese Vakuolen innerhalb einer Zelle nicht mehr beobachtet
werden. Einzelne Zellen wiesen dann eine grol3e Vakuole (Durchmesser ca. 4-6 um) auf, in-
nerhalb derer fibrillares Material sowie Zelldetritus zu sehen war, welche die Vakuolen zum
Teil vollstandig ausfillten (Abb. 11 und 12).

Quer- bzw. Schragschnitte durch kapillar&dhnliche Strukturen in vitro zeigten die Bildung ei-
nes zellfreien, mit fibrillarem Material angefillten Lumens (Abb. 13, 14 und 15), welches oft-
mals nur von einer Zelle im Durchmesser begrenzt wurde (Abb. 13 und 14). Abb. 15 zeigt ein
zentrales Lumen einer kapillardhnlichen Struktur, welches von drei Endothelzellen begrenzt

wird, die sich vom Lumen wegwolben.
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Abb. 10: Ultrastrukturelle Darstellung muriner Endothelzellen aus dem Myo-
kard wahrend der angiogenen Kaskade in vitro, 15 Tage in Kultur

Im Zytoplasma (Z) viele Mitochondrien (M) und zahlreiche Vakuolen (V). Interzellu-
lare Spaltrdume (*), Nucleus (N). TEM

Abb. 11: Ultrastrukturelle Darstellung muriner Endothelzellen aus dem Myo-
kard wahrend der angiogenen Kaskade in vitro, 70 Tage in Kultur
Interzellulare Spaltrdume (*), Nucleus (N), Nucleolus (No), Vakuole (V). TEM
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Abb. 12: Ultrastrukturelle Darstellung muriner Endothelzellen aus dem Myo-
kard wahrend der angiogenen Kaskade in vitro, 30 Tage in Kultur

Grol3e intrazellulare Vakuolen (V), angefiillt mit Zelldetritus (Pfeilspitze) sowie fibril-
larem Material (fM). Interzellularspalt (*), Nucleus (N). TEM

2 pm

Abb. 13: Ultrastrukturelle Darstellung einer murinen Endothelzelle aus dem
Myokard wahrend der angiogenen Kaskade in vitro, 80 Tage in Kultur

Lumen (L) einer kapillarahnlichen Struktur, begrenzt von einer Endothelzelle, ange-
fullt mit fibrillarem Material. Nucleus (N), Nucleolus (No). TEM
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1pum

Abb. 14: Ultrastrukturelle Darstellung einer murinen Endothelzelle aus dem
Myokard wahrend der angiogenen Kaskade in vitro, 30 Tage in Kultur

Lumen (L) einer kapillarahnlichen Struktur, begrenzt von einer Endothelzelle, ange-
fullt mit nur wenig fibrillarem Material (fM). Nucleus (N), Vakuolen (Pfeile). TEM

L :

Abb. 15: Ultrastrukturelle Darstellung muriner Endothelzellen aus dem Myo-
kard wahrend der angiogenen Kaskade in vitro, 30 Tage in Kultur

Zentrales Lumen (L) einer kapillardhnlichen Struktur, begrenzt von drei Endothel-
zellen (EZ), angefullt mit fibrillarem Material (fM). Nucleus (N). TEM
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5.2.3 Transfektion muriner mikrovaskularer Endothelzellen

In den folgenden Kapiteln werden die Ergebnisse der Transfektionen muriner mikrovaskula-
rer Endothelzellen vorgestellt. Die ersten Transfektionsversuche erfolgten im murinen Zell-
kulturmodell, da sich humane mikrovaskulare Endothelzellen sehr viel schwieriger transfizie-
ren lassen. Mit dem murinen Endothelzellklon (MHECS5) stand ein System zur Verfligung, an
welchem die Transfektionsmethode erlernt und wichtige, die Transfektion beeinflussende Pa-
rameter analysiert werden konnten. Die murinen Endothelzellen zeigten sich bei den Versu-

chen als relativ gut zu transfizieren und erreichten hohe Expressionsraten der Luciferase.

Fur die Transfektionsexperimente, welche sich in Vorversuche (Optimierungsversuche und
Pilotstudie) sowie Hauptversuche gliederten, wurde die Polyfektion mittels Dendrimeren
gewadhlt. Zur Optimierung der Transfektion mit dem polykationischen Transfektionsreagenz
SuperFect wurde eine Serie von 3 Transfektionen durchgefiuihrt (siehe Kapitel 5.2.3.1). Zur
Optimierung der Konzentration der Plasmid-DNA pro Kulturschale sowie zur Optimierung der
Inkubationszeit mit dem Transfektionskomplex wurde nur das Plasmid mit dem konstitutiven
CMV-Promotor (pJWM115) verwendet. Fur die Bestimmung der Inkubationszeit nach der
Transfektion bis zur Zellernte erschien es sinnvoll, Plasmide mit allen zur Verfligung
stehenden Promotoren (CMV, Ets-1l, Ets-1k, E-sel) einzusetzen, um fir jeden einzelnen
Promotor den optimalen Zeitpunkt zur Auswertung des Luciferase-Assays zu bestimmen. Auf
eine Optimierung des Verhaltnisses von Plasmid-DNA-Konzentration zum Transfektionsrea-
genz wurde aufgrund von bereits durchgefiihrten Untersuchungen der Kooperationsfirma
Munich Biotech AG verzichtet. Zur Ubersicht iiber die Zusammensetzung der verwendeten
Plasmidkonstrukte siehe Kapitel 4.5.1.

In einer weiteren Vorversuchsreihe (Pilotstudie, s. Kap. 5.2.3.2) auf Basis der durch die Op-
timierung gewonnenen Ergebnisse wurden kultivierungsbedingte Parameter ermittelt und
analysiert, um optimale Transfektionsbedingungen zu erhalten. In allen Optimierungsversu-
chen sowie in der Pilotstudie wurden Endothelzellen im Stadium der Proliferation (Stadium O
der angiogenen Kaskade in vitro) transfiziert. Im Anschluss an die Vorversuche erfolgte die
eigentliche Charakterisierung verschiedener Plasmidkonstrukte auf Effizienz im murinen Zell-
kulturmodell der in vitro-Angiogenese (Hauptversuche, s. Kap. 5.2.3.3 und 5.2.3.4). Die
Menge der exprimierten Luciferase in Relation zum Proteingehalt im Zelllysat (RLU/mg Pro-
tein) konnte dabei als ein direktes Maf3 fur die Effizienz der jeweiligen Plasmidkonstrukte

gewertet werden.

