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Einleitung

4. Einleitung
4.1. Angiogenese

Angiogenese bezeichnet das Entstehen neuer Blutgefalie aus bereits existierenden Blut-
kapillaren [10, 117]. Blutkapillaren sind kleinste Blutgefaliverzweigungen in Organen und
Geweben, die einen Stoffaustausch zwischen dem Blut und dem Gewebe gewahrleisten
[31, 81]. Ihre Gefalkwand besteht aus Endothelzellen und Perizyten, deren Basallaminae
miteinander verschmolzen sind [81, 99]. Die Kapillare wird von einer Basalmembran um-
hallt, die sie vom umliegenden Bindegewebe abgrenzt [51, 81]. Basallamina und -
membran gehdren zur extrazelluldren Matrix und bestehen im Wesentlichen aus Kollagen
Typ IV, Laminin, Entactin/Nidogen und Proteoglykanen [83, 107]. Die Synthese und Sek-
retion dieser Bestandteile erfolgt vor allem durch Endothelzellen, aber auch durch Perizy-
ten [18, 81]. Die Regulation des Blutflusses durch die Kapillaren Gbernehmen prakapillare
(Met-)Arteriolen, deren GefalRwand einen dreischichtigen Aufbau aus Endothelzellen (,In-
tima"“), glatten Muskelzellen (,Media“) sowie einer dinnen Schicht aus Bindegewebe mit
elastischen Fasern (,Adventitia“) aufweist [31, 81]. Den Kapillaren nachgeschaltet sind
Venulen, die ebenfalls dem Stoffaustausch dienen. Ihr Wandaufbau entspricht anfangs
dem der Kapillaren und wird im weiteren Gefaldverlauf wieder dreischichtig [31, 81].

Ein Sauerstoffmangel (Hypoxie) im umliegenden Gewebe eines Kapillarnetzes kann dazu
fuhren, dass die kapillaren bzw. mikrovaskularen Endothelzellen, die sich normalerweise
im Ruhezustand befinden, Gber eine vermehrte Produktion des proangiogenen Wachs-
tumsfaktors VEGF-A (Vascular Endothelial Growth Factor-A) aktiviert und zur Angioge-
nese stimuliert werden [25]. Diese kann durch Sprossung oder Intussuszeption der Kapil-
laren erfolgen [40, 117].

Bei der sprossenden Angiogenese entstehen neue Blutgefalie durch Wachstum tubularer
Strukturen aus bereits existierenden Kapillaren. Aktiviert durch den angiogenen Stimulus
durchlaufen Endothelzellen innerhalb eines GefalRwandabschnitts der Kapillare eine cha-
rakteristische angiogene Kaskade [10, 116, 117]: Zunachst setzen sie den Abbau der
Basalmembran in Gang. Durch die Ausbildung von Filopodien spezifiziert sich eine akti-
vierte Endothelzelle zur ,Tip-Zelle* (englisch: tip ,Spitze®). Diese wandert in Richtung des
angiogenen Stimulus in das umliegende Gewebe und bildet so die Spitze des Sprosses.
Das weitere Wachstum des Sprosses erfolgt durch die Proliferation sogenannter ,Stalk-
Zellen® (englisch: to stalk ,jemanden verfolgen®), die der ,Tip-Zelle* in Richtung des an-
giogenen Stimulus folgen [10, 25, 61, 116, 117]. Der Mechanismus der anschlieRenden
Ausbildung eines Gefaldlumens ist noch nicht ausreichend geklart. Sigurbjérnsdéttir et al.
[121] fuhren in einer aktuellen Ubersicht vier mégliche Mechanismen zur Lumenbildung
de novo auf: die intrazellulare oder interzellulare Vakuolisierung der Endothelzellen [54,
68], die Apoptose der Endothelzellen nach Kontaktverlust zur extrazellularen Matrix [108]
sowie die Invagination der endothelialen Plasmamembran [62, 68]. Anschlieltend wird
das neu entstandene Blutgefal® durch die Ausbildung einer Basalmembran stabilisiert
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[10]. Wahrend dieses Reifungsprozesses wandeln sich die ,Stalk-Zellen® in sogenannte
.Phalanx-Zellen“ (griechisch: phalanx ,die Schlachtreihe) um, deren Proliferationsrate
um ein Vielfaches geringer ist als die der ,Stalk-Zellen [40, 116]. Diese angiogene Kas-
kade aus Migration, Proliferation und der Ausbildung tubularer Strukturen ist in Abbildung
1 dargestellt.

"Tip"-Zelle "Stalk"-Zelle "Phalanx"-Zelle

Abb. 1: Schematische Darstellung der sprossenden Angiogenese. (Mit Genehmigung kopiert aus In-
tussusceptive angiogenesis: A biologically relevant form of angiogenesis; De Spiegelaere et al., 2012 und in
die deutsche Sprache libersetzt.)

Deutlich schneller verlauft die intussuszeptive Angiogenese. Hierbei entstehen neue
BlutgefalRe aufgrund der Teilung bereits existierender Kapillaren: Durch die Einstllpung
gegenuberliegender Gefallwandabschnitte in das Gefalslumen und ihre anschliel’ende
Verbindung kommt es zur Ausbildung eines intraluminalen Pfeilers, der das Gefalldlumen
zunachst teilt und im weiteren Verlauf zur Spaltung des Ausgangsgefalies in zwei neue
Blutgefalie fuhrt (Abb. 2). Der Regulationsmechanismus dieser Form der Angiogenese ist
jedoch noch nicht eindeutig geklart. Neben Wachstumsfaktoren scheinen auch hamody-
namische Krafte eine wichtige Rolle im Prozess der intussuszeptiven Angiogenese zu
spielen [28, 29, 40, 117].
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Endothelzelle Interzellulére Verbindungen

Abb. 2: Schematische Darstellung der intussuszeptiven Angiogenese kleiner Kapillaren, die von Perizyten
umgeben sind (a). Die gegenuberliegenden GefalRwande bewegen sich aufeinander zu (b), so dass ein in-
traluminaler Pfeiler entsteht (c), indem sich die gegeniberliegenden Endothelzellen miteinander verbinden
(d). Durch das weitere Wachstum des Pfeilers wird die Kapillare in zwei neue Kapillaren gespalten (e). (Mit
Genehmigung kopiert aus Infussusceptive angiogenesis: A biologically relevant form of angiogenesis; De
Spiegelaere et al., 2012 und in die deutsche Sprache lbersetzt.)

Physiologisch spielt Angiogenese im adulten Organismus vor allem eine Rolle bei Gewe-
beauf- und -abbauprozessen in der Milchdriise sowie im weiblichen Geschlechtsapparat
im Verlauf des Geschlechtszyklus und der Graviditat [52, 82, 109]. Ebenso ist sie an Pro-
zessen der Regeneration und Wundheilung beteiligt [112]. Angiogenese ist jedoch auch
von entscheidender Bedeutung flr die Pathogenese zahlreicher Erkrankungen, wie zum
Beispiel hyperproliferativer Gelenks- und Hauterkrankungen (Arthritiden, Psoriasis) [67,
94], retinaler Stérungen (z.B. altersabhangige Makuladegeneration, diabetische Retino-
pathie) [132] sowie Tumorwachstum [56, 57].

4.2. Angiogeneseforschung

Das Forschungsgebiet der Angiogenese befasst sich unter anderem mit der Entwicklung
angiomanipulatorischer Therapien [66, 138]. So unterdricken antiangiogene Wirkstoffe
die Angiogenese und kdnnten somit pathologische Prozesse, wie zum Beispiel Tumor-
wachstum, hemmen [45, 55, 64, 84]. Proangiogene Wirkstoffe hingegen férdern die An-
giogenese und konnten die Durchblutung ischdmischen Gewebes verbessern [34, 60, 64,
123].

Zur Uberpriifung anti-/angiogener Wirkstoffe in praklinischen Studien kénnen in vitro-, ex
vivo- sowie in vivo-Modelle verwendet werden [8, 32, 64, 127, 130, 131]. Mit dem Ziel,
Tierversuche im Sinne des 3R-Konzepts (3R = Replace, Reduce, Refine) nach Russell
und Burch [118] zu ersetzen, zu reduzieren oder zu verfeinern, werden viele Substanzen
zunachst in in vitro- oder ex vivo-Modellen getestet [42, 110, 128].

In in vitro-Modellen werden isolierte Endothelzellen einer Spezies zusammen mit einem
Kultivierungsmedium aulerhalb des Organismus in einem Kultivierungsgefal® kultiviert
[53, 93]. Sie haben den Vorteil, dass isolierte Prozesse analysiert und somit direkte Effek-
te auf die Endothelzellen identifiziert werden kdnnen. Zudem sind sie schnell durchfihr-
bar und leicht zu kontrollieren. Jedoch kénnen die komplexen Regelmechanismen der
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tatsachlichen Situation in vivo nicht ausreichend berilcksichtigt werden, so dass gewon-
nene Ergebnisse in anschlielenden in vivo-Modellen Uberprift werden mussen [8, 43,
64, 127].

Bei den ex vivo-Modellen wird die Injektion einer Substanz in den Tierkdrper dadurch
umgangen, dass das zur Uberpriifung dienende Gewebe/Organ explantiert und zum Bei-
spiel auf Kollagen Typ IV, Fibrin oder Matrigel, einer Mischung aus Proteinen, die von
Engelbreth-Holm-Swarm-Sarkomzellen der Maus sezerniert werden, kultiviert wird [65,
74, 87]. Bekannte ex-vivo-Modelle sind zum Beispiel das Ratten- und das Maus-Aorta-
Modell [17, 24, 100].

Als in vivo-Modelle werden zum Beispiel das Cornea-Modell [23, 63], das Modell der
transparenten Rickenhautkammer [6, 22, 47, 91, 106] sowie das Chorioallantoismem-
bran-Modell [9, 102, 103] eingesetzt. Hierbei wird eine zu prifende Substanz direkt in das
Tier beziehungsweise Ei implantiert.

4.2.1. Angiogenese in vitro

4211. In vitro-Modelle

Zur in vitro-Kultivierung von Endothelzellen steht dem Wissenschaftler eine gro3e Anzahl
unterschiedlicher zwei- und dreidimensionaler Proliferations-, Migrations- und Differenzie-
rungsmodelle [8, 32, 64, 127, 130, 131, 133] sowie ein all-in-one-Modell [11] zur Aus-
wahl, in denen Endothelzellen in Mono- oder Kokultur kultiviert werden kénnen. Je nach
Aufbau existieren mittlerweile unterschiedliche Ausfiihrungen der einzelnen Modelle [8,
32, 64, 127, 130, 131, 133]. Allein im Bereich der Migrationsmodelle haben Kramer et al.
[89] zahlreiche unterschiedliche Varianten aufgefihrt. Je nach Bedarf werden die Modelle
sowohl durch die Firmen, die sie vertreiben, als auch durch den Wissenschaftler, der sie
einsetzt, zusatzlich modifiziert [69]. Dieses mannigfaltige Angebot an unterschiedlichen in
vitro-Modellen erschwert nicht nur die Auswahl eines geeigneten Modells, sondern zum
Teil auch die Interpretation dieser Ergebnisse im Kontext mit Ergebnissen anderer Model-
le [13, 127].

4.21.2. Endothelzellen fir in vitro-Modelle

Endothelzellen stellen in Bezug auf ihre Morphologie, Funktion sowie Genexpression
eine aulerst heterogene Zellgruppe dar [1-4]. Unterschiede existieren zum einen zwi-
schen Endothelzellen unterschiedlicher Organe und BlutgefalRabschnitte, zum anderen
aber auch zwischen Endothelzellen unterschiedlicher Zellspender [1, 79, 139]. Invernici
et al. [79] konnten nachweisen, dass humane mikrovaskulare Endothelzellen unter-
schiedlicher Organe eines Organspenders Unterschiede hinsichtlich der Expression von
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Adhasionsmolekilen aufweisen. Yan et al. [139] hingegen untersuchten das Expressi-
onsprofil von Adhasionsmolekilen humaner mikrovaskularer Endothelzellen eines Or-
gans unterschiedlicher Zellspender und konnten ebenfalls Unterschiede feststellen. Dies
zeigt, dass der Phanotyp von Endothelzellen sowohl durch den Zellspender als auch das
Gewebe, aus dem die Endothelzellen isoliert wurden, gepragt wird [1, 3, 70]. Hinzu
kommt, dass Endothelzellen eine gewisse Plastizitat besitzen, die es ihnen trotz Differen-
zierung ermoglicht, sich veranderten Umgebungsbedingungen anpassen zu kénnen [90,
115]. Durch die Isolierung, Kryokonservierung sowie Kultivierung von Endothelzellen
kann es daher zu Veranderungen ihres spezifischen Phanotyps kommen [26, 59, 90, 93,
111, 115].

Zur Durchfihrung von in vitro-Studien zur Angiogenese kénnen primare humane En-
dothelzellen unterschiedlicher Organe und Zellspender von zahlreichen Firmen in vitaler
oder kryokonservierter Form kauflich erworben werden. Laut Angaben dieser kommerzi-
ellen Firmen werden die Endothelzellen im Rahmen der Qualitatskontrolle vor dem Ver-
kauf fur einen gewissen Zeitraum kultiviert. Dies dient der Bestimmung der Populations-
verdopplung, der Effizienz beim Anwachsen und einiger weiterer Zellkulturparameter. Die
Ergebnisse kdnnen dem dazugehorigen Analysezertifikat entnommen werden. Es gibt
weiterhin Auskunft Gber Alter, Geschlecht und Abstammung des Zellspenders sowie den
negativen Nachweis bezuglich bestimmter Viren und Bakterien. Durch den Nachweis,
dass Uber 90% der isolierten und kultivierten Endothelzellen CD 31 exprimieren, acLDL
(acetyliertes Low Density Lipoprotein) aufnehmen sowie VWF (von-Willebrand-Faktor)-
positiv und alpha-smooth-muscle-Aktin-negativ sind, versuchen die kommerziellen Fir-
men zu garantieren, dass es sich bei den in der jeweiligen Charge enthaltenen Zellen -
unter Verwendung der firmeneigenen Kultivierungsmedien, Reagenzien und Protokolle -
um Endothelzellen handelt. Angaben Uber ihre angiogene Potenz bzw. ihre Fahigkeit,
kapillarahnliche Strukturen ausbilden zu kénnen, werden jedoch nicht gemacht. Manche
Firmen bieten Endothelzellchargen an, deren Responsivitat gegeniber VEGF-A in einem
einfachen Proliferationstest signifikant positiv ist. Jedoch wird dieser Test nicht bei allen
Endothelzellchargen routinemaRig durchgefuhrt.