Die Transfektionsversuche erfolgten stets im Vierfachansatz. Bei jedem Transfektionsver-

such wurden drei Negativ-Kontrollen, jeweils im Doppelansatz, mitgefihrt (s. Kap. 4.5.6), die
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ausschlieen konnten, dass die resultierende Enzymaktivitdt auf der Aufnahme nackter
Plasmid-DNA (K1), auf endogener Enzymaktivitat (K2) bzw. auf einer Induktion durch das
Transfektionsreagenz (K3) basierte (Tab. 6, 7, 8, 10, 11, 12 und Abb. 21).

5.2.3.1 Optimierung der Transfektion muriner Endothelzellen

Die Auswertungen dieser Versuchsreihe stitzten sich nur auf die gemessene Luciferase-
Aktivitat (RLU-Werte bezogen auf Einsatz von 50 pl Zelllysat), da zum Versuchszeitpunkt die
Proteinbestimmung Hersteller-bedingt nicht auswertbare Ergebnisse aufgrund von Wechsel-
wirkungen zwischen DTT (Bestandteil des Lysepuffers) und der BCA (Bicinchoninic Acid)-

Arbeitslosung lieferte.

5.2.3.1.1 Optimierung der Konzentration der Plasmid-DNA

Murine Endothelzellen in der Passage 42 wurden nach einer Kultivierungsdauer von 4 Wo-
chen gesplittet und mit einer Aussaatdichte von 0,5x10* Zellen pro cm? in 24-Loch-Platten
ausgesat, 20 Stunden kultiviert und mit 1-4 pg Plasmid-DNA (pJWM115) pro Kulturschale bei
einem Verhaltnis von 1 pl SuperFect pro pg Plasmid-DNA transfiziert. Die Zellen wurden 1
Stunde mit dem Transfektionsmix und nach einem Mediumwechsel fir weitere 24 Stunden

inkubiert.

Abb. 16 zeigt, dass mit Erhéhung der Konzentration der Plasmid-DNA von 1 ug auf 2 ug pro
Kulturschale eine deutliche Steigerung der RLU-Werte verbunden war, wahrend kaum ein
Unterschied in der Expression nach Erh6hung der Konzentration von 2 ug auf 3 ug zu ver-
zeichnen war. Die deutliche Abnahme der Aktivitat bei Einsatz von 4 ug Plasmid-DNA pro
Kulturschale, einhergehend mit der mikroskopischen Kontrolle der Zellen, legte Anzeichen
einer Schadigung (vermehrtes Abldsen) der Zellen durch die Transfektion dar (s. Kap.
5.2.4.1). Insgesamt waren Schwankungen innerhalb der einzelnen Ansétze zu verzeichnen.
Fur die weiteren Transfektionen wurde eine Plasmid-DNA-Konzentration von 2 pg pro Kul-
turschale gewahlt, da mit dieser Konzentration sehr hohe RLU-Werte bei fehlenden mi-

kroskopischen Anzeichen einer zellularen Schadigung durch die Transfektion erzielt wurden.

Tab. 6: Kontrollwerte der Optimierung der
Plasmid-DNA-Konzentration pro Kulturscha-
le

Kontrollen Rep. 1 Rep. 2 Mittelwert | A5 Kontrollen wurden Endothelzellen in 1 pg
IEEE IRES [RLU] nackter Plasmid-DNA (K1), nur in serumfreiem
K1 137 98 118  Medium (K2) bzw. in 1 pl SuperFect (K3) fir 1 h
K2 115 135 125  inkubiert und nach einem Mediumwechsel fur
K3 97 81 89  weitere 24 h kultiviert.
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20.000 + Replikate —Median
N .
15.000 - - Abb. 16: Luciferase-Aktivitat in Abhangigkeit von der
4+ eingesetzten Plasmid-DNA-Konzentration (pJWM115)

"’3 ¢ * . Murine Endothelzellen in der Passage 42 wurden nach einer
=< 10.000 - 4-wochigen Kultivierungsdauer in einer Konzentration von
é + 0,5x10" Zellen/cm? in 24-Loch-Platten ausgesét und 20 h
. kultiviert. Der Transfektionsmix aus 1-4 pg Plasmid-DNA
5.000 (pJWM115) und 1-4 pl SuperFect wurde fir 1 h zu den Zel-
len gegeben, anschlielRend das Medium gewechselt und die
Zellen fur weitere 24 h kultiviert. Die Luciferase-Aktivitat in
0 ‘ ‘ ‘ 50 ul Zelllysat wurde im Luminometer gemessen. Dargestellt

1pg 2ug 3pug 4pg  Sind jeweils die Replikate (n = 4) sowie der Median.

Plasmid-DNA-Konz.
pro Kulturschale

5.2.3.1.2 Optimierung der Inkubationszeit nach der Transfektion bis zur Zell-

ernte

Murine Endothelzellen in der Passage 42 wurden nach einer Kultivierungsdauer von 8 Wo-
chen gesplittet und mit einer Konzentration von 0,5x10* Zellen pro cm? in 24-Loch-Platten
ausgesat, 20 Stunden kultiviert und mit 2 pg Plasmid-DNA (pJWM115, pCK5, pPS12, pPS6)
pro Kulturschale bei einem Verhdltnis von 1 pl SuperFect pro pug Plasmid-DNA 1 Stunde
transfiziert. Die weitere Inkubation bis zur Auswertung der Transfektion betrug 24 und 30

Stunden.

Mit allen eingesetzten Vektoren, auch mit den Endothelzell-spezifische Promotoren (Ets-1,
E-sel) enthaltenden Plasmiden, fuhrte die Transfektion zur Expression der Luciferase. Abb.
17 zeigt, dass der optimale Zeitpunkt zur Auswertung des Luciferase-Assays vom eingesetz-
ten Plasmid abhangig war. Wahrend durch die Vektoren pJWM115 (CMV-luc) und pCK5
(Ets-1l-luc) ein Abfall der Luciferase-Expression bei Steigerung der Inkubationszeit von 24
Stunden auf 30 Stunden um das 1,26- bzw. 4,30-fache zu verzeichnen war, konnte durch die
Erhéhung der Inkubationszeit um 6 Stunden bei den Vektoren pPS12 (Ets-1k-luc) und pPS6
(E-sel-luc) eine Steigerung der Expression um das 2,46- bzw. 2,02-fache erzielt werden. In
den weiteren Transfektionsexperimenten wurde fir die Plasmide pJWM115 und pCK5 eine
24-stiindige Inkubationszeit und fir die Plasmide pPS12 und pPS6 eine 30-stiindige Inkuba-

tionszeit nach der Transfektion bis zur Zellernte eingehalten.
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Inkubationszeit nach der Transfektion bis zur Zellernte

Abb. 17: Luciferase-Aktivitat in Abhangigkeit von der Inkubationszeit nach
der Transfektion bis zur Zellernte
Murine Endothelzellen in der Passage 42 wurden nach einer Kultivierungsdauer
von 8 Wochen in einer Konzentration von 0,5x10* Zellen/cm? in 24-Loch-Platten
ausgesat und 20 h kultiviert. Der Transfektionsmix aus 2 pg Plasmid-DNA und 2
ul SuperFect wurde fiir 1 h zu den Zellen gegeben, anschlieRend das Medium
gewechselt und die Zellen fur weitere 24 bzw. 30 h kultiviert. Die Luciferase-
Aktivitat im Zelllysat wurde im Luminometer gemessen. Dargestellt sind jeweils
die Replikate (n = 4) und der Median.

Kontrollen Rep. 1 Rep. 2 Mittelwert
[RLU] [RLU] [RLU]
K1 181 52 117
K2 55 715 385
K3 403 59 231

Tab. 7. Kontrollwerte der Optimierung der
Inkubationszeit nach der Transfektion bis
zur Zellernte

Als Kontrollen wurden Endothelzellen in 2 ug
nackter Plasmid-DNA (K1), nur in serumfreiem
Medium (K2) bzw. in 2 pl SuperFect (K3) fir 1
h inkubiert und nach einem Mediumwechsel fur
weitere 24 h kultiviert.

5.2.3.1.3 Optimierung der Inkubationszeit mit dem Transfektionskomplex

Zur Optimierung der Inkubationszeit mit dem Transfektionskomplex wurden murine Endo-

thelzellen in der Passage 45 nach einer 1-wochigen Kultivierungsdauer gesplittet und in ei-

ner Konzentration von 0,75x10* Zellen pro cm? in 24-Loch-Platten ausgesat, 20 Stunden kul-

tiviert und 1-5 Stunden mit dem Transfektionskomplex aus 2 pg Plasmid-DNA (pJWM115)

und 2 ul SuperFect pro Kulturschale inkubiert. Nach einer weiteren 24-stiindigen Inkubation

erfolgte die Messung der Luciferase-Aktivitat.
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Abb. 18 zeigt, dass die Luciferase-Assays zu allen Messzeitpunkten hohe RLU-Werte erga-
ben. In zwei Ansatzen (2 und 4 Stunden Inkubation) wurden 30 Mio. RLU (Maximalwert des
Luminometers) detektiert. Insgesamt sind nur geringe Schwankungen innerhalb der Vier-
fachansétze zu vermerken. Bei einer 4- und 5-stiindigen Inkubationszeit zeigte das mikro-
skopische Bild vor der Auswertung der Transfektion Zellschaden (s. Kap. 5.2.4.1). Bei allen
weiteren Transfektionsversuchen wurde eine Inkubationszeit mit dem Transfektionskomplex

von 2 Stunden eingehalten.

30.000 * *
‘ * Replikate = Median
25.000
Abb. 18: Luciferase-Aktivitdt in Abhangigkeit von
20.000 | ¢ 'i' *. '2' .!. der Inkubationszeit mit dem Transfektionskom-
“’3 * plex
< 15.000 Murine Endothelzellen in der Passage 45 wurden
= nach einer Kultivierungsdauer von 1 Woche in einer
o 10.000 Konzentration von 0,75x10* Zellen/cm? in 24-Loch-
Platten ausgesat und 20 h kultiviert. Der Transfek-
5.000 tionsmix aus 2 pg Plasmid-DNA (pJWM115) und 2 pl
SuperFect wurde fur 1-5 h zu den Zellen gegeben,
0 ‘ ‘ ‘ anschlieRend das Medium gewechselt und die Zellen
1h 2h 3h 4h 5h fur weitere 24 h kultiviert. Die Luciferase-Aktivitat im
. L Zelllysat wurde im Luminometer gemessen. Darge-
Inkubationszeit mit dem o . . . -
) stellt sind jeweils die Replikate (n = 4) und der Me-
Transfektionskomplex di
ian.
Tab. 8: Kontrollwerte der Optimierung der
Inkubationszeit mit dem Transfektions-
i komplex
Kontrollen | Rep. 1 Rep. 2 Mittelwert Als Kontrollen wurden Endothelzellen in 2 pg
[RLU] [RLU] [RLU] nackter Plasmid-DNA (K1), nur in serumfreiem
K1 588 95 342 Medium (K2) bzw. in 2 pl SuperFect (K3) fir 1
K2 191 51 121 hinkubiert und nach einem Mediumwechsel flr
K3 55 116 86  weitere 24 h kultiviert.