4.2.1.3. Beschichtung des Kultivierungsgefalles

Endothelzellen sind adharente Zellen, die sich an die Oberflache des Kultivierungsgefa-
Res anheften [59]. Die Aussaat der Endothelzellen erfolgt zumeist in unbeschichteten
oder beschichteten Kultivierungsgefaen [53, 93]. Zum Teil werden die Zellen auch auf
einem Zwischenmedium, wie zum Beispiel einem Membranfilter, Glas- oder Therma-
nox®-Plattchen, ausgesat, um fur weitere Untersuchungen den geschlossenen Zellrasen
oder kapillarahnliche Strukturen unversehrt dem Kultivierungsgefal entnehmen zu kén-
nen [71, 101]. Eine Beschichtung mit Bestandteilen der extrazellularen Matrix und Adha-
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sionsfaktoren, wie zum Beispiel Laminin, Fibronektin, Kollagen oder Gelatine, kann die
Zellen in ihrem Wachstum unterstutzen [44, 85, 93, 133]. Bei der Wahl der Beschichtung
ist jedoch zu beachten, dass manche Substanzen durchaus Einfluss auf die angiogene
Potenz von Endothelzellen haben konnen [30, 44, 93, 127, 130]. Jegliche Veranderung in
der Zusammensetzung oder molekularen Beschaffenheit der Beschichtung kann daher
die angiogene Potenz kultivierter Endothelzellen beeinflussen [37, 38, 44, 73, 88, 92,
127, 137]. Den groten aktivierenden Einfluss auf die Ausbildung kapillarahnlicher Struk-
turen scheint Matrigel zu besitzen [8, 35, 127]. Auerbach et al. [8] und Donovan et al. [43]
beobachteten, dass Matrigel selbst nicht-endotheliale Zellen, wie zum Beispiel Fibroblas-
ten, zur Ausbildung kapillarahnlicher Strukturen stimulieren kann. Jedoch ist bei der Ver-
wendung von Matrigel auch zu bertcksichtigen, dass seine Zusammensetzung Charge-
bedingten Schwankungen unterliegen kann [8].

4.2.1.4. Kultivierungsmedium

Hinsichtlich eines geeigneten proangiogenen Kultivierungsmediums empfehlen die Fir-
men, die Endothelzellkulturen kommerziell anbieten, ein firmeneigenes, speziell auf diese
Zellen abgestimmtes Medium. Meist handelt es sich hierbei um ein Basalmedium, dem
unterschiedliche proangiogene Wachstumsfaktoren sowie fetales Kalberserum (FBS) in
definierten Konzentrationen zugeflhrt werden kénnen. Manche Firmen verwenden an-
stelle der einzeln zuzugebenden Wachstumsfaktoren das ,Endothelial Cell Growth Supp-
lement® (ECGS), ein kaum definierter Extrakt aus dem Rinderhirn, der unter anderem
unterschiedliche Konzentrationen der proangiogenen Wachstumsfaktoren FGF-1 und -2
(Fibroblast Growth Factor-1 und -2) enthalt [105]. Die Zusammensetzung von ECGS und
FBS kann jedoch von Charge zu Charge sehr variabel sein [27, 120]. Bryan et al. [27]
konnten belegen, dass die Verwendung unterschiedlicher FBS-Chargen bereits dazu
fuhren kann, dass kultivierte Endothelzellen Unterschiede hinsichtlich ihrer Antigen-
Expression aufweisen. Die Morphologie und Funktion kultivierter Endothelzellen kann
daher entscheidend von der Zusammensetzung des Kultivierungsmediums abhangen
[13, 19, 39, 85, 93]. Bei der Kultivierung humaner mikrovaskularer Endothelzellen aus
dem Herz und der neonatalen Haut mit den Wachstumsfaktoren VEGF-A, FGF-2 sowie
deren Kombination beobachteten Bahramsoltani et al. [13] bei beiden Endothelzellkultu-
ren morphologische Unterschiede in der Ausbildung angiogener Strukturen: Wahrend die
Kultivierung mit FGF-2 sowie der Kombination aus beiden Wachstumsfaktoren zur Aus-
bildung regularer kapillarédhnlicher Strukturen flhrte, bildeten die Endothelzellkulturen bei
der Kultivierung mit VEGF-A eher irregulare endotheliale Strukturen aus. De Spiegelaere
et al. [39] kultivierten diese Endothelzellen mit den Wachstumsfaktoren Angiopoietin 1-
und -2 (Ang-1 und Ang-2) und stellten dabei fest, dass die Angiopoietine eine unter-
schiedliche angiogene Wirkung in Abhangigkeit von der Anwesenheit weiterer Wachs-
tumsfaktoren, aber auch in Bezug auf die Kultivierung unterschiedlicher Endothelzellkul-
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turen aufweisen kdnnen. Wahrend sie humane mikrovaskulare Endothelzellen aus der
neonatalen Haut zur moderaten Angiogenese stimulieren konnten, zeigten sie bei der
Kultivierung mit humanen mikrovaskularen Endothelzellen aus dem Herz keinerlei angio-
gene Wirkung. Benest at al. [19] konnten bei der Kultivierung humaner mikrovaskularer
Endothelzellen aus der Haut und humaner makrovaskularer Endothelzellen aus der Na-
belvene mit den Wachstumsfaktoren VEGF-A und Ang-1 ebenfalls beobachten, dass die
Wirkung dieser Wachstumsfaktoren unter anderem davon abhangen kann, an welchen
Endothelzellen sie eingesetzt werden.

5. Ziel dieser Arbeit

Zur Quantifizierung der Angiogenese in vitro haben Bahramsoltani und Plend! [11] ein all-
in-one-Modell etabliert, das darauf basiert, die morphologischen Veranderungen der kul-
tivierten Endothelzellen im Verlauf der angiogenen Kaskade definierten Stadien zuzuord-
nen. Fur die Kultivierung humaner Endothelzellen wurden folgende Stadien definiert:
Stadium 1 - konfluenter Monolayer, Stadium 2 - Sprossen der Endothelzellen, Stadium 3
- lineare Aneinanderlagerung der Endothelzellen, Stadium 4 - Ausbildung eines Netz-
werks, Stadium 5 - frihe Phase der dreidimensionalen Organisation der Endothelzellen
zu kapillarahnlichen Strukturen, Stadium 6 - spate Phase der dreidimensionalen Organi-
sation [13, 16]. Bei der Kultivierung primarer humaner mikrovaskularer Endothelzellen
aus dem Herz (HCMEC; HMVEC-C Cardiac MV Endo Cells, Lonza, Verviers, Belgien),
der neonatalen Haut (HDMEC-1; HMVEC-dBI Neo, Lonza, Verviers, Belgien), der adulten
Haut (HDMEC-2; HMVEC-F, Provitro GmbH, Berlin, Deutschland) und der Lunge
(HPMEC; HPMEC, Promocell GmbH, Heidelberg, Deutschland) in diesem all-in-one-
Modell konnten Bahramsoltani und Plendl [12] beobachten, dass trotz des Einsatzes der
von den jeweiligen Firmen empfohlenen proangiogenen Kultivierungsmedien (EGM®-2MV
Bulletkit, Lonza, Verviers, Belgien; Microvascular endothelial cell growth medium, Provitro
GmbH, Berlin, Deutschland; Endothelial Cell Growth Medium MV, Promocell GmbH, Hei-
delberg, Deutschland) nicht alle Endothelzellen zur Angiogenese stimuliert werden konn-
ten: Wahrend die Endothelzellen aus dem Herz und der neonatalen Haut innerhalb von
60 Kultivierungstagen alle Stadien der angiogenen Kaskade bis hin zu Bildung kapillar-
ahnlicher Strukturen durchliefen, zeigten die Endothelzellen aus der adulten Haut eine
sehr geringe angiogene Potenz, indem sie lediglich einen Monolayer (Stadium 1) ausbil-
deten [12, 16]. Die Endothelzellen aus der Lunge konnten bis zum 28. Kultivierungstag
zur linearen Aneinanderreihung (Stadium 3) stimuliert werden, welche jedoch ab dem 30.
Kultivierungstag zurtickgebildet wurde (Stadium 2 bzw. 1). Ihre angiogene Potenz schien
ebenfalls sehr gering zu sein [12, 16].
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Diese Beobachtungen verdeutlichen, dass Endothelzellen, die in einem Angiogenese-
Modell mit proangiogenem Kultivierungsmedium kultiviert werden, deutliche Unterschiede
hinsichtlich ihrer angiogenen Potenz aufweisen kénnen.

Veroffentlichungen, die nicht-angiogene Endothelzellen in vitro thematisieren, sind rar.
Die Literaturdatenbank PubMed (www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed) liefert zum Suchfeld
»,nhon-angiogenic endothelial cells in vitro* lediglich 12 Treffer. Die Hintergriinde fur das
Auftreten nicht-angiogener Endothelzellen in vitro sind weitestgehend unbekannt. Daher
war das Ziel der vorliegenden Arbeit, mogliche Ursachen fir eine unterschiedliche angio-
gene Potenz kultivierter humaner mikrovaskularer Endothelzellen systematisch zu unter-
suchen.

6. Verwendete Zellen und Methoden

Die in den Studien dieser Arbeit verwendeten Endothelzellen wurden von drei verschie-
denen Firmen kauflich erworben. Sie unterschieden sich zum einen hinsichtlich der Or-
gane, aus denen sie isoliert wurden, zum anderen hinsichtlich ihrer Zellspender. Sie wur-
den in dem all-in-one-Modell nach Bahramsoltani und Plendl [11] auf gelatinierten 24-
Well-Platten in Monokultur mit den von den Firmen empfohlenen proangiogenen Kultivie-
rungsmedien kultiviert (EGM®-2MV Bulletkit, Lonza, Verviers, Belgien; Microvascular en-
dothelial cell growth medium, Provitro GmbH, Berlin, Deutschland; Endothelial Cell
Growth Medium MV, Promocell GmbH, Heidelberg, Deutschland). Die verwendeten Kulti-
vierungsmedien wiesen Unterschiede hinsichtlich ihrer Zusammensetzung auf.

In der ersten Studie dieser Arbeit wurden humane mikrovaskulare Endothelzellen aus
dem Herz (HCMEC; HMVEC-C Cardiac MV Endo Cells, Lonza, Verviers, Belgien), der
adulten Haut (HDMEC-2; HMVEC-F, Provitro GmbH, Berlin, Deutschland) sowie der
Lunge (HPMEC; HPMEC, Promocell GmbH, Heidelberg, Deutschland) sowohl in ihrem
firmeneigenen Kultivierungsmedium als auch in den Kultivierungsmedien der anderen
beiden Firmen sowie in Kombinationen aus den genannten Medien Uber einen Zeitraum
von 60 Tagen kultiviert. So konnte zum einen die Auswirkung unterschiedlicher Kultivie-
rungsmedien auf die angiogene Potenz der jeweiligen Endothelzellen beurteilt werden,
zum anderen war es moglich, unterschiedliche Endothelzellen in identischen Medien ge-
genuberzustellen, um die angiogene Potenz in Abhangigkeit von den jeweils verwende-
ten Endothelzellen bewerten zu kénnen.

In der zweiten Studie dieser Arbeit wurden humane mikrovaskulare Endothelzellen aus
der neonatalen Haut (HDMEC-1; HMVEC-dBI Neo, Lonza, Verviers, Belgien) zweier un-
terschiedlicher Zellspender unter identischen Kultivierungsbedingungen kultiviert und
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somit der Einfluss des Zellspenders auf die angiogene Potenz der Endothelzellen unter-
sucht.

In der dritten, unverdffentlichten Studie dieser Arbeit wurden humane mikrovaskulare
Endothelzellen aus dem Herz (HCMEC; HMVEC-C Cardiac MV Endo Cells, Lonza, Ver-
viers, Belgien) langzeitkultiviert und die angiogene Potenz der Endothelzellen innerhalb
einer Kultur untersucht.
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Abstract

Human microvascular endothelial cells derived from myocardium (HCMEC), lung
(HPMEC) and foreskin (HDMEC) showed different angiogenic potency when cultivated in
their original growth media provided by the distributors. In order to standardize microenvi-
ronmental conditions in an all-in-one assay of angiogenesis the aim of this study was to
find one optimal growth medium for the endothelial cells derived from the different or-
gans. Therefore each endothelial cell type was cultivated under identical conditions in the
different original growth media as well as in several media formulations of the original
growth media.

Results reveal that even if cultivated in the same growth medium under exactly the same
cultivation conditions — over a prolonged time period of 60 days — the endothelial cells still
showed different angiogenic potency. This is due to a combination of extrinsic factors,
i.e., the isolation procedure and in particular the growth medium, as well as to intrinsic
differences between cells of diverse origin.

Keywords: Human microvascular endothelial cells, myocardium, lung, foreskin, angio-
genic potency, growth medium

1. Introduction

Angiogenesis includes the sprouting of new vessels from pre-existing ones as well as
their remodelling and regression [38].