5.2.3.2 Pilotstudie zur Transfektion muriner Endothelzellen

Diese Versuchsreihe wurde mit Luciferase-Vektoren mit den Promotoren Ets-1l (pCK5), Ets-
1k (pPS12) sowie E-sel (pPS6) durchgefiihrt. Murine Endothelzellen in der Passage 40 wur-
den nach unterschiedlicher Kultivierungsdauer gesplittet, mit einer Aussaatdichte von
0,75x10* Zellen pro cm? einer 24-Loch-Platte ausgesét und 20 Stunden kultiviert. Bei allen
Transfektionen (Messungen) wurden 2 ug Plasmid-DNA pro Kulturschale bei einem Verhalt-
nis von 1 pl SuperFect pro pg Plasmid-DNA eingesetzt. Die Zellen wurden 1-2 Stunden mit

dem Transfektionskomplex und nach einem Mediumwechsel in Abhangigkeit vom Vektor
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weitere 24 Stunden (pCK5) bzw. 30 Stunden (pPS12, pPS6) bis zur Zellernte inkubiert. In
Tab. 9 sind die jeweiligen Versuchsparameter der 5 Messungen in einer Ubersicht darge-

stellt.

Parameter Messung 1 | Messung 2 | Messung 3 | Messung 4 | Messung 5

Kultivierungsdauer der Zellen vor

. 4 Wochen 5 Wochen 6 Wochen
der Transfektion

Aussaatdichte der Zellen vor der

4 2
Transfektion 0,75x10" Zellen/cm

Passage der Zellen zum Zeit- P41
punkt der Transfektion

Plasmid-DNA-Konz. pro Kultur-

schale 219

Verhaltnis SuperFect/Plasmid- 1ul/

DNA Hi7ug

Inku_banor_\sdauer mit dem Trans- 2h 1h 2h
fektionsmix

Inkubationszeit nach der Transfek- pCKS5 (Ets-1l-luc): 24 h

tion bis zur Zellernte in Abhangig- pPS12 (Ets-1k-luc): 30 h

keit vom eingesetzten Promotor pPS6 (E-sel-luc): 30h

Tab. 9: Ubersicht iiber die Versuchsparameter der einzelnen Messungen der Pilotstudie

Zur Inkubationsdauer der Zellen mit dem Transfektionskomplex ist folgendes anzugeben. Die
erste Messung zeigte deutlich niedrigere RLU-Werte (Abb. 19 A) im Vergleich zum Versuch
der Optimierung der Inkubationsdauer nach der Transfektion bis zur Zellernte (Abb. 17), in
dem die gleiche Plasmid-DNA-Konzentration pro Kulturschale eingesetzt wurde, aber die
Zellen kirzer mit dem Transfektionskomplex inkubiert wurden. Aus diesem Grund wurde
durch Reduktion der Inkubationsdauer mit dem Transfektionskomplex von 2 Stunden auf 1
Stunde (Messung 2 und 3) im Hinblick auf eine Minimierung méglicher toxischer Schaden
versucht, die Transfektionseffizienz zu steigern. Dieser Ansatz fuhrte jedoch zu keiner Stei-
gerung der Effizienz. Folglich wurde die Inkubationsdauer mit dem Transfektionskomplex
wieder auf 2 Stunden festgesetzt (Messung 4 und 5).

Es fielen bei insgesamt niedrigeren Messwerten die grol3en Schwankungen in der Hohe der
Messwerte sowohl innerhalb eines Versuches als auch von Versuch zu Versuch auf. Um
mogliche Differenzen in der Anzahl der Zellen, die fir den Luciferase-Assay eingesetzt wur-

den, auszugleichen, wurde die Proteinkonzentration in den Zelllysaten mit der Methode nach
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Pierce als Mal3stab fur die Zellzahl bestimmt. Abb. 19 B zeigt deutlich Differenzen der Pro-
teinkonzentrationen in den Zelllysaten, die fur den Luciferase-Assay eingesetzt wurden. Es
ergab sich keine eindeutige Korrelation hoher Luciferase-Werte mit hohen Proteinkonzentra-

tionen im Zelllysat.

Der Median dieser 5 Assays betrug 9,22x10° RLU/mg Protein fiir pCK5 (Ets-1l-luc)-
transfizierte Zellen, 24,04x10° RLU/mg Protein fur Transfektionen mit dem Vektor pPS12
(Ets-1k-luc) und 30,93x10° RLU/mg Protein fiir Transfektionen mit dem Vektor pPS6 (E-sel-
luc). Dies zeigt, dass, abgesehen von der Messung 1, mit dem kurzen Ets-1-Promotor-
Fragment das Luciferase-Gen effizienter transkribiert werden konnte. Eine eindeutige Diffe-
renzierung beziglich der Effizienzen der Plasmide pPS12 und pPS6 ist aufgrund der grofR3en
Schwankungen der Messwerte nicht moéglich. Weiterhin war auffallig, dass mit dem Vektor
pCKS5 bei der ersten Messung eine um den Faktor 38,15 bis 98,10 hohere Transfektionseffi-
zienz (RLU/mg Protein) im Vergleich zu den nachfolgenden Messungen 2-5 erzielt wurde,
jedoch mit sehr grof3en Schwankungen innerhalb der vier Replikate.

Da die durchgefihrte Normierung der RLU-Messwerte auf den Proteingehalt in den Zelllysa-
ten nicht zu einer Korrektur der Schwankungen fiihrte, wurden weitere Unterschiede zwi-
schen den Messungen analysiert. Aus Tab. 9 wird ersichtlich, dass die Kultivierungsdauer
der Zellen vor der Subkultivierung fur die Transfektion zwischen 4 und 6 Wochen schwankte.
Da eine vollstandige Konfluenz der Zellen im Gegensatz zur logarithmischen Wachstums-
phase kein definierter Zustand ist, wurde in den weiteren Versuchen versucht, die Kultivie-
rungsdauer der Zellen vor der Subkultivierung so weit wie mdglich zu standardisieren. Die
Zellen wurden vor Aussaat fur die Transfektion ca. 1 Woche kultiviert und somit niemals lan-

ger als 1-3 Tage im Zustand der Konfluenz belassen.

Messung | Kontrollen Rep. 1 Rep. 2 Mittelwert
[RLU] [RLU] [RLU]
K1 93 76 85
1 K2 100 49 75
K3 39 60 50
K1 55 40 48
2 K2 63 51 57
K3 59 79 69 Tab. 10: Kontrollwerte aus 5 Lu-
K1 59 43 51 ciferase-Assays
3 K2 62 61 62 Als Kontrollen wurden Endothelzel-
K3 128 64 96 len in 2 pg nackter Plasmid-DNA
K1 67 60 64 (K1), nur in serumfreiem Medium
4 K2 175 57 116 (K2) bzw. in 2 pl SuperFect (K3) fiur
K3 95 53 74 1 h (Messung 2 und 3) bzw. 2 h
K1 57 132 95 (Messung 1, 4 und 5) inkubiert und
5 K2 55 166 111  pach einem Mediumwechsel fir
K3 174 60 117 weitere 30 h kultiviert.

82



Murine Endothelzellen Ergebnisse
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Abb. 19: Luciferase-Aktivitat in Abhangigkeit vom eingesetzten Promotor in 5 Luciferase-
Assays nach Transfektion muriner Endothelzellen im Stadium O der angiogenen Kaskade in
vitro, (A) vor Normierung, (C) nach Normierung auf den Proteingehalt im Zelllysat (B)

Murine Endothelzellen in der Passage 40 wurden nach einer Kultivierungsdauer von 4 Wochen (Mes-
sung 1), 5 Wochen (Messung 2 und 3) bzw. 6 Wochen (Messung 4 und 5) vor der Transfektion in ei-
ner Konzentration von 0,75x10* Zellen/cm? in 24-Loch-Platten ausgesat und 20 h kultiviert. Der Trans-
fektionsmix aus 2 pug Plasmid-DNA und 2 pl SuperFect wurde fiir 1 h (Messung 2 und 3) bzw. fiir 2 h
(Messung 1, 4 und 5) zu den Zellen gegeben, anschlieRend das Medium gewechselt und die Zellen
fur weitere 24 h (pCK5) bzw. fiir 30 h (pPS12, pPS6) kultiviert. Die Luciferase-Aktivitat in 50 ul Zellly-
sat wurde im Luminometer gemessen (A) und parallel der Proteingehalt in den Zelllysaten bestimmt
(B). Dargestellt sind jeweils die Replikate (n = 4) und der Median der 5 unabhangigen Experimente.
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5.2.3.3 Effizienz verschiedener Promotoren im murinen in vitro-Modell der An-

giogenese

Murine Endothelzellen aus dem Herzmuskel wurden unter standardisierten Bedingungen
transfiziert, die durch Optimierungsversuche (s. Kap. 5.2.3.1) sowie im Rahmen der Pilotstu-
die (s. Kap. 5.2.3.2) ermittelt wurden. Eingesetzt wurden Reportergen-Vektoren mit den
Promotoren CMV (pJWM115), Ets-1l (pCK5), Ets-1k (pPS12) sowie E-sel (pPS6).

5.2.3.3.1 Promotor-spezifische Luciferase-Expression nach Transfektion muri-
ner Endothelzellen im Stadium O der angiogenen Kaskade in vitro

(Proliferation)

Murine Endothelzellen wurden nach 1-wochiger Kultivierungsdauer (Passage 40 bzw. 41)
gesplittet, mit einer Aussaatdichte von 2x10* Zellen pro cm? einer 24-Loch-Platte ausgesét
und 20 Stunden kultiviert. Bei allen 3 Transfektionen wurden 2 pug Plasmid-DNA pro Kultur-
schale bei einem Verhaltnis von 1 pl SuperFect pro pug Plasmid-DNA eingesetzt. Die Zellen
wurden 2 Stunden mit dem Transfektionskomplex und nach einem Mediumwechsel in Ab-
hangigkeit vom Vektor weitere 24 Stunden (pJWM115, pCK5) bzw. 30 Stunden (pPS12,
pPS6) bis zur Zellernte inkubiert. Die im Luciferase-Assay gemessene Luciferase-Aktivitat,
genormt auf den Proteingehalt in den Zelllysaten, diente als MaR fur die Transfektionseffi-

zienz und damit fiir die Effizienz des Promotors.

Auffallig war, dass deutlich héhere RLU-Werte (Abb. 20) als in den Versuchen der Pilotstudie
(Abb. 19) gemessen wurden, in denen ebenfalls 2 ug Plasmid-DNA pro Kulturschale zur
Transfektion eingesetzt wurden. Die Schwankungen der RLU-Werte von Versuch zu Versuch
waren geringer als in vorausgegangenen Versuchen.

Der Median dieser 3 Assays betrug 15,38x10® RLU/mg Protein fir pJWM115 (CMV-luc)-
transfizierte Zellen, 4,41x10® RLU/mg Protein fiir Transfektionen mit dem Vektor pCK5 (Ets-
1l-luc), 3,47x10% RLU/mg Protein fur Transfektionen mit dem Vektor pPS12 (Ets-1k-luc) und
1,84x10° RLU/mg Protein fiir pPS6 (E-sel-luc)-transfizierte Zellen. Beide Fragmente des Ets-
1-Promotors besalRen demnach eine hdhere Aktivitat als der E-sel-Promotor. Eine weitere
Differenzierung zwischen den Effizienzen der Vektoren pCK5 und pPS12 war aufgrund der

Schwankungen in der Aktivitat des pCK5-Vektors nicht moglich.
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Abb. 20: Luciferase-Aktivitat in Abhangigkeit vom eingesetzten Promotor in 3 Luci-
ferase-Assays nach Transfektion muriner Endothelzellen im Stadium O der angio-
genen Kaskade in vitro, (A) vor Normierung, (B) nach Normierung auf den Protein-
gehalt im Zelllysat