In vitro the angiogenic cascade starts with endothelial activation resulting in the degrada-
tion of the basal membrane, followed by migration, proliferation and three-dimensional
organization of endothelial cells as well as lumenization of new sprouts. Finally endotheli-
al secretion of basal membrane components stabilizes the newly formed vessels [6, 14].
Many in vitro angiogenesis assays have been developed to test potential pro- and anti-
angiogenic drugs and to investigate their mode of action. In order to create a validated
system that allows quantitation of angiogenesis in vitro, an all-in-one assay was estab-
lished in our laboratory [7-9, 17]. This assay is based on staging of the angiogenic cas-
cade. Briefly, endothelial cells proliferated upon seeding onto culture dishes and formed a
confluent monolayer (stage 1), from which in vitro angiogenesis commenced. The angio-
genic cascade of human microvascular endothelial cells was classified into the following
stages on the basis of phase-contrast microscopic examination: Stage 1, confluent mono-
layer of polygonal shaped endothelial cells; stage 2, endothelial cell sprouting (>50%
elongated shaped endothelial cells); stage 3, linear side-by-side arrangement of endothe-
lial cells (>50% linearly arranged cells); stage 4, networking of linearly arranged endothe-
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lial cells; stage 5, formation of a three-dimensional network of capillary-like structures
(early phase: Formation of capillary-like structures of endothelial cells with an internal
lumen and a diameter of more than 28 ym); stage 6, formation of a three-dimensional
network of capillary-like structures (late phase: All endothelial cells are included in the
capillary-like structures; dissolution of the cell layer on the bottom) (Table 3).

Examining human endothelial cells derived from myocardium, lung and foreskin in this all-
in-one assay, marked differences were detected in the angiogenic potency of the cells.
Human microvascular endothelial cells derived from myocardium (HCMEC) ran through
all defined stages of angiogenesis within 60 days (stage 1- 6). Endothelial cells derived
from lung (HPMEC) aligned linearly (stage 3) until day 28 and regressed to former stages
from day 30 onward. Endothelial cells derived from foreskin (HDMEC) developed into a
confluent monolayer (stage 1) and remained in this stage during the whole cultivation
period.

The endothelial cells used in this all-in-one assay were purchased from different distribu-
tors, who delivered a specific original growth medium for their endothelial cells. In order to
standardize microenvironmental conditions for this all-in-one assay the aim of this study
was to find one optimal growth medium for these endothelial cells derived from different
organs. Therefore each endothelial cell type was cultivated under identical conditions in
the different original growth media as well as in several media formulations of the original
growth media for up to 60 days (Table 2).

2. Materials and methods
2.1 Human endothelial cells and growth media

The study was performed in accordance to the ethical guidelines of this journal [4].
Human microvascular endothelial cells derived from adult myocardium (HCMEC) and
their original growth medium (medium A) provided by the distributor were purchased from
Lonza (Verviers, Belgium; original catalogue cell culture name: HMVEC-C Cardiac MV
Endo Cells; original catalogue medium name: EGM®-2MV Bulletkit®).

Human microvascular endothelial cells derived from adult lung (HPMEC) and their origi-
nal growth medium (medium B) provided by the distributor were purchased from Pro-
mocell GmbH (Heidelberg, Germany; original catalogue cell culture name: HPMEC; origi-
nal catalogue medium name: Endothelial Cell Growth Medium MV).

Human microvascular endothelial cells derived from adult foreskin (HDMEC) and their
original growth medium (medium C) provided by the distributor were purchased from
Provitro GmbH (Berlin, Germany; original catalogue cell culture name: HMVEC-F; original
catalogue medium name: Microvascular endothelial cell growth medium).

The particulars of growth media composition disclosed by the distributors are given in
Table 1.
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Table 1
Original media for the different endothelial cell types provided by the distributors. Concentration of the growth
supplements in 500m| medium

Supplements Medium A Medium B Medium C
Endothelial Cell Growth - 4ul/ml ECGS 4ul/ml ECGS/
Supplement (ECGS) Heparin (3mg/ml)
VEGF Tul/ml - -
hFGF-B 4ul/ml - -
R3-IGF-1 Tul/ml - -
hEGF Tul/ml 10ng/ml 10ng/ml
FBS 50pl/ml 50pl/ml 50pl/ml
Hydrocortisone 0,4ul/ml Tug/mi Tug/mi
Heparin - 90ug/ml see ECGS
Gentamicin/ 1ul/ml GA-1000 10ul/ml 50ug/ml
Amphotericin B 0,2ug/ml 50ng/ml
Table 2
Different media formulations in which each endothelial cell type was incubated

Media formulations Human microvascular endothelial cells

Myocardial Lung Foreskin

(HCMECQC) (HPMEC) (HDMEC)

Media formulation 1

Media formulation 2

Media formulation 3

Media formulation 4

Media formulation 5

100% medium A
(control)

50% medium A +
50% medium B

100% medium B

50% medium A +
50% medium C

100% medium C

100% medium B
(control)

50% medium B +
50% medium A

100% medium A

50% medium B +
50% medium C

100% medium C

100% medium C
(control)

50% medium C +
50% medium A

100% medium A

50% medium C +
50% medium B

100% medium B

2.2 Cell culture

The endothelial cells derived from different organs were cultivated over a period of 60
days on gelatin-coated 24-well-plates (lwaki; Tokyo, Japan). Cells were used in the sixth
passage in a concentration of 4.5 x 10* cells per well. Each endothelial cell culture was
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grown in five different growth media formulations. These included the three different orig-
inal growth media as well as a mixture of 50% original growth medium plus 50% non-
original growth medium (Table 2). The endothelial cells were incubated for up to 60 days
at 37°C in a 5% CO, humidified atmosphere (INCO2/1, Memmert GmbH & Co. KG,
Schwabach, Germany). The medium was refreshed every 3-4 days.

Table 3
Definition of stages of angiogenesis in vitro and description of cell morphology within the different stages [7]

Stage no.  Morphology of endothelial cells

Stage 1 Confluent monolayer
Polygonal shaped cells

Stage 2 Endothelial sprouting
> 50% elongated shaped cells

Stage 3 Linear side by side arrangement
> 50% linearly arranged cells

Stage 4 Networking
Network of linearly arranged cells

Stage 5 Three-dimensional organisation, early phase
Appearance of capillary-like structures (linear structures of endothelial cells
with a diameter of more than 28 um; for these structures an internal lumen was
shown by electron microscopy)

Stage 6 Three-dimensional organisation, late phase
All linearly arranged cells form capillary-like structures; dissolution of the cell
layer on the bottom

2.3 Phase-contrast microscopy of the cultures

Phase-contrast microscopy was carried out every 3-4 days applying an inverted micro-
scope (Axiovert 25; Zeiss, Jena, Germany). Digital pictures were taken on the 13th, 36th
and 60th day of cultivation with a video camera (colorView IlI; Olympus Soft Imaging Solu-
tion GmbH, Minster, Germany) and the image editing system analysis docu (Version 5.0;
Olympus Soft Imaging Solution GmbH, Mlnster, Germany).
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3. Results

The changes of endothelial cell morphology observed in the course of the angiogenic
cascade in vitro were associated with the previously classified six defined stages (Table
3).

3.1 Human microvascular endothelial cells derived from myocardium (HCMEC)

Incubated in their original growth medium (medium A) HCMEC ran through all stages of
the angiogenic cascade within 60 days. Endothelial cells proliferated strongly, formed a
monolayer (stage 1) and already after 28 days, they built a cellular network on top of this
monolayer (stage 4). The first capillary-like structures were observable on day 42 (stage
5), of which the number increased up to day 56, while the underlying monolayer dissolved
(stage 6) (Figure 1a; and 1ay).

In comparison to HCMEC cultivated in their original growth medium (medium A), HCMEC
supplied with 50% medium A and 50% medium B (Figure 1b; and 1b,) or with 100% me-
dium B respectively (Figure 1¢, and 1c,) started a slower run through the stages of the
angiogenic cascade, as they reached stage 3 on day 28. Furthermore these cells re-
mained in stage 3 until day 60.

HCMEC incubated in 50% medium A and 50% medium C reached stage 3 of the angio-
genic cascade after 18 days. However, angiogenesis did not proceed to a further stage
but declined to stage 2 at day 32. Until day 42 of cultivation most of the cells were found
detached from the bottom of the culture plate (Figure 1d, and 1d,).

HCMEC incubated in 100% medium C grew in a confluent monolayer on day 11 (stage
1). No angiogenic activity was seen in the culture dish. Until the 42nd day of cultivation
most of the cells were found detached from the bottom of the culture plate (Figure 1e;
and 1e,).

The time-dependent course of the angiogenic cascade of these endothelial cells cultivat-
ed in the different media formulations is shown in Figure 4.

3.2 Human microvascular endothelial cells derived from lung (HPMEC)

Incubated in their original growth medium (medium B) HPMEC built up a monolayer and
began to form an angiogenic cellular network on top of this monolayer (stage 4) on day
13. After that period, the endothelial cells did not progress to further stages of the angio-
genic cascade but regressed to stage 3 and remained in this stage until day 60 (Figure
2a4 and 2a,).

HPMEC incubated in 50% medium B and 50% medium A grew in a confluent monolayer
(stage 1) at day 8. From day 36 until day 60 the angiogenic stage of cells switched be-
tween stage 3 and 4 (Figure 2b, and 2b,) but did not proceed to stage 5 or 6 of the angi-
ogenic cascade.
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Fig. 1. Digital pictures of HCMEC on the 13th and 36th cultivation day in the five different media formulations.
a1) HCMEC in original medium (medium A) after 13 cultivation days, 100x, az) HCMEC in original medium
(medium A) after 36 cultivation days, 100x, bs) HCMEC in 50% medium A + 50% medium B after 13 cultiva-
tion days, 100x, b2) HCMEC in 50% medium A + 50% medium B after 36 cultivation days, 100x, c¢1) HCMEC
in 100% medium B after 13 cultivation days, 100x, cz) HCMEC in 100% medium B after 36 cultivation days,
100x, d1) HCMEC in 50% medium A + 50% medium C after 13 cultivation days, 100x, d2) HCMEC in 50%
medium A + 50% medium C after 36 cultivation days, 100x, e1) HCMEC in 100% medium C after 13 cultiva-
tion days, 100x, e2) HCMEC in 100% medium C after 36 cultivation days, 100x.
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HPMEC incubated in 100% medium A already aligned linearly (stage 3) at day 13 and
began forming a network on top of the cellular monolayer (stage 4) from day 60 (Figure
2c¢q and 2cy).

HPMEC supplied with 50% medium B and 50 % medium C started to align linearly at day
28 (stage 3) and remained in this stage until day 60 (Figure 2d; and 2d,).

HPMEC supplied with 100 % medium C started to align linearly at day 13 (stage 3) and
remained in this stage until day 60 (Figure 2e4 and 2e,).

The time-dependent course of the angiogenic cascade of these endothelial cells cultivat-
ed in the different media formulations is shown in Figure 5.

3.3 Human microvascular endothelial cells derived from foreskin (HDMEC)

Incubated in their original medium (medium C) the endothelial cells started sprouting
(stage 2) at day 18 and remained in this stage until day 60 (Figure 3a, and 3a,).

HDMEC incubated in 50% medium C and 50% medium A (Figure 3b, and 3b,) or 100%
medium A respectively (Figure 3¢, and 3c,) developed into a confluent monolayer (stage
1) from day 8 on and remained in this stage during the whole cultivation period, i.e. until
day 60.

Incubated in 50% medium C and 50% medium B cellular sprouting of HDMEC was rec-
ognizable from day 18 on (stage 2), however until day 60 this sprouting regressed and
endothelial cells finally formed the confluent monolayer of stage 1 again (Figure 3d; and
3d,).

Cultivation in 100% medium B a sprouting of HDMEC was recognizable from day 21 on
(stage 2). From day 36 on, they aligned linearly (stage 3) and remained in this stage until
day 60 (Figure 3e4 and 3e,).

The time-dependent course of the angiogenic cascade of these endothelial cells cultivat-
ed in the different media formulations is shown in Figure 6.

4. Discussion

Human microvascular endothelial cells derived from myocardium (HCMEC), lung
(HPMEC) and foreskin (HDMEC) showed different angiogenic potency when cultivated in
their original growth media provided by the distributors. In order to standardize microenvi-
ronmental conditions in an all-in-one assay of angiogenesis the aim of this study was to
find one optimal growth medium for the endothelial cells derived from the different or-
gans.
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Fig. 2. Digital pictures of HPMEC on the 13th and 36th cultivation day in the five different media formulations.
ai) HPMEC in original medium (medium B) after 13 cultivation days, 100x, az) HPMEC in original medium
(medium B) after 36 cultivation days, 100x, b1) HPMEC in 50% medium B + 50% medium A after 13 cultiva-
tion days, 100x, b2) HPMEC in 50% medium B + 50% medium A after 36 cultivation days, 100x, ¢1) HPMEC
in 100% medium A after 13 cultivation days, 100x, cz) HPMEC in 100% medium A after 36 cultivation days,
100x, d1) HPMEC in 50% medium B + 50% medium C after 13 cultivation days, 100x, d2) HPMEC in 50%
medium B + 50% medium C after 36 cultivation days, 100x, e1) HPMEC in 100% medium C after 13 cultiva-
tion days, 100x, e2) HPMEC in 100% medium C after 36 cultivation days, 100x.
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Fig. 3. Digital pictures of HDMEC on the 13th and 36th cultivation day in the five different media formulations.
a1) HDMEC in original medium (medium C) after 13 cultivation days, 100x, az) HDMEC in original medium
(medium C) after 36 cultivation days, 100x, bs) HDMEC in 50% medium C + 50% medium A after 13 cultiva-
tion days, 100x, b2) HDMEC in 50% medium C + 50% medium A after 36 cultivation days, 100x, ¢1) HDMEC
in 100% medium A after 13 cultivation days, 100x, c2) HDMEC in 100% medium A after 36 cultivation days,
100x, d1) HDMEC in 50% medium C + 50% medium B after 13 cultivation days, 100x, d2) HDMEC in 50%
medium C + 50% medium B after 36 cultivation days, 100x, e1) HDMEC in 100% medium B after 13 cultiva-
tion days, 100x, e2) HDMEC in 100% medium B after 36 cultivation days, 100x.

Therefore each endothelial cell type was cultivated under identical conditions in the dif-
ferent original growth media as well as in several media formulations of the original

23



Publikationen

growth media for up to 60 days. It is known that the growth medium influences cell type,
morphology and proliferation of primary cultures and cell lines not only of endothelial but
also of other cells [5, 18, 22, 28, 29, 33, 34, 37, 45]. Cells take up microenvironmental
signals at the cell surface and process it inside [1, 2]. The most important information of
the culture microenvironment in vitro includes components of the growth medium [5, 18,
22, 28, 29, 33, 34, 37, 45].