Murine Endothelzellen in der Passage 40 (Messung 1 und 2) bzw. Passage 41 (Messung
3) wurden nach 1-wochiger Kultivierungsdauer in einer Konzentration von 2x10* Zel-
len/cm? in 24-Loch-Platten ausgesat und 20 h kultiviert. Der Transfektionsmix aus 2 g
Plasmid-DNA und 2 pl SuperFect wurde fiir 2 h zu den Zellen gegeben, anschliel3end das
Medium gewechselt und die Zellen fir weitere 24 h (pJWM115, pCK5) bzw. fir 30 h
(pPS12, pPS6) kultiviert. Die Luciferase-Aktivitat in 50 pl Zelllysat wurde im Luminometer
gemessen (A) und parallel der Proteingehalt in den Zelllysaten bestimmt. Dargestellt sind
jeweils die Replikate (n = 4) und der Median der 3 unabhangigen Experimente.
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Messung | Kontrollen Rep. 1 Rep. 2 Mittelwert Tab. 11: Kontrollwerte aus 3 Lu-
[RLU] [RLU] [RLU] ciferase-Assays
K1 284 122 203 Als Kontrollen wurden Endothelzel-
1 K2 65 133 g9 len in 2 ug nackter Plasmid-DNA
K3 127 86 107 (K1), nur in serumfreiem Medium
K1 60 93 77  (K2) bzw. in 2 pyl SuperFect (K3) fir
2 K2 104 127 116 2 h inkubiert und nach einem Me-
K3 377 67 222  diumwechsel fiir weitere 24 h kulti-
K1 62 89 76  viert.
3 K2 79 53 66
K3 95 67 81

5.2.3.3.2 Ergebnisse der Transfektion muriner Endothelzellen im Stadium 3 der

angiogenen Kaskade in vitro (Bildung kapillardhnlicher Strukturen)

Diese Versuchsreihe, bestehend aus 3 Messungen, wurde analog zur Transfektion muriner
Endothelzellen im Stadium O der angiogenen Kaskade in vitro durchgefuhrt. Murine Endo-
thelzellen in den Passagen 37, 38 und 39 wurden im Selektivmedium 2-3 Wochen bis zum
Stadium 3 der angiogenen Kaskade in vitro kultiviert und dann transfiziert. Bei allen Trans-
fektionen wurden 2 ug Plasmid-DNA (pJWM115, pCK5, pPS12, pPS6) pro Kulturschale bei
einem Verhaltnis von 1 pl SuperFect pro ug Plasmid-DNA eingesetzt. Die Zellen wurden 2
Stunden mit dem Transfektionsmix und nach einem Mediumwechsel in Abhangigkeit vom
eingesetzten Plasmid weitere 24 Stunden (pJWM115, pCK5) bzw. 30 Stunden (pPS12,
pPS6) bis zur Zellernte unter Standardkulturbedingungen inkubiert. Die durch die transiente

Transfektion induzierte Expression der Luciferase wurde im Luminometer gemessen.

Aus Abb. 21 wird ersichtlich, dass, mit Ausnahme der Messung 2 nach Transfektion mit dem
pJWM115-Vektor (CMV-luc), keine Luciferase-Expression detektiert werden konnte, die ge-
messenen RLU-Werte (bezogen auf 50 pl Zelllysat) lagen im Bereich der Kontrollwerte. Aus
diesem Grund erfolgte keine Normierung der RLU-Werte auf den Proteingehalt der Zelllysa-

te.

Die Messung 2 nach Transfektion mit dem pJWM115-Vektor zeigte eine sehr geringe Ex-
pression der Luciferase. Die mikroskopische Kontrolle dieser Zellen zeigte bereits vor der
Transfektion das Abldsen einiger Zellen bzw. kapillarahnlicher Strukturen durch den Wasch-
prozess mit dem PBS-Puffer. Es hat hier also durch dauRere Manipulation ein Ablésen von
Zellen, unabhéngig von der Transfektion, stattgefunden, welches zu einer Proliferation der
Endothelzellen fuhrte (s. Kap. 5.2.1).
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Abb. 21: Luciferase-Aktivitat in Abhangigkeit vom eingesetzten Promotor sowie Kontrollwerte
in 3 Luciferase-Assays nach Transfektion muriner Endothelzellen im Stadium 3 der angioge-
nen Kaskade in vitro

Murine Endothelzellen in der Passage 37 (Messung 1), Passage 38 (Messung 2) bzw. Passage 39
(Messung 3) wurden in 24-Loch-Platten im Selektivmedium 2-3 Wochen bis zum Stadium 3 der an-
giogenen Kaskade in vitro kultiviert. Der Transfektionsmix aus 2 pug Plasmid-DNA und 2 ul SuperFect
wurde fiir 2 h zu den Zellen gegeben, anschlieRend das Medium gewechselt und die Zellen fir weite-
re 24 h (pJWML115, pCK5) bzw. 30 h (pPS12, pPS6) kultiviert. Als Kontrollen wurden Endothelzellen
in 2 ug nackter Plasmid-DNA (K1), in 2 pl SuperFect (K3) bzw. nur in serumfreiem Medium (K2) fur 2
h inkubiert und nach einem Mediumwechsel fir weitere 24 h kultiviert. Die Luciferase-Aktivitat in 50 pl
Zelllysat wurde im Luminometer gemessen. Logarithmisch dargestellt sind jeweils die Replikate (n =
4) und der Median der 3 unabhéngigen Experimente.

5.2.3.4 Einfluss regulatorischer Gensequenzen auf die E-Selektin-Promotor-

aktivitat

Diese Studie umfasste vier unabhéngige Transfektionsexperimente (Messungen) und wurde
mit den Vektoren pPS6 (E-sel-luc), pPO18 (5xebs-E-sel-luc), pPO14 (E-sel-luc-flk-1) und
pPO12 (E-sel-HLA-luc) durchgefiihrt, wobei der pPS6-Vektor als Kontrolle diente. Murine
Endothelzellen in der Passage 39, 40 bzw. 41 wurden nach 1-wéchiger Kultivierungsdauer
gesplittet, mit einer Konzentration von 2-2,25x10* Zellen pro cm? einer 24-Loch-Platte aus-
gesat und 20 Stunden kultiviert. Die Zellen wurden 2 Stunden mit dem Transfektionsmix aus
2 ug Plasmid-DNA und 2 ul SuperFect und nach einem Mediumwechsel fur weitere 30 Stun-
den bis zur Zellernte inkubiert. Die im Luciferase-Assay gemessene Luciferase-Aktivitat, ge-

normt auf den Proteingehalt im Zelllysat, diente als MalR fir die Transfektionseffizienz und
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damit fur den Einfluss der regulatorischen Gensequenzen auf die Expressionsstarke des E-

sel-Promotors.