Comparison of the three different growth media in this study revealed that all contained
fetal bovine serum (FBS), human Endothelial Growth Factor (hREGF) and hydrocortisone,
components frequently used in endothelial growth media.

Medium B and C additionally contained Endothelial Cell Growth Supplement (ECGS) and
heparin. ECGS is a poorly defined extract of bovine neural tissue containing acidic Fibro-
blast Growth Factor (aFGF), varying concentrations of basic Fibroblast Growth Factor
(bFGF), and various attachment factors that work as signalling molecules. bFGF is the
active component in ECGS that signals endothelial cell growth [25].

HCMEC
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Fig. 4. Time-dependent course of the angiogenic cascade of HCMEC cultivated in original growth medium
(medium A), medium B and C.
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Fig. 5. Time-dependent course of the angiogenic cascade of HPMEC cultivated in original growth medium
(medium B), medium A and C.

It induces endothelial cell proliferation, migration and angiogenesis in vitro and regulates
the expression of several molecules that are reckoned to mediate critical steps during
angiogenesis [10, 13].

Heparin binds to FGF and promotes ligand formation with the receptor of Fibroblast
Growth Factor (FGFR) [25].

Medium A did not contain ECGS and heparin but recombinant Insulin-like Growth Factor
1 (R%-IGF-1), Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) and bFGF (Table 1). R*-IGF-1
modulates angiogenesis by up-regulating the expression of VEGF, the major regulator of
blood vessel formation and function [43]. Certain endothelial cells like HUVECs grown in
a 3D fibrin gel respond stronger to bFGF stimulation than to VEGF. Conversely, VEGF
stimulates HUVEC growth in monolayer cultures, and more specifically in the absence of
ECGS (i.e., aFGF, bFGF and other growth factors) [22].

Results of this study reveal that even if cultivated in the same growth medium under ex-
actly the same cultivation conditions — over a prolonged time period of 60 days — the en-
dothelial cells still showed different angiogenic potency.
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The endothelial cells used in the present study were isolated from myocardium, lung and
foreskin. Angiogenic potency in vivo and in vitro explicitly has been described to be de-
pendent on the organ of origin and even the localisation within one organ bed
[3,12,36,40]. For example, Hiebl et al. [24] observed a different sensitivity of microvascu-
lar endothelial cells to angiogenic stimuli depending on the tissue from which they were
isolated. Moreover, different endothelial proliferation in dorsal versus tail skin was found
to be due to genetic heterogeneity of skin microvasculature in mouse models [31].
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Fig. 6. Time-dependent course of the angiogenic cascade of HDMEC cultivated in original growth medium
(medium C), medium A and B.

Another reason for different angiogenic potency may be the blood vessel type from which
the endothelial cells have been isolated [40]. Differences between micro- and macrovas-
cular endothelial cells exist because of distinct gene expression profiles that play a role in
interaction with extracellular matrix, migration and angiogenesis. The differences in gene
expression strongly suggest that endothelial cells from different sites will have corre-
sponding differences in their developmental potential, their response to experimental ma-
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nipulation, and their interactions with other cells [11, 16]. King et al. [29] emphasized that
rat lung microvascular endothelial cells possess a unique pro-proliferative phenotype that
is not present in rat lung macrovascular endothelial cells.

According to the distributors, endothelial cells of our study originate from microvascular
blood vessels of adult donors. Therefore differences in angiogenic potency due to differ-
ent developmental stage as described for juvenile and aged microvascular cells are not
likely to play a role [5, 46]. However, no information is available whether the cells have
been isolated from venules, arterioles or capillaries. It is known that all segments of the
macro- and microvascular system comprise specific populations of endothelial cells, as
described for arteries versus veins and pre- or postcapillary versus capillary endothelium
[2, 21, 32, 35, 44]. Jung and Franke [26] even demonstrated differences between micro-
vascular endothelial cells in reaction to stress.

The question arises whether the different angiogenic potency observed in the cell cul-
tures examined in the present study is due to in vitro cultivation of cells or whether it is
also present in vivo. When studying the proangiogenic activity of Urotensin-Il on different
human endothelial cell populations, Albertin et al. [3] found a discrepancy between in vitro
and in vivo results suggesting that the cells need an intact tissue environment for angio-
genesis.

An important determinator of angiogenic potency of endothelial cells in vitro may be the
isolation and harvesting procedure which is stressed by Marin et al. [33]. The distributors
of the different endothelial cultures in our study do not reveal their method of isolation. In
a critical analysis of current in vitro and in vivo angiogenesis assays, Staton et al. [42]
emphasized that cultivation and repeated passaging of original cells changes gene ex-
pression and angiogenic potency. Cultivation, harvesting and passaging procedures have
been the same throughout our study. Cells were treated with substances of the same
batch (for example trypsin) at the same time by the same person in our lab. In all experi-
ments cells of the same passage were used.

Angiogenic potency of endothelial cells in vitro and in vivo can also be related to the
presence of endothelial progenitor cells, i.e., cells with a high proliferative potential [15,
23, 30]. Endothelial progenitors are located in the vascular wall, also in adult organs [20].
Due to enzymatic treatment during the isolation procedure they become part of endothe-
lial cultures. As they share markers with adult endothelial cells they can not readily be
identified as progenitors [39]. It has been demonstrated that highly proliferative microvas-
cular cultures from the adult bovine corpus luteum contain endothelial progenitors [27].
Further studies should clarify whether different angiogenic potency of endothelial cells is
a consequence of the presence of endothelial progenitors.

In conclusion, the present study underlines that standardization of microenvironmental
conditions for different endothelial cells can not be achieved by incubating the cells in the
same growth medium - even over a prolonged time period - because different angiogenic
potency of endothelial cells in vitro result from a combination of intrinsic differences be-
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tween cells of diverse origin as well as extrinsic factors, i.e., the isolation procedure and
the growth medium. The individual phenotypic response of each cell to the microenvi-
ronment is reflected in gene and/or protein expression that are determining for angiogenic
potency [1, 2, 19, 41]. This has to be taken into consideration when in vitro angiogenesis
is assessed.
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Abstract

Human microvascular ECs from the neonatal foreskin of two donors purchased from one
distributor were used in an angiogenesis assay under the same culture conditions. Differ-
ent angiogenic potency was apparent in these two batches (ECang and ECnon-ang).
During the cultivation period of three weeks, ECang ran through all stages of angiogene-
sis starting from proliferation to migration up to the formation of three-dimensional capil-
lary-like structures. Despite of expression of endothelial markers, ECnon-ang showed
excessive intracellular storage of lipids in form of multilamellar bodies and decreased
angiogenic potency in contrast to its counterpart, ECang. Results indicate that lipid me-
tabolism differs in ECang versus ECnon-ang. This study points up that these differences
are based on the different donors and presents a novel and valuable model for the study
of mechanisms of atherosclerosis in endothelial cells in vitro.

Keywords: Foreskin, fetal bovine serum, multilamellar bodies, atherosclerosis

1. Introduction

In vitro angiogenesis assays constitute a widely applied approach for studying the mech-
anisms of angiogenesis, and they also provide useful models for preclinical studies of
cardiovascular disease [43, 56]. Angiogenesis assays are performed with endothelial
cells (ECs), which are defined as cells that line all blood vessels [22]. The expression of
CD 34, CD 31 and von Willebrand factor (VWF) are typical immunocytochemical markers,
and Weibel Palade bodies (WPB) are marker organelles of ECs [30, 37]. Despite these
common characteristics, it is known that ECs are heterogenous and display different
phenotypes, varying in localisation, function as well as in health and disease [1-3]. Apart
from macro- and microvascular EC many differences are known between ECs of different
species, sex, age, organs, between different vascular beds even within the same organ,
and between neighboring ECs of the same organ and blood vessel type [1-3, 18, 19, 27,
50]. Manifestations of this EC heterogeneity are detectable at different levels, i.e. regard-
ing EC morphology, gene expression, antigen composition, and functions [1-3, 18, 19, 27,
50]. Amongst the many EC functions like the establishment of a selective barrier, regula-
tion of hemostasis, blood fluidity and coagulation cascade, leukocyte trafficking, regula-
tion of vascular tone and endocytosis, the most striking is their angiogenic potency [15,
31, 38, 50]. In the light of interpretation of in vitro angiogenesis assays, the assumption
that all ECs are equally angiogenic is critical. Over the last years, it has been found that
in addition to the now well-known structural EC heterogeneity, individual ECs may also
adopt specialized functional phenotypes, particularly during angiogenesis [3, 8, 41]. Be-
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sides ECs guiding the vascular sprouts known as the endothelial tip cells [20], another
highly proliferative EC phenotype that establishes the stability of the new sprout and
forms the vascular lumen has been described, known as the endothelial stalk cell [16, 20,
24, 41]. So far there are only few reports on impaired angiogenic potency of ECs or its
progenitor cells derived from the same organ but different donors [32].

In our laboratory, ECs from micro- and macrovascular vessels of different species, age,
organs and tissues were examined in long-term cultivation [17]. Different angiogenic po-
tency was apparent in two batches of human microvascular ECs derived from the neona-
tal foreskin of two donors. During the cultivation period of three weeks, the ECs of the
one batch ran through all stages of angiogenesis starting from proliferation to migration
up to the formation of three-dimensional capillary-like structures. The ECs of the other
batch developed distinct morphological changes, showed excess intracellular storage of
lipids, and decreased angiogenic potency. All the same, all endothelial markers were still
expressed.

We hypothesize that negative results of angiogenesis assays may not only be the conse-
quence of inadequate angiogenic stimuli via proangiogenic factors but may also occur
due to an impaired angiogenic potency or an inherent loss of the angiogenic potency of
ECs dependent on the donor. This important aspect of endothelial heterogeneity, which is
often not considered when the cells are selected for in vitro assays, is the focus of the
present study.

2. Materials and methods

2.1 Human endothelial cells and growth media

The study was performed in accordance to the ethical guidelines of this journal (Clinical
Hemorheology and Microcirculation 44 (2010), 1-2).

Two different batches of human microvascular endothelial cells derived from the foreskin
of two newborn Caucasian (HDMEC-1) and their original growth medium, provided by the
distributor, were purchased from Lonza (Verviers, Belgium; original catalogue cell culture
name: HMVEC-dBI Neo; original catalogue medium name: EGM®-2MV Bulletkit®). Due to
their very different angiogenic behavior during cultivation (for details see results section),
batch No. 1 was subsequently termed ECang, and batch No. 2 ECnon-ang.

2.2 General cell culture

The two different batches of endothelial cells (ECang, ECnon-ang) were cultivated over a
period of three weeks each on 8 wells of 24-well-plates (Iwaki; Tokyo, Japan). Cells were
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used in the fifth passage in a concentration of 4.5 x 10* cells per well. They were grown in
their original growth medium provided by the distributor (EGM®-2MV Bulletkit®, Lonza)
containing 5 % fetal bovine serum (FBS). They were incubated at 37 °C in a 5 % CO,
humidified atmosphere (INCO2/1, Memmert GmbH & Co. KG, Schwabach, Germany).
The growth medium was refreshed every three to four days.

2.3 Phase-contrast microscopy of the cultures

Phase-contrast microscopy was carried out every three to four days applying the inverted
microscope 1X81 (Olympus GmbH, Hamburg, Germany). Digital pictures were taken on
days 3, 10, 16, and 21 of cultivation with a video camera XM10 (Olympus GmbH, Ham-
burg, Germany) and the image editing system cell® version 3.1 (Olympus Soft Imaging
Solutions GmbH, Minster, Germany): Two image sections (magnification: x 200) from the
8 wells of each plate were randomly chosen and digitally recorded on day 3 for image
analysis allowing cell count, and assessment of cell morphology and angiogenesis. The
same image sections of each well were recorded on culture days 10, 16, and 21. Using
the software AxioVision Rel. 4.8 (Zeiss GmbH, Jena, Germany), the number of cells was
analyzed per picture section.

2.4 Additional cultivation in medium with altered FBS-concentrations
2.4.1 FBS-reduced cultivation

After the preliminary cultivation in original growth medium (as described in 2.2), both
batches (ECang, ECnon-ang) were also grown in their growth medium containing 1.25%,
or 0% FBS, respectively.

2.4.2 FBS-extended cultivation

Batch 1 (ECang) was additionally grown in its growth medium containing 10%, 15%,
20%, or 30% FBS, respectively.

2.5 Cytological staining
2.5.1 Trypan blue exclusion test of cell viability

This test is used to determine viable cells present in a cell culture. It is based on the prin-
ciple that live cells possess intact cell membranes that exclude trypan blue [55]. After
cultivation over 21 days in original growth medium containing 5% FBS, cells of the sec-
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ond batch (ECnon-ang) were washed with PBS and stained with trypan blue (1:9 solu-
tion). They were evaluated under the inverted microscope Axiovert 25 (Zeiss GmbH, Je-
na, Germany).

2.5.2 Neutral red uptake test

Neutral red is a cationic dye that readily diffuses through cell membranes and accumu-
lates in cellular lysosomes of live cells [44].

After cultivation over 21 days in original growth medium containing 5% FBS, cells of the
batch 2 (ECnon-ang) were washed with PBS (Biochrom AG, Berlin, Germany) and
stained with neutral red (5 mg/100 ml PBS, Biochrom AG, Berlin, Germany), incubated
for 2 hours and evaluated under the inverted microscope Axiovert 25 (Zeiss GmbH, Je-
na, Germany).

2.5.3 Nile blue

Nile blue is used to quantify lipid levels in cells. It distinguishes between neutral non-
acidic lipids like triglycerides which are stained pink, and acidic lipids like fatty acids
which are stained blue [6]. Nile blue sulfate was applied to cells as follows: After cultiva-
tion over 21 days in original growth medium containing 5% FBS, the growth medium of
both cell batches (ECang, ECnon-ang) was aspirated from each well, and cells were
rinsed twice with PBS (Biochrom AG, Berlin, Germany). Subsequently, cells were fixed
with methanol-acetone (1:1) at -20 °C for 10 min, blow-dried, and after submission to a
descending ethanol series stained with Nile blue (6 g/100 ml aq. dest.). The cells were
evaluated under the inverted microscope Axiovert 25 (Zeiss GmbH, Jena, Germany).

2.5.4 Verification of acid phosphatase according to Barka [7]

A marker enzyme of lysosomes is acid phosphatase which can be stained according to
Barka [7]. After cultivation over 21 days in original growth medium containing 5% FBS,
the growth medium of both cell batches (ECang, ECnon-ang) was aspirated from each
well, and cells were rinsed twice with PBS (Biochrom AG, Berlin, Germany). Subsequent-
ly, cells were fixed in the first step with methanol-acetone (1:1) at -20 °C for 10 min, blow-
dried and fixed in the second step with 1.25% glutaraldehyde in 0.05M PIPES (pH 7.25)
for 10 min on ice. After rinsing with aqua dest., cells were incubated for 45 min at 37 °C in
a medium of 9 mg Naphthol-AS-MX-phosphate in 1 ml dimethylformamide, 5 ml veronal-
acetat-buffer, 12 ml aqua bidest. and 1.6 ml pararosanilin which was converted into the
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diazocompound (pH 5). The cells were evaluated under the inverted microscope Axiovert
25 (Zeiss GmbH, Jena, Germany).

2.6 Immunocytochemistry

Cultured ECs that are competent of in vitro angiogenesis express EC markers like CD 31
and von Willebrand factor (VWF) [17, 37], and are required to mimic the angiogenic pro-
cess in vivo including endothelial capability to express collagen type IV and laminin as a
component of the basement membrane [5, 9, 29].

The immunocytochemical investigations of these antigens were carried out as follows:
After cultivation over 21 days in original growth medium containing 5% FBS, the growth
medium of both cell batches (ECang, ECnon-ang) was aspirated from each well and cells
were rinsed twice with PBS (Biochrom AG, Berlin, Germany). Subsequently, cells were
fixed in the first step with methanol-acetone (1:1) (Roth, Karlsruhe, Germany) at -20 °C
for 10 min, blow-dried and fixed in the second step with 10% formalin in PBS (Roth,
Karlsruhe, Germany) overnight. After rinsing twice with PBS, and unmasking in retrieval
solution high pH (DakoCytomation, Hamburg, Germany), at 30 min, 86°C, cells were in-
cubated with an endogenous peroxidase block using 3% hydrogen peroxide in PBS
(Roth, Karlsruhe, Germany) for 20 min at room temperature and non-specific blocking in
buffer containing 3% BSA and w/o 1% milk (Roth, Karlsruhe, Germany) for 30 min was
performed. The protein block reagent was removed and cells were incubated with the
primary antibody to CD 31 (monoclonal mouse anti-CD 31 endothelial cell clone JC70A,
diluted 1:50 in PBS; DakoCytomation, Hamburg, Germany), collagen type IV (monoclonal
mouse anti-human collagen IV clone CIV22, diluted 1:50 in PBS; DakoCytomation, Ham-
burg, Germany), laminin (polyclonal rabbit anti-laminin, diluted 1:50 in PBS; DakoCyto-
mation, Hamburg, Germany) or von Willebrand factor (polyclonal rabbit anti-human vWF,
diluted 1:50 in PBS; DakoCytomation, Hamburg, Germany) overnight at 4 °C in a moist
chamber.

After 12 hours, primary antibody was aspirated. The cells were rinsed twice with PBS and
subsequently incubated with the relevant secondary antibody (EnVision + System-HRP
anti-mouse (labelled polymer); DakoCytomation, Hamburg, Germany) for 45 min at room
temperature, followed by rinsing twice with PBS. Visualization was performed using DAB
solution (DakoCytomation, Hamburg, Germany) for 20 min at room temperature.

For negative controls, the primary antibody was replaced by rabbit immunoglobulin (Ig)
fraction normal (DakoCytomation, Hamburg, Germany) or mouse IgG1 (DakoCytomation,
Hamburg, Germany). For positive controls, the primary antibodies were tested on human
abdominal skin. The cells were evaluated under the inverted microscope Axiovert 25
(Zeiss GmbH, Jena, Germany).
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2.7 Transmission electron microscopy

The ultrastructural investigations were carried out as follows:

After cultivation over 21 days in original growth medium containing 5% FBS, the growth
medium of both cell batches (ECang, ECnon-ang) was removed from each well and sub-
stituted by PBS (Biochrom AG, Berlin, Germany), followed by cacodylate buffer (0.1 M,
pH 7.2) (Roth, Karlsruhe, Germany) and Karnovsky’s fixative (Merck Eurolab, Darmstadt,
Germany). After 4 hours of refrigeration at 4 °C, the cells were rinsed with cacodylate
buffer and contrasted with cacodylate-buffered osmium tetroxide (1 %) (Chempur, Karls-
ruhe, Germany) for 2 hours at 4 °C. The cells were rinsed with cacodylate buffer again
and scraped out of the well carefully. After centrifugation the cells were overlayed with
1.5% Agar-Agar (Fluka, Buchs, Switzerland) [23]. Subsequently, the cells were dehydrat-
ed and embedded in glycidether 100 (Roth, Karlsruhe, Germany) via propylene oxide
(VWR, Fontenay-sous-Bois, France). After polymerization for 48 hours at 60 °C semi-thin
sections (0.8 um) were evaluated to establish the appropriate specimen for ultra-thin sec-
tioning (Leica Ultracut UCT, Reichert-Jung, Vienna, Austria). Slides of 70 nm were cut
and absorbed to nickel grids, contrasted with lead citrate and uranyl acetate, and exam-
ined using an EM109T electron microscope (Zeiss GmbH, Jena, Germany).

3. Results

3.1 Phase-contrast microscopy of the cultures
3.1.1. Cultivation with 5% FBS (Fig. 1)

Batch 1 (ECang):

At day 3 there was no confluent monolayer. The number of cells per image section was
few (Fig. 2) but the cells were relatively large (diameter: 60 - 100 um), even after conflu-
ency (diameter: 40 - 60 um). They displayed a fine granulated cytoplasm, typical for cul-
tured ECs. Network formation was beginning from day 10 onwards.

Batch 2 (ECnon-ang):

At day 3 there was a confluent monolayer of many small cells (Fig. 2) (diameter: 20 - 40
um) which developed large numbers of phase-dense debris-like granules that appeared
to be distributed all over and in-between the cells. In the course of cultivation the granules
increased in size until the entire monolayer was covered. At day 21 the cells still formed a
monolayer. There was no evidence of angiogenesis.

3.1.2 FBS-reduced cultivation (1.256% FBS; 0% FBS) (Fig. 3)

Batch 1 (ECang):
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The cultivation of the cells was not possible in neither of the FBS-reduced media (1.25%
FBS; 0% FBS). Even after 3 days they did not attach to the culture dish.

Batch 2 (ECnon-ang):

In growth medium with 1.25% FBS no phase-dense granules could be observed. The
cells formed a confluent monolayer with linearly arranged cells from day 1 onwards, but
even after 41 days of cultivation there was no sign of angiogenesis.

In medium with 0% FBS phase-dense granules were also not observed. Cells formed a
network from day 1 onwards. However, cellular debris and lucent blebs (diameter: up to 4
pm) were detected in the cytoplasm. From day 15 onwards cells shrank, lost contact with
neighboring cells, and cellular lysis started.

3.1.3 FBS-increased cultivation (10, 15, 20, 25, 30% FBS) (data not shown)

Batch 1 (ECang):

The increase of FBS in the growth medium did not result in any visible changes in the
cells compared to cultivation in 5 % FBS. Formation of cytoplasmic granules could not be
provoked by high levels of FBS.

3.2 Cytological staining
3.2.1 Trypan blue exclusion test of cell viability (data not shown)

Batch 2 (ECnon-ang):
Cells did not take up the dye, thus showing that they were intact and alive.

3.2.2 Neutral red uptake test (data not shown)

Batch 2 (ECnon-ang):
Cells readily took up the dye, proving that they were intact and alive.

3.2.3 Nile blue (Fig. 4)

Batch 1 (ECang):
The cytoplasm of the cells was weakly stained with blue hue, indicating the presence of
low levels of acidic lipids.

Batch 2 (ECnon-ang):

The cytoplasm of the cells was intensively stained in blue, indicating acidic lipids in high
concentrations.
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Fig. 1. Digital pictures of ECang (1) and ECnon-ang (2) at day 3 (a), 10 (b), 16 (c), and 21 (d) of cultivation in
growth medium containing 5 % FBS, phase-contrast microscopy, 200x.
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3.2.4 Verification of acid phosphatase according to Barka (Fig. 4, insertion)

Batch 1 (ECang):
Few intracellular small granules were identified as lysosomes by positive reaction for the
lysosomal marker enzyme acid phosphatase.

Batch 2 (ECnon-ang):

Intense acid phosphatase activity distributed in intracellular as well as extracellular gran-
ules was observed indicating lysosomes within still intact cells as well as within lysosmal
debris.

3.3 Immuncytochemistry
3.3.1CD 31 (Fig. 5)

Batch 1 (ECang):

All cells displayed a clearly visible, homogenous positive reaction. Cells featured a diffuse
immunolocalisation of the antigen of the entire cytoplasmic membrane. Cellular projec-
tions of intercellular contacts were also distinctly reactive.

Batch 2 (ECnon-ang):
All cells stained positive for anti-CD 31, but clearly weaker than batch 1.

3.3.2 Collagen 1V (Fig 6.)

Batch 1 (ECang):

A sheet-like network of strongly collagen type IV-immunopositive extracellular matrix was
found surrounding the cells. Weak granular cytoplasmic immunostaining was seen in
many cells, particularly in the cell periphery.

Batch 2 (ECnon-ang):
Few extracellular immunopositive fibres of collagen IV were observed.

3.3.3 Laminin (Fig. 7)

Batch 1 (ECang):

Similar to the described collagen staining, an extensive network of strongly laminin- im-
munopositive extracellular matrix was found surrounding the cells. Weak granular cyto-
plasmic immunostaining was seen in many cells.
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Batch 2 (ECnon-ang):

Strong intracellular granular staining for laminin, but no extracellular immunopositive ma-
terial was observed.

200
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cell number per field
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3d 10d 16d 21d 3d 10d 16d 21d 3d 10d 16d 21d 3d 10d 16d 21d
non-ang 1 non-ang 2 ang 1 ang 2
Fig. 2. One box shows the cell number measurements of the same two image sections taken from eight wells
on four different days during cultivation, respectively. The image sections were initially randomly selected on

day 3, and quantification of cells/cell counting was performed on day 3, and consecutively at the same image
section on days 10, 16, and 21 over the (entire) duration of cultivation.

3.3.4 vWF (data not shown)

Batch 1 (ECang):

All cells stained strongly positive for the endothelial marker anti-vWF with the typical
punctate staining pattern.

Batch 2 (ECnon-ang):
Similar to ECang, all cells stained strongly positive for anti-vWF.
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Fig. 3. Digital pictures of ECnon-ang at day 1 (a), and 15 (b) of cultivation in growth medium containing 1.25

% (1) or 0% (2) FBS, phase-contrast microscopy, 200x.
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Fig. 4. Digital pictures of ECang (a) and ECnon-ang (b) at day 21 of cultivation in growth medium containing
5% FBS, Nile blue staining, 200x.

Insertion: Digital pictures of ECang (a) and ECnon-ang (b) at day 21 of cultivation in growth medium contain-
ing 5% FBS, verification of acid phosphatase, 200x.
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Fig. 5. Digital pictures of ECang (a) and ECnon-ang (b) at day 21 of cultivation in growth medium containing
5% FBS, immunocytochemical detection of CD 31, 200x.

Fig. 6. Digital pictures of ECang (a) and ECnon-ang (b) at day 21 of cultivation in growth medium containing
5% FBS, immunocytochemical detection of collagen type 1V, 200x.

Fig. 7. Digital pictures of ECang (a) and ECnon-ang (b) at day 21 of cultivation in growth medium containing
5% FBS, immunocytochemical detection of laminin, 200x.
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3.4. Transmission electron microscopy

Batch 1 (ECang) (Fig. 8):

Endothelial marker organelles Weibel-Palade bodies were localized in the cytoplasm of
the cells. Shape of nuclei was elongated and regular with heterochromatin at the edges.
Mitochondria of the crista type, rough endoplasmatic reticulum, Golgi fields, few lyso-
somes, and occasional concentric membranous bodies, consisting of staples of thin elec-
tron dense lamellar membranes bodies, were detected in the cytoplasm. Cells displayed
cellular extensions contacting other cells: In some cases these extensions had the form
of a calyx whereas the membrane of the contacted counterpart cell bulged into this calyx.
No microvilli were present on the cellular surfaces.

Batch 2 (ECnon-ang) (Figs. 9 and 10):

Weibel-Palade bodies were localized in the cytoplasm of the cells. Elongated and regular
nuclei, rough endoplasmatic reticulum, mitochondria of the crista type, and Golgi fields
were detected, similar to the cells of ECang. More lysosomes than in ECang were pre-
sent. The most striking ultrastructural result was an abundance of concentric membra-
nous bodies, consisting of staples of thin electron dense lamellar membranes, distributed
all over the cytoplasm. These organelles were segregated into groups, consisting of up to
more than 10 single lamellar structures, and each group was surrounded by a porous
membrane.

An abundance of cellular debris was seen in the extracellular space. Frequently this de-
bris was in close vicinity to cells, being surrounded by intact cells. The contacting cell
membrane areas showed small vesicular invaginations.

4, Discussion

Human microvascular ECs from the neonatal foreskin of two donors purchased from one
distributor were used in an angiogenesis assay. Different angiogenic potency was appar-
ent in these two batches (ECang and ECnon-ang). During the cultivation period of three
weeks, ECang ran through all stages of angiogenesis starting from proliferation to migra-
tion up to the formation of three-dimensional capillary-like structures. ECnon-ang devel-
oped distinct morphological changes, showed excessive intracellular storage of lipids and
decreased angiogenic potency.