Der Median dieser 4 Assays betrug fur Transfektionen mit dem Kontrollplasmid pPS6 (E-sel-
luc) 1,74x10® RLU/mg Protein, fir pPO18 (5xebs-E-sel-luc)-transfizierte Zellen 0,19x10®
RLU/mg Protein, fiir pPO14 (E-sel-luc-flk-1)-transfizierte Zelen 0,23x10% RLU/mg Protein und
fur Transfektionen mit dem pPO12-Vektor (E-sel-HLA-luc) 6,84x10® RLU/mg Protein.

Der Vektor pPO12 erzielte also in allen drei Versuchen die hochsten Transfektionseffizien-
zen (Abb. 22). In Relation zum Kontrollplasmid pPS6 ergab sich eine Steigerung der auf den
Proteingehalt genormten Luciferase-Aktivitat (relative Luciferase-Aktivitdt) um den Faktor
2,05 bis 5,95 (Abb. 23). Fur die Plasmide mit zusatzlichen Enhancern ergab sich eine Re-
duktion der relativen Luciferase-Aktivitat um den Faktor 5,21 bis 24,58 fur pPO18 bzw. um
den Faktor 2,91 bis 13,90 fur pPO14 (Abb. 23).

Auffallig war, dass in der Messung 1 mit allen Vektoren (auf3er pP014) geringere Effizienzen
erzielt wurden als in den nachfolgenden Messungen 2-4 (Abb. 22). Die Endothelzellen in der
Messung 1 wurden in einer hoheren Konzentration 24 Stunden vor der Transfektion ausge-

séat und befanden sich zum Zeitpunkt der Transfektion in einer hoheren Passage.

Messung | Kontrollen Rep. 1 Rep. 2 Mittelwert
[RLU] [RLU] [RLU]
K1 67 131 99
1 K2 83 90 87
K3 120 99 110
K1 92 144 118 Tab. 12: Kontrollwerte aus 4 Lu-
2 K2 55 93 74  ciferase-Assays
K3 195 83 139  Als Kontrollen wurden Endothelzel-
K1 115 94 105 len in 2 pg nackter Plasmid-DNA
3 K2 140 86 113 (K1), nur in serumfreiem Medium
K3 122 65 94  (K2) bzw. in 2 pyl SuperFect (K3) fir
K1 66 49 58 2 h inkubiert und nach einem Me-
4 K2 137 70 104  diumwechsel fur weitere 30 h kulti-
K3 59 77 68 viert.
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Abb. 22: Einfluss regulatorischer Gensequenzen auf die E-sel-Promotoraktivitat in 4 Lucifera-
se-Assays nach Transfektion muriner Endothelzellen im Stadium 0 der angiogenen Kaskade in
vitro, (A, C) Luciferase-Aktivitat vor Normierung, (B, D) nach Normierung auf den Proteingehalt
im Zelllysat (s. auch Seite 90)

Murine Endothelzellen in der Passage 39 (Messung 2 und 3), Passage 40 (Messung 1) bzw. Passage
41 (Messung 4) wurden nach einer 1-wdchigen Kultivierungsdauer in einer Konzentration von 2x10*
Zellen/cm? (Messungen 2-4) bzw. 2,25x10* Zellen/cm? in 24-Loch-Platten ausgesat und 20 h kultiviert.
Der Transfektionsmix aus 2 pg Plasmid-DNA und 2 pl SuperFect wurde fur 2 h zu den Zellen gege-
ben, anschlieRend das Medium gewechselt und die Zellen fir weitere 30 h kultiviert. Die Luciferase-
Aktivitat in 50 pl Zelllysat wurde im Luminometer gemessen (A, C) und parallel der Proteingehalt in
den Zelllysaten bestimmt. Dargestellt sind jeweils die Replikate (n = 4) und der Median der 4 unab-
hangigen Experimente.
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5.2.4 Phasenkontrastmikroskopische Untersuchung transfizierter muriner En-
dothelzellen

5.2.4.1 Stadium 0 der angiogenen Kaskade in vitro (Proliferation)

Die Endothelzellen wurden am Ende der Inkubation mit dem Transfektionskomplex sowie di-
rekt vor der Zelllyse mikroskopisch beurteilt.

Am Ende der Inkubation mit dem Transfektionskomplex waren deutlich dunkle, rundliche Ve-
sikel zwischen den Zellen sichtbar (Abb. 24 A). Eine bevorzugte Lage der Vesikel war nicht
festzustellen. Stellenweise lagen Vesikel eng an der Zellmembran der Endothelzellen (Abb.
24 D). Die Anzahl der Vesikel zwischen den Zellen erhdhte sich mit steigender Plasmid-
DNA-Konzentration. Bereits 1 Stunde nach Inkubation der Zellen mit dem Transfektions-
komplex konnten Vesikel im Zytoplasma der Zellen beobachtet werden. Ein partielles Ablo-

sen von Zellen wurde nur bei Einsatz von 4 ug Plasmid-DNA pro Kulturschale beobachtet.