As it is known that ECs undergo a phenotypic drift when they are removed from their na-
tive tissue and grown in cell culture [1] efforts were undertaken to verify and confirm the
endothelial identity of the non-angiogenic cells, using similar markers like the distributor.
Also in our hands, endothelial markers were found to be expressed in ECnon-ang. In ad-
dition to the endothelial marker organelles Weibel-Palade-bodies [30] detected on an ul-
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trastructural level, the cells expressed VWF as well as CD 31, both known to be reliable
immunocytochemical endothelial markers [37].

Although the endothelial identity of the cells was confirmed, ECnon-ang were not able to
elongate or arrange linearly, important steps in the angiogenic cascade, nor were the
cells able to form three-dimensional capillary-like structures like their angiogenic counter-
parts, ECang. Both batches were cultivated over a period of 21 days and it is necessary
to stress that both batches were incubated in the same growth medium under the same
culture conditions.

Fig. 8. Digital picture of ECang at day 21 of cultivation in growth medium containing 5% FBS, transmission
electron microscopy, 7000x.
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A potential reason for reduced angiogenesis is the impaired production of extracellular
matrix molecules. ECnon-ang described in the present study did not form a network of
collagen type IV-immunopositive extracellular matrix compared to ECang. ECs are re-
ported to produce molecules of the extracellular matrix and basement membrane, particu-
larly collagen type IV and laminin, which modulate the migratory and proliferative behav-
ior to growth factors and play an important role in capillary tube morphogenesis [5, 9, 29].
Recently it was found that the production of collagen type IV is proportional to the angio-
genic capacity of cells [5]. Applied to an all-in-one assay, ECs derived from the human
heart and neonatal foreskin showed angiogenic potency and development of three-
dimensional vascular structures and expressed the endothelial extracellular matrix protein
collagen type IV.
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Fig. 9. Digital picture of ECnon-ang at day 21 of cultivation in growth medium containing 5% FBS, transmis-
sion electron microscopy, 7000x.
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In contrast, human microvascular ECs derived from the lung and adult foreskin could not
be stimulated to perform angiogenesis. Concomitantly, the collagen type IV expression of
these non-angiogenic EC was very low [5].

Another striking finding in cultures of ECnon-ang was the appearance of debris-like
phase-dense granular material that appeared to be distributed all over and in-between
the cells. Cellular debris may be a sign of cell damage, or cell death [58]. In order to ex-
clude this, cells were stained with neutral red or trypan blue [44, 55]. Results clearly con-
firmed that ECnon-ang were intact and alive.

In a further attempt to track down the identity of the phase-dense granular material, ultra-
structural studies using a transmission electron microcopy were undertaken and many
concentric membranous bodies, consisting of staples of thin electron dense lamellar
membranes, either single or arranged in groups, were found in the cytoplasm.

These structures are identified as multilamellar bodies, i.e. in normal physiologic condi-
tions rare EC organelles with a roundish to oval form. Depending on the study, their di-
ameter is indicated to vary between 0.1 to 2.5 um [21, 46]. Different types of multilamellar
bodies are described: type | multilamellar bodies develop lipid membranes as a result of
impaired lipid degradation in autophagolysosomes; type Il lamellae are piles of rough
endoplasmic reticulum [52].

Multilamellar bodies detected in our study have been diagnosed as type | both by verifica-
tion of lysosomal activity and lipids. The presence of acid phosphatase determines the
lysosmal activity of multilamellar bodies [33, 49]. Acid phosphatase activity was found to
be very high in ECnon-ang distributed in intracellular as well as extracellular granules
indicating lysosomes.

The lipid level of the contents of the multilamellar bodies in ECnon-ang was determined
by Nile blue staining. It distinguishes between neutral non-acidic lipids like triglycerides,
and acidic lipids like fatty acids [6]. The cytoplasm of ECang was weakly stained in a blu-
ish hue, whereas the cytoplasm of ECnhon-ang was stained intensively in distinct blue,
indicating intracellular acidic lipids in high concentrations in ECnon-ang.

The only source of lipids for cells used in our study was FBS supplemented to the growth
medium in a relatively low concentration of 5%. FBS is frequently used as a supplement
to cell culture medium. FBS contains lipids and individual compositions of fatty acids [10,
47, 54]. It is well known that lipids can influence the results cellular experiments [10, 47,
54]; therefore we ensured that the FBS used in our study was from the same lot.

Serum lipids are needed for the adhesion and proliferation of cells in culture [10, 47]
which was also shown in the present study: ECang were not able to survive in FBS re-
duced growth media (1.25%, or 0% FBS); they did not attach to the culture dish and died.
In contrast to ECang, 1.25% FBS supplemented growth medium resulted in growth of
ECnon-ang, but notably without formation of phase-dense granules, i.e. multilamellar
bodies.
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Fig. 10. Digital picture of ECnon-ang at day 21 of cultivation in growth medium containing 5% FBS, transmis-
sion electron microscopy, 12000x.

Insertion: Digital picture of ECnon-ang at day 21 of cultivation in growth medium containing 5% FBS, Weibel-
Palade-bodies, transmission electron microscopy, 20000x.

Like ECang, ECnon-ang did not survive in growth medium completely without FBS (0%).
An increase of FBS in the growth medium of ECang (10% up to 30%), on the other hand,
did not result in the generation of multilamellar bodies in this EC batch.

Results indicate that lipid metabolism differs in ECang versus ECnon-ang. Cellular uptake
of lipids occurs either through receptor-mediated or receptor-independent endocytosis
[28, 57]. Signs of endo- or exocytotic activity potentially indicating uptake of lipids have
been found ultrastructurally in ECnon-ang in the form of multiple small vesicular invagina-
tions at the cellular membrane. The incoming material is enclosed by the membrane into
the cell interior and transported into the cytoplasm where it fuses with lysosomes for sup-
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plying lipids to the cell [57]. In lysosomes, the non-degraded lipid material is organized in
the concentrically packed lamellar structures of the multilamellar bodies [33, 48].

Reports on multilamellar bodies in healthy cells including endothelial cells are rare. For
example Schmitz et al. reported multilamellar bodies under normal physiologic conditions
in healthy pneumocytes Il [39, 46]. Multilamellar bodies have also been examined in cul-
tured luteal endothelium of pregnant versus non-pregnant cows, and have been found in
the endothelium of pregnant cows exclusively [42].

In contrast to the healthy organism the presence of multilamellar bodies has been de-
scribed frequently in cells of the diseased organism, particularly in atherosclerosis [4, 11,
25, 33, 45, 53]. In macrophages, for example, multilamellar bodies are formed in conse-
quence of an overwhelming lipid invasion changing them into foam cells being known in
atherosclerotic lesions [34]. In vivo ECs form multilamellar bodies only in late stages of
atherosclerosis, or in the absence of phagocytic cells, thus displaying macrophage-like
properties in vitro [4, 11, 25, 33, 45, 51, 53]. Interestingly, atherosclerosis, a disease de-
pendent on different factors including genetic make-up, sex and hypercholesterolemia, is
also associated with a decrease in angiogenesis [12-14, 26, 35, 59].

The EC batch ECnon-ang is a cell type isolated from a newborn donor displaying endo-
thelial marker molecules, an abundance of multilamellar bodies storing lipids but without
angiogenic potency. It cannot be ruled out that the high storage of lipids is only an in vitro
effect. However, the characteristics of its angiogenic counterpart EC batch, ECang, sug-
gests that the lipid metabolism of the donor is responsible for the enormous lipid storage
of ECnon-ang. At this stage it is unknown whether this donor suffered from neonatal ath-
erosclerosis or whether he will develop this disease in later stages of his life because cell
donation was anonymous [36, 40]. All the same, the cells are a novel and valuable model
for the study of mechanisms of atherosclerosis in ECs in vitro.

Acknowledgments

The authors wish to acknowledge llka Slosarek, Tania Fuhrmann-Selter, Verena Holle,
Franziska Ermisch and Martin Werner for excellent technical assistance.

References

[1] W.C. Aird, Endothelial cell heterogeneity, Cold Spring Harbor Perspectives in Medi-
cine 2 (2012), 1-13.

[2] W.C. Aird, Mechanisms of endothelial heterogeneity in health and disease, Circulation

Research 98 (2006), 159-162.
[3] W.C. Aird, Phenotypic heterogeneity of the endothelium, I. structure, function, and

50



Publikationen

mechanisms, Circulation Research 100 (2007), 158-173.

[4] F. Antohe, Endothelial cells and macrophages, partners in atherosclerotic plaque pro-
gression, Archives of Physiology and Biochemistry 112(4/5) (2006), 245-253.

[5] M. Bahramsoltani, |. Slosarek, W. De Spiegelaere and J. Plendl, Angiogenesis and
collagen type IV expression in different endothelial cell culture systems, Anatomia Histo-
logia Embryologia 43 (2014), 103-115.

[6] J.D. Bancroft and M. Gamble, Theory and practice of histological techniques, Churchill
Livingstone Elsevier, 2008.

[7] T. Barka and P.J. Anderson, Histochemical methods for acid phosphatase using hex-
azonium pararosanalin as coupler, Journal of Histochemistry and Cytochemistry 10
(1962), 741-753.

[8] R. Blanco and H. Gerhardt, VEGF and notch in tip and stalk cell selection, Cold Spring
Harbor Perspectives in Medicine 3 (2013), 1-19.

[9] E. Bonanno, M. lurlaro, J.A. Madri and R.F. Nicosia, Type IV collagen modulates an-
giogenesis and neovessel survival in the rat aorta model, In Vitro Cellular and Develop-
mental Biology — Animal 36 (2000), 336-340.

[10] D.A. Brindley, N.L. Davie, E.J. Culme-Seymour, C. Mason, D.W. Smith and J.A.
Rowley, Peak serum: implications of serum supply for cell therapy manufacturing, Re-
generative Medicine 7(1) (2012), 7-13.

[11] M.C. Carou, P.R. Cruzans, A. Maruri, J.C. Stockert and D.M. Lombardo, Apoptosis in
ovarian granulosa cells of cattle: morphological features and clearance by homologous
phagocytosis, Acta Histochemica 117 (2015), 92-103.

[12] P.Y. Chang, S. Luo, T. Jiang, Y.T. Lee, S.C. Lu, P.D. Henry, C.H. Chen, Oxidized
low- density lipoprotein downregulates endothelial basic fibroblast growth factor through a
pertussis toxin-sensitive G-protein pathway, Circulation 104 (2001), 588-593.

[13] E. Chavakis, E. Dernbach, C. Hermann, U.F. Mondorf, A.M. Zeiher and S. Dimmeler,
Oxidized LDL inhibits vascular endothelial growth factor-induced endothelial cell migra-
tion by an inhibitory effect on the Akt/endothelial nitric oxide synthase pathway, Circula-
tion 103 (2001), 2102-2107.

[14] C.H. Chen, T. Jiang, J.H. Yang, W. Jiang, J. Lu, G.K. Marathe, H.J. Pownall, C.M.
Ballantyne, T.M. Mclintyre, P.D. Henry and C.Y. Yang, Low-density lipoprotein in hyper-
cholesterolemic human plasma induces vascular endothelial cell apoptosis by inhibiting
fibroblast growth factor 2 transcription, Circulation 107 (2003), 2102-2108.

[15] A.M. Dart and J.P.F. Chin-Dusting, Lipids and the endothelium, Cardiovascular Re-
search 43 (1999), 308-322.

[16] E. Dejana, E. Tournier-Lasserve and B.M. Weinstein, The control of vascular integrity
by endothelial cell junctions: molecular basis and pathological implications, Developmen-
tal Cell 16 (2009), 209-221.

[17] K. Dietze, I. Slosarek, T. Fuhrmann-Selter, C. Hopperdietzel, J. Plendl and S.
Kalkmeyer, Isolation of equine endothelial cells and life cell angiogenesis assay, Clinical

51



Publikationen

Hemorheology and Microcirculation 58 (2014), 127-146.

[18] M.A. Engelse, N. Laurens, R.E. Verloop, P. Koolwijk and V.W.M. van Hinsbergh,
Differential gene expression analysis of tubule forming and non-tubule forming endotheli-
al cells: CDC42GAP as a counter-regulator in tubule formation, Angiogenesis 11 (2008),
153-167.

[19] R.P. Franke, R. Fuhrmann and F. Jung, Influence of radiographic contrast media on
the nitric oxide release from human arterial and venous endothelial cells on extracellular
matrix, Clinical Hemorheology and Microcirculation 55(1) (2013), 95-100.

[20] H. Gerhardt, M. Golding, M. Fruttiger, C. Ruhrberg, A. Lundkvist, A. Abramsson, M.
Jeltsch, C. Mitchell, K. Alitalo, D. Shima and C. Betsholtz, VEGF guides angiogenic
sprouting utilizing endothelial tip cell filopodia, The Journal of Cell Biology 161(6) (2003),
1163-1177.

[21] M. Hariri, G. Millane, M.P. Guimond, G. Guay, J.W. Dennis and I.R. Nabi, Biogenesis
of multilamellar bodies via autophagy, Molecular Biology of the Cell 11 (2000), 255-268.
[22] S.P. Herbert and D.Y.R. Stainier, Molecular control of endothelial cell behaviour dur-
ing blood vessel morphogenesis, Nature Reviews Molecular Cell Biology 12 (2011), 551-
564.

[23] R.M. Hirschberg and J. Plend|, Pododermal angiogenesis and angioadaptation in the
bovine claw, Microscopy Research and Technique 66 (2005), 145-155.

[24] M.L. Iruela-Arispe and G.E. Davis, Cellular and molecular mechanisms of vascular
lumen formation, Developmental Cell 16 (2009), 222-231.

[25] L. Ivan and F. Antohe, Hyperlipidemia induces endothelial-derived foam cells in cul-
ture, Journal of Receptors and Signal Transduction 30(2), 106-114.

[26] J.J. Jang, H.K.V. Ho, H.H. Kwan, L.F. Fajardo and J.P. Cooke, Angiogenesis is im-
paired by hypercholesterolemia, Circulation 102 (2000), 1414-1419.

[27] F. Jung and R.P. Franke, Extreme reduction of the capillary lumen in segments of
the venular legs of human cutaneous capillaries, Microvascular Research 78 (2009), 241-
245,

[28] M.J. Kim, J. Dawes and W. Jessup, Transendothelial transport of modified low-
density lipoproteins, Atherosclerosis 108 (1994), 5-17.

[29] Y. Kubota, H.K. Kleinman, G.R. Martin and T.J. Lawley, Role of laminin and base-
ment membrane in the morphological differentiation of human endothelial cells into capil-
lary-like structures, The Journal of Cell Biology 107 (1988), 1589-1598.

[30] P. Kumar, S. Kumar, H.B. Marsden, P.G. Lynch and E. Earnshaw, Weibel-Palade
bodies in endothelial cells as a marker for angiogenesis in brain tumors, Cancer Re-
search 40(6) (1980), 2010-2019.

[31] B. Li and R. Xiu, Angiogenesis: from molecular mechanisms to translational implica-
tions, Clinical Hemorheology and Microcirculation 54(4) (2013), 345-355.

[32] T.S. Li, M. Kubo, K. Ueda, M. Murakami, A. Mikamo and K. Hamano, Impaired angi-
ogenic potency of bone marrow cells from patients with advanced age, anemia, and renal

52



Publikationen

failure, The Journal of Thoracic and Cardiovascular Surgery 139(2) (2010), 459-465.

[33] F. Lupu, I. Danaricu and N. Simionescu, Development of intracellular lipid deposits in
the lipid-laden cells of atherosclerotic lesions, a cytochemical and ultrastructural study,
Atherosclerosis 67 (1987), 127-142.

[34] E.L. Mander, R.T. Dean, K.K. Stanley and W. Jessup, Apolipoprotein B of oxidized
LDL accumulates in the lysosomes of macrophages, Biochemica et Biophysica Acta 1212
(1994), 80-92.

[35] W. Martinet and G.R.Y. De Meyer, Autophagy in atherosclerosis, a cell survival and
death phenomenon with therapeutic potential, Circulation Research 104 (2009), 304-317.
[36] J. Milei, G. Ottaviani, A.M. Lavezzi, D.R. Grana, |. Stella and L. Matturri, Perinatal
and infant early atherosclerotic coronary lesions, Canadian Journal of Cardiology 24(2)
(2008), 137-141.

[37] A.M. Mdller, M.l. Hermanns, C. Skrzynski, M. Nesslinger, K.M. Muller and C.J. Kirk-
patrick, Expression of the endothelial markers PECAM-1, vWf, and CD34 in vivo and in
vitro, Experimental and Molecular Pathology 72(3) (2002), 221-229.

[38] J. Neumdller and A. Ellinger, Secretion and endocytosis in endothelial cells, in: The
Golgi Apparatus, A.A. Mironov, M. Pavelka, Springer Vienna, 2008, pp. 520-534.

[39] M. Ochs, H. Fehrenbach and J. Richter, Electron spectroscopic imaging (ESI) and
electron energy loss spectroscopy (EELS) of multilamellar bodies and multilamellar body-
like structures in tannic acid-treated alveolar septal cells, The Journal of Histochemistry
and Cytochemistry 42(6) (1994), 805-809.

[40] E. Pesonen, Preliminary and early stages of atherosclerosis in childhood, Zentralblatt
fur Allgemeine Pathologie und Pathologische Anatomie 135(6) (1989), 545-548.

[41] L.K. Phng and H. Gerhardt, Angiogenesis: a team effort coordinated by notch, De-
velopmental Cell 16 (2009), 196-208.

[42] J. Plendl, C. Neumdliller and Fred Sinowatz, Differences of microvascular endotheli-
um in the bovine corpus luteum of pregnancy and the corpus luteum of the estrous cycle,
Biology of the Cell 87 (1996), 179-188.

[43] K. Rahman and G.M. Lowe, Garlic and cardiovascular disease: a critical review,
Journal of nutrition 136 (2006), 736-740.

[44] G. Repetto, A. del Peso and J. L Zurita, Neutral red uptake assay for the estimation
of cell viability/cytotoxicity, Nature Protocols 3 (2008), 1125-1131.

[45] R. Ross, T.N. Wight, E. Strandness and B. Thiele, Human atherosclerosis, |I. cell
constitution and characteristics of advanced lesions of the superficial femoral artery,
American Journal of Pathology 114(1) (1984), 79-93.

[46] G. Schmitz and G. Muller, Structure and function of lamellar bodies, lipid-protein
complexes involved in storage and secretion of cellular lipids, Journal of Lipid Research
32 (1991), 1539-1570.

[47] P. Scholz, Kultivierung embryonaler Stammzellen der Maus unter serumreduzierten
Kulturbedingungen mit und ohne Supplementierung eines Serumersatzes, Dissertation,

53


http://www.sciencedirect.com/science/journal/00225223
http://www.sciencedirect.com/science/journal/00144800

Publikationen

Freie Universitat Berlin, 2009.

[48] C. Settembre and A. Ballabio, Lysosome: regulator of lipid degradation pathways,
Trends in Cell Biology 24(12) (2014), 743-750.

[49] M.M. Sholley, S.A. Gudas, C.C. Schwartz and M.Y. Kalimi, Dehydroepiandrosterone
and related steroids induce multilamellar lipid structures in cultured human endothelial
cells, American Journal of Pathology 136(5) (1990), 1187-1199.

[50] H. Sievers, M. Bahramsoltani, S. KalRmeyer and J. Plendl, In vitro angiogenic poten-
cy in human microvascular endothelial cells derived from myocardium, lung and skin,
Clinical Hemorheology and Microcirculation 48 (2011), 1-15.

[51] M. Simionescu, Implications of early structural-functional changes in the endothelium
for vascular disease, Arteriosclerosis, Thrombosis, and Vascular Biology 27 (2007), 266-
274.

[52] K. Spanel-Borowski, M. Nowicki, J. Borlak, T. Trapphoff and U. Eichenlaub-Ritter,
Endoplasmic reticulum-derived multilamellar bodies in oocytes of mouse follicle cultures
under oxidized low-density lipoprotein treatment, Cells Tissues Organs 197 (2013), 77-
88.

[53] O. Stein and Y. Stein, Bovine aortic endothelial cells display macrophage-like proper-
ties towards acetylated I-labelled low density lipoprotein, Biochimica et Biophysica Acta
620 (1980), 631-635.

[54] L.L. Stoll and A.A. Spector, Changes in serum influence the fatty acid composition of
established cell lines, In Vitro 20(9) (1984), 732-738.

[55] W. Strober, Trypan blue exclusion test of cell viability, Current Protocols in Immunol-
ogy (2001), Appendix 3B, doi: 10.1002/0471142735.ima03bs21.

[56] Z. Tahergorabi and M. Khazaei, A review on angiogenesis and its assays, lranian
Journal of Basic Medical Sciences 15(6) (2012), 1110-1126.

[57] E. Vasile, M. Simionescu and N. Simionescu, Visualization of the binding, endocyto-
sis, and transcytosis of low-density lipoprotein in the arterial endothelium in situ, The
Journal of Cell Biology 96 (1983), 1677-1689.

[58] J. Yuan and G. Kroemer, Alternative cell death mechanisms in development and be-
yond, Genes & Development 24 (2010), 2592-2602.

[59] M.E. Zettler, M.A. Prociuk, J.A. Austria, G. Zhong and G.N. Pierce, Oxidized low-
density lipoprotein retards the growth of proliferating cells by inhibiting nuclear transloca-
tion of cell cycle proteins, Arteriosclerosis, Thrombosis, and Vascular Biology 24 (2004),
727-732.

54


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tahergorabi%20Z%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Khazaei%20M%5Bauth%5D

Unveroffentlichte Studie

8. Unveroffentlichte Studie

8.1. Analyse des nach Bahramsoltani et al. [13] definierten 6. Stadiums der angi-
ogenen Kaskade humaner mikrovaskularer Endothelzellen in vitro

8.1.1. Einleitung

Bahramsoltani et al. [13] beschreiben das sechste Stadium der angiogenen Kaskade als
Weiterentwicklung der kapillarahnlichen Strukturen unter gleichzeitiger Aufldsung des
Monolayers. Da an der Ausbildung der kapillarahnlichen Strukturen letztendlich nur ein
Bruchteil der kultivierten Endothelzellen teilnimmt [48, 122], war von besonderem Inte-
resse, welche Funktionen die Endothelzellen im Monolayer im Laufe der angiogenen
Kaskade erfullen. Dieser Fragestellung wurde mithilfe eines Life-Science-Mikroskops
nachgegangen. Durch eine zusatzlich am Mikroskop angebrachte Heiz- und Begasungs-
kammer konnten die Bedingungen im Brutschrank imitiert werden, so dass Langzeitauf-
nahmen kultivierter Endothelzellen wahrend dieser finalen Phase der in vitro-
Angiogenese maoglich waren.

8.1.2. Material und Methoden

Humane mikrovaskulare Endothelzellen aus dem Herz (HCMEC; HMVEC-C Cardiac MV
Endo Cells, Lonza, Verviers, Belgium) wurden Uber mehrere Wochen auf gelatinierten
24-Well-Platten (lwaki; Tokio, Japan) in ihrem firmeneigenen Kultivierungsmedium
(EGM®-2MV Bulletkit, Lonza, Verviers, Belgien) kultiviert. Die Endothelzellen wurden in
der sechsten Passage in einer Konzentration von 4,5x10* Zellen pro Well ausgesat. Die
Kultivierung erfolgte unter dem Life-Science-Mikroskop 1X81 (Olympus, Hamburg,
Deutschland) bei 37°C in einer befeuchteten Atmosphéare mit 5% CO,-Gehalt (okolab;
Pozzuoli, Italien). Das Kultivierungsmedium wurde alle 3 bis 4 Tage gewechselt. Mithilfe
eines automatisierten Objektivtisches und der Software cell® (Olympus, Hamburg,
Deutschland) wurden am Ubergang vom 5. zum 6. Stadium der angiogenen Kaskade in
drei Wells je elf bis sechzehn Regionen besonderen Interesses ausgewahlt und taglich
aufgesucht. Digitale Aufnahmen wurden mithilfe der Videokamera XM10 (Olympus,
Hamburg, Deutschland) in zum Teil halbstiindlichen Abstanden gemacht.

8.1.3. Ergebnisse

Abbildung 3 zeigt, dass die im Monolayer befindlichen Endothelzellen keinerlei angioge-
nes Verhalten zeigen und an der Ausbildung kapillarédhnlicher Strukturen zunachst nicht
direkt beteiligt sind. Im weiteren Verlauf der Kultivierung lagern sich diese Endothelzellen
jedoch an die bereits ausgebildeten kapillarahnlichen Strange an. Dieser Prozess findet
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unter gleichzeitiger Abschniirung von Zellmaterial in Form von Vesikeln statt (Abb. 3 d -

h).
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Abb. 3: Digitale Aufnahmen humaner mikrovaskularer Endothelzellen aus dem Herz im 6.
Stadium der angiogenen Kaskade; a) ausgewahlte Position, b) nach 5h, c) nach 26h, d)
nach 48h, e) nach 49h, f) nach 50h, g) nach 51h, h) nach 51,5h (100x, Life-Science-
Mikroskop). Die roten Markierungen in Abbildung 3 a) heben die ausgewahlten Regionen

besonderen Interesses hervor. In Abbildung 3 g) ist die Abschnirung kleiner Vesikel mar-
kiert.
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8.1.4. Diskussion

Die Funktion der im Monolayer befindlichen Endothelzellen konnte nicht eindeutig geklart
werden. Die Anlagerung der Endothelzellen an die kapillardhnlichen Strange konnte ei-
nerseits dem Wachstum der Strange dienen, andererseits kdnnten die angelagerten En-
dothelzellen auch die Funktion der in dieser Monokultur fehlenden Perizyten und vaskula-
ren Myozyten Ubernommen haben, indem sie am Ende der angiogenen Kaskade die
kapillarahnlichen Strukturen durch die Anlagerung an diese stabilisieren. Die Fahigkeit
von Endothelzellen, die Aufgaben perivaskularer Zellen zu tGbernehmen, wurde bereits
durch mehrere Wissenschaftler beschrieben [33, 58, 125, 141] und kdnnte eine mdgliche
Ursache fir die fehlende angiogene Potenz dieser Endothelzellen sein.
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9. Diskussion
9.1. Erkenntnisse dieser Arbeit

Bei der in vitro-Kultivierung aktivierter Endothelzellen mit einem proangiogenen Kultivie-
rungsmedium wird davon ausgegangen, dass alle Endothelzellen prinzipiell angiogen
sind und die angiogene Kaskade bis hin zur Ausbildung kapillarahnlicher Strukturen
durchlaufen. Bei der Kultivierung kommerziell erworbener humaner mikrovaskularer En-
dothelzellen in einem all-in-one-Modell [11] konnten Bahramsoltani und Plendl [12] je-
doch beobachten, dass die angiogene Potenz bestimmter Endothelzellkulturen trotz Kul-
tivierung mit proangiogenen Kultivierungsmedien in vitro sehr gering ist. Daher wurde in
der vorliegenden Arbeit untersucht, welche Ursachen einer unterschiedlichen angiogenen
Potenz humaner mikrovaskularer Endothelzellen in vitro zugrunde liegen kdnnten.