Abb. 24: Murine Endothelzellen aus dem Myokard im Stadium 0 der an-
giogenen Kaskade in vitro wahrend der Inkubation mit dem Transfek-
tionskomplex

Inter- und intrazellulare Vesikel (Pfeile). Phasenkontrastmikroskop
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Nach weiterer 24- bzw. 30-stundiger Inkubation bis zur Zellernte waren die oben beschriebe-
nen Vesikel nicht mehr bzw. nur in Assoziation zu den Zellen extrazellular zu sehen. Im Zy-
toplasma der Zellen wurden die beschriebenen Vesikel gesehen (Abb. 25). Ein partielles Ab-
I6sen von Zellen wurde nur bei langerer Inkubationsdauer (4 Stunden) mit dem Transfek-

tionskomplex beobachtet.

o - B -y - . o Far] .l..!'- in':l
Abb. 25: Murine Endothelzellen aus dem Myokard im Sta-
dium O der angiogenen Kaskade in vitro direkt vor der Zell-

lyse
Intrazellulare Vesikel (Pfeile). Phasenkontrastmikroskop

5.2.4.2 Stadium 3 der angiogenen Kaskade in vitro (Bildung kapillarahnlicher
Strukturen)

Die Endothelzellen wurden am Ende der Inkubation mit dem Transfektionskomplex sowie di-
rekt vor der Zelllyse mikroskopisch beurteilt.

Zu beiden Untersuchungszeitpunkten waren vereinzelt Vesikel extrazellular in Arealen gerin-
gerer Zelldichte sowie auch intrazellulér in einzelnen Zellen zu erkennen, die sich zwischen
den kapillarahnlichen Strukturen befanden (s. Kap. 5.2.4.1). Die kapillaréhnlichen Strukturen

zeigten keine morphologische Veranderung.
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5.2.4.3 Morphologie und Wachstum scheintransfizierter muriner Endothelzel-
len (Kontrollen)

Als Kontrollen wurden die Endothelzellen in nackter, nicht-komplexierter Plasmid-DNA, in
dem Transfektionsreagenz bzw. nur in serumfreiem Medium inkubiert. Die mikroskopische
Beurteilung erfolgte am Ende der Inkubation sowie unmittelbar vor der Zelllyse. Zu beiden
Untersuchungszeitpunkten zeigte das mikroskopische Bild weder extra- noch intrazellular die
zuvor beschriebenen Vesikel (Abb. 26 A, B).

Abb. 26: Scheintransfizierte murine Endothelzellen aus dem Myokard im Stadium 0 der an-
giogenen Kaskade in vitro (Kontrollen) wéhrend der Inkubation (A) und direkt vor der Zell-
lyse (B)

Keine inter- bzw. intrazellularen Vesikel. Phasenkontrastmikroskop
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5.2.5 Transmissionselektronenmikroskopische Untersuchung transfizierter
muriner Endothelzellen

5.2.5.1 Ultrastruktur muriner Endothelzellen wahrend der Transfektion

Murine Endothelzellen wurden 20 Stunden vor der Transfektion mit einer Konzentration von
2x10* Zellen pro cm? auf Glasplattchen in 24-Loch-Platten ausgesét. Die Fixierung der Zellen
fur die transmissionselektronenmikroskopische Untersuchung erfolgte nach einer 2-stin-
digen Inkubation mit dem Transfektionskomplex.

Die Endothelzellen zeigten zu diesem Zeitpunkt der Untersuchung keine morphologischen
Auffalligkeiten gegenuber den scheintransfizierten Zellen (Kontrollen, s. Kap. 5.2.5.3). Die
Zellmembran zeigte fingerartige Ausstulpungen (Abb. 27 A) und im Zytoplasma waren zahl-

reiche Mitochondrien sowie raues Endoplasmatisches Retikulum zu erkennen (Abb. 27 B).

rend der Inkubation mit dem Transfektionskomplex
(A) Fingerartige Ausstllpungen der Zellmembran (Pfeile), (B) zahlreiche Mitochondrien (M)
und raues Endoplasmatisches Retikulum (rER) im Zytoplasma. Nucleus (N). TEM

5.2.5.2 Ultrastruktur muriner Endothelzellen nach der Transfektion

Die murinen Endothelzellen wurden 2 Stunden mit dem Transfektionskomplex und nach ei-
nem Mediumwechsel flr weitere 24 Stunden inkubiert. Im Anschluss erfolgte die Fixierung

der Zellen fir die transmissionselektronenmikroskopische Untersuchung.

Das transmissionselektronenmikroskopische Bild muriner Endothelzellen unterschied sich
von dem wahrend der Transfektion. Die Endothelzellen zeigten zahlreiche membranbegrenz-

te Vesikel (Durchmesser ca. 40-60 nm) im Zytoplasma, ohne sichtbare Assoziation zu Golgi-
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Feldern (Abb. 28 A, B). Weiterhin konnten Vesikel an der Kernmembran gefunden werden,
wobei sich die Kernmembran in diesem Bereich nicht deutlich abzeichnete (Abb. 28 A, C).

Abb. 28: Ultrastrukturelle Darstellung einer murinen Endothelzelle aus dem Myokard direkt vor
der Zelllyse

Vesikel (Pfeile) in groRer Anzahl im Zytoplasma (A, B) ohne sichtbare Assoziation zu Golgi-Feldern
(GF). Vesikel (Pfeilspitzen) an der Kernmembran (A, C). Nucleus (N), Mitochondrien (M), raues En-
doplasmatisches Retikulum (rER). (B, C) Vergrof3erte Ausschnitte aus (A). TEM
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5.2.5.3 Ultrastruktur scheintransfizierter muriner Endothelzellen (Kontrollen)

Fur die Kontrolluntersuchungen wurden auf Glasplattchen kultivierte murine Endothelzellen
verwendet, die 2 Stunden mit serumfreien Medium, also ohne Plasmid-DNA und Transfek-

tionsreagenz und weitere 24 Stunden unter Standardkulturbedingungen inkubiert wurden.

Zu beiden Untersuchungszeitpunkten konnten keine morphologischen Auffalligkeiten der Zel-

len dokumentiert werden. Im Zytoplasma zeigten sich zahlreiche Mitochondrien sowie raues

/ : SEm
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Endoplasmatisches Retikulum (Abb. 29).
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Abb. 29: Ultrastrukturelle Darstellung einer scheintransfizierten
murinen Endothelzelle aus dem Myokard direkt vor der Zelllyse
(Kontrolle)

Keine Vesikel im Zytoplasma. Mitochondrien (M), raues Endoplasmati-
sches Retikulum (rER). TEM
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