In der vorliegenden Arbeit konnte das durch Bahramsoltani und Plendl [12] beobachtete
heterogene Verhalten kultivierter Endothelzellen hinsichtlich ihrer angiogenen Potenz
bestatigt werden. Unterschiede in Bezug auf die angiogene Potenz humaner mikrovasku-
larer Endothelzellen konnten zum einen zwischen Endothelzellen unterschiedlicher Or-
gane, aber auch zwischen Endothelzellen unterschiedlicher Zellspender beobachtet wer-
den. Selbst innerhalb einer Kultur verhielten sich Endothelzellen unterschiedlich angio-
gen. Dies deutet darauf hin, dass das angiogene Verhalten einer Endothelzelle primar
von der Zelle an sich bestimmt wird und somit zwischen angiogenen und nicht-
angiogenen Endothelzellen unterschieden werden kann. Jedoch konnte gezeigt werden,
dass kultivierte Endothelzellen in der Auspragung ihrer angiogenen Potenz nicht nur
durch die Beschichtung des Kultivierungsgefalies [8, 30, 44, 93], sondern auch durch die
Zusammensetzung kommerziell erhaltlicher proangiogener Kultivierungsmedien mal3geb-
lich beeinflusst werden kdnnen. Demnach kann angenommen werden, dass die angioge-
ne Potenz kultivierter Endothelzellen vornehmlich auf einer Interaktion dieser Zellen mit
ihrer Umwelt beruht. Die Beobachtungen aus den letzten beiden Studien der vorliegen-
den Arbeit deuten zudem darauf hin, dass bestimmte Endothelzellen sogar dazu in der
Lage sind, moglicherweise als Reaktion auf die Kultivierungsbedingungen, ihren Phano-
typ zu andern und die Funktion nicht vorhandener Zellen, wie zum Beispiel Perizyten,
vaskularer Myozyten oder Makrophagen zu Ubernehmen [7, 80, 125, 141]. Diese En-
dothelzellen exprimierten weiterhin endotheliale Marker, zeigten jedoch keinerlei angio-
gene Potenz. Derartige Veranderungen des Phanotyps werden von einigen Wissen-
schaftlern mit vaskularen Erkrankungen, wie zum Beispiel Atherosklerose, in Zusam-
menhang gebracht [7, 80, 141]. Andere Wissenschaftler schreiben die Fahigkeit, sich in
Abhangigkeit der dufleren Bedingungen in eine bestimmte Zellart zu entwickeln, vor-
nehmlich vaskularen Progenitorzellen zu. Diese wurden mittlerweile in der Wand selbst
kleiner BlutgefalRe nachgewiesen und kénnten somit durchaus in isolierten Zellchargen
enthalten sein [72, 78, 114, 119, 140].
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Aufgrund der Erkenntnisse der vorliegenden Arbeit wird deutlich, dass die angiogene
Potenz kultivierter Endothelzellen und somit der Verlauf von in vitro-Studien zur Angioge-
nese in erster Linie davon abhangen kann, welche Endothelzellen isoliert und unter wel-
chen Bedingungen sie kultiviert werden.

9.1.1. Konsequenzen fir die Interpretation und Reproduzierbarkeit von
Ergebnissen aus in vitro-Studien

Basierend auf diesen Erkenntnissen und unter Berucksichtigung des mannigfaltigen An-
gebots an erhaltlichen Chargen humaner mikrovaskularer Endothelzellen sowie unter-
schiedlichen Mdglichkeiten der Kultivierung stellt sich die Frage, inwiefern die Ergebnisse
aus in vitro-Studien zur Angiogenese sicher reproduziert werden kénnen. Zahlreiche
Wissenschaftler bemangeln die Tatsache, dass viele praklinische Studien nicht reprodu-
zierbar sind [20, 46, 98, 113]. Das Forschungsgebiet der Angiogenese ist hiervon eben-
falls betroffen [45, 126, 133]. Prinz et al. [113] fuhren die fehlende Reproduzierbarkeit von
Ergebnissen praklinischer Studien nicht auf unterschiedliche Versuchsbedingungen zu-
rick. Andere Wissenschaftler [20, 46] hingegen betrachten die Verwendung unterschied-
licher Zell- und Reagenzchargen durchaus als einen potentiellen Ausldser fir die fehlen-
de Reproduzierbarkeit praklinischer Studien. Die Ergebnisse der Studien der vorliegen-
den Arbeit weisen ebenfalls daraufhin. Durch den Einsatz unterschiedlicher Modelle in
der Angiogenese-Forschung kann die Interpretation unterschiedlicher Ergebnisse auller-
dem erschwert werden [13, 127]. Einen weiteren Grund fir die fehlende Reproduzierbar-
keit von Ergebnissen aus praklinischen Studien sieht Elliott [46] darin, dass gewonnene
Ergebnisse nicht ausreichend genug kontrolliert wurden, so dass es haufig zu falsch-
positiven/-negativen Ergebnissen gekommen sein kénnte. Die Tatsache, dass es kaum
Verodffentlichungen gibt, die nicht-angiogenes Verhalten von Endothelzellen trotz proan-
giogener Kultivierungsbedingungen thematisieren, kénnte darauf zurickzufihren sein,
dass unzureichende Kontrollen dazu gefihrt haben, dass die fehlende Auspragung der
angiogenen Potenz kultivierter Endothelzellen unbemerkt blieb und somit eine Kultivie-
rung mit anti-angiogenen Substanzen unter Umstanden zu falsch-positiven Ergebnissen
gefuhrt hat. Da negative Ergebnisse bei den meisten Journalen eine geringe Akzeptanz
haben [41, 46, 97, 113], kdnnte eine gewisse Voreingenommenheit von Wissenschaftlern
gegeniber der Veréffentlichung positiver Ergebnissen ebenfalls dazu geflhrt haben,
dass in vitro-Studien zur Angiogenese womdglich falsch interpretiert wurden [46, 50,
113]. Anhand der Studien der vorliegenden Arbeit ist jedoch deutlich zu erkennen, wie
wichtig es ist, negative Ergebnisse zu veroffentlichen, um auf derartige Beobachtungen in
in vitro-Studien zur Angiogenese aufmerksam machen zu kdnnen.
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9.1.2. Madogliche Lésungsansatze

Einige Verlage haben ihre Einstellung gegenuber negativen Ergebnissen bereits gean-
dert und zum Teil sogar Journale herausgebracht, die ausschliel3lich der Publikation ne-
gativer Ergebnisse dienen. Den Wissenschaftlern kann dadurch der Druck genommen
werden, positive Ergebnisse verdffentlichen zu missen, so dass Ergebnisse in der Kon-
sequenz eher hinterfragt, intensiver kontrolliert und wiederholt werden kénnen [97].

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass vor allem im Bereich der Angioge-
nese Kontrollen von in vitro-Studien unumganglich sind. Vor dem Einsatz einer Endothel-
zellcharge empfiehlt es sich, diese vorab Uber mindestens 30 bis 40 Tage in dem gewahl-
ten in vitro-Modell zu kultivieren, um sicherstellen zu konnen, dass sie alle Stadien der
angiogenen Kaskade durchlauft und demnach unter den gegebenen Voraussetzungen
angiogen ist. Wahrend der Versuchsdurchflihrung sind validierte Positiv- und Negativkon-
trollen erforderlich [8, 127]. Die Interpretation der Ergebnisse muss stets unter Berlick-
sichtigung der verwendeten Zellcharge sowie der Kultivierungsbedingungen erfolgen [20,
39]. Daher sollten die Ergebnisse anhand weiterer Angiogenese-Modelle und unter Ver-
wendung anderer Zellchargen und Kultivierungsmedien systematisch abgesichert werden
[127]. Bei der Untersuchung der angiogenen Potenz multipotenter mesenchymaler
Stromazellen des Menschen unter Entzug von Kalberserum verwendeten Oskowitz et al.
[104] zur Absicherung ihrer Ergebnisse nicht nur unterschiedliche Angiogenese-Modelle,
sondern auch mesenchymale Stromazellen unterschiedlicher Zellspender.

Aufgrund der Tatsache, dass in vitro-Modelle in vivo-Bedingungen nicht ausreichend ge-
nug wiedergeben kénnen, missen die Ergebnisse aus in vitro-Studien zudem in in vivo-
Studien Uberprift werden [8, 43, 64, 127]. Derzeit befassen sich zahlreiche Wissen-
schaftler mit der Entwicklung eines in vitro-Modells, das in vivo-Bedingungen weitestge-
hend nachempfinden kann. Bei dem sogenannten ,Multiorgan-Chip“ handelt es sich um
ein dreidimensionales in vitro-Modell zur Kultivierung lebender Zellen in kontinuierlich
perfundierten, mikrometer-kleinen Kammern, wobei jede Kammer flr sich ein eigenes
Organmodell darstellen soll. Uber einen kiinstlichen Kreislauf, der tiber eine Mikropumpe
angetrieben wird, kénnen die einzelnen Organmodelle miteinander verbunden werden.
Somit kénnen die physiologischen Ablaufe im menschlichen Organismus in vitro weitest-
gehend nachempfunden werden [21, 49, 75-77, 96, 135]. Das Forschungsziel besteht
darin, einen ,Human-on-a-chip“ mit mehr als 10 Organmodellen auf einem Chip zu entwi-
ckeln. Durch die Entwicklung dieser Chips erhoffen sich die Wissenschaftler, einen Grol3-
teil der Tierversuche ersetzen und somit eine sicherere Entwicklung von Medikamenten
gewahrleisten zu konnen [95]. Im Bereich der Angiogenese-Forschung werden in diesem
Modell jedoch weiterhin unterschiedliche Zellchargen eingesetzt, die auf Bestandteile der
extrazellularen Matrix ausgesat und mit kommerziell erhaltlichen Kultivierungsmedien
kultiviert werden [86, 136]. Bezug nehmend auf die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
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ware daher zu Uberprifen, ob die ermittelte angiogene Potenz auch in diesem Modell
durch die verschiedenen Faktoren beeinflusst wird.

Die Absicherung der angiogenen Potenz humaner mikrovaskularer Endothelzellen in vitro
koénnte vereinfacht werden, wenn es daflir spezifische Marker gabe. Bisher befassen sich
nur wenige Wissenschaftler mit dem Ziel, Marker fir angiogene Endothelzellen zu etab-
lieren, um diese vorab schneller identifizieren zu konnen.

Bei der Kultivierung humaner mikrovaskularer Endothelzellen aus dem Herz, der Lunge
sowie der neonatalen und adulten Haut in dem all-in-one-Modell nach Bahramsoltani und
Plendl [11] konnten Bahramsoltani et al. [15] eine Korrelation zwischen der angiogenen
Potenz dieser Zellen und deren Fahigkeit zur Synthese und Sekretion von Kollagen Typ
IV nachweisen. Diese Korrelation konnte auch in der zweiten Studie der vorliegenden
Arbeit beobachtet werden, in der ebenfalls humane mikrovaskuldare Endothelzellen der
neonatalen Haut in diesem all-in-one-Modell kultiviert wurden: Die nicht-angiogene En-
dothelzellkultur zeigte eine deutlich geringere Sekretion von Kollagen Typ IV und Laminin
als die angiogene Endothelzellkultur.

In einer weiteren Studie untersuchten Bahramsoltani et al. [14] das Proteinexpressions-
profil humaner mikrovaskularer Endothelzellen aus dem Herz, der Lunge sowie der ne-
onatalen und adulten Haut, die zuvor eine Woche lang in dem all-in-one-Modell [11] kulti-
viert wurden. Dabei konnten sieben Proteine, unter anderem Vimentin, ermittelt werden,
die ausschlieRlich von den angiogenen Endothelzellkulturen exprimiert wurden. Aufgrund
der Tatsache, dass Vimentin von angiogenen Endothelzellen sowohl in vitro als auch in
vivo exprimiert wird, kdnnte es als positiver Marker flr angiogene Endothelzellen dienen
[14, 36, 103, 134].

Engelse et al. [48] und Silva et al. [122] untersuchten das Genexpressionsprofil unter-
schiedlich angiogener Endothelzellen innerhalb einer Kultur. In beiden Studien wurden
humane mikrovaskulare Endothelzellen aus der Haut durch proangiogene Wachstums-
faktoren dazu stimuliert, kapillardhnliche Strukturen in eine dreidimensionale Fibrinmatrix
auszubilden, um auf diese Weise eine Isolierung der angiogenen Endothelzellen in den
kapillarahnlichen Strukturen getrennt von den nicht-angiogenen Endothelzellen im Mo-
nolayer zu ermoglichen. Engelse et al. [48] konnten nachweisen, dass in den angiogenen
Endothelzellen die Expression von CDC42GAP reduziert war. CDC42GAP (pS0RhoGAP)
ist ein GTPase-aktivierendes Protein, das CDC42 (Cell Division Control Protein 42) inak-
tiviert [124]. CDC42 reguliert die Ausbildung von Filopodien und ist an der Lumenausbil-
dung beteiligt. Eine Uberexpression von CDC42GAP in den kultivierten Endothelzellen
fuhrte zu einer verminderten Ausbildung kapillaréahnlicher Strukturen, wahrend die unter-
drickte Expression von CDC42GAP die Ausbildung kapillarahnlicher Strukturen verstark-
te. Das Expressionsprofii von CDC42GAP sowie vermutlich weiterer RhoGTPase-
Regulatoren, wie p73RhoGAP und p68RhoGAP, kénnte dazu genutzt werden, angiogene
von nicht-angiogenen Endothelzellen innerhalb einer Kultur zu unterscheiden [5, 129].
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Silva et al. [122] konnten in ihrer Studie nachweisen, dass die angiogenen Endothelzellen
im Vergleich zu den nicht-angiogenen Endothelzellen eine deutlich geringere CD 143-
Expression aufwiesen. Nach einer Transplantation von Endothelzellen mit geringerer CD
143-Expression in ein ischamisches Gewebe bildeten diese deutlich mehr Blutgefalle aus
als unsortierte Endothelzellen. Somit kénnte eine geringe CD 143-Expression ebenfalls
als Marker fur angiogene Endothelzellen innerhalb einer Zellkultur eingesetzt werden.

In Kombination mit Endothelzellmarkern konnten die Ergebnisse dieser Studien der Iden-
tifikation angiogener Endothelzellen dienen [14]. Jedoch ist auch hierbei wieder zu be-
rucksichtigen, dass diese Ergebnisse bisher lediglich auf die in den jeweiligen Studien
verwendeten Zellen und Kultivierungsbedingungen zurickgefuhrt werden koénnen. Far
einen erfolgreichen Einsatz als universelle Marker fir angiogene Endothelzellen muss
daher sichergestellt werden, dass diese Ergebnisse unter Verwendung anderer Zellchar-
gen sowie Kultivierungsbedingungen reproduzierbar sind.

9.2. Schlussfolgerungen

In der vorliegenden Arbeit wurde die Untersuchung der Einflussfaktoren auf die angioge-
ne Potenz kultivierter Endothelzellen lediglich in einem Angiogenese-Modell durchge-
fuhrt, dennoch konnte deutlich gezeigt werden, dass die angiogene Potenz kultivierter
Endothelzellen und somit das Ergebnis von in vitro-Studien zur Angiogenese entschei-
dend davon abhangen kann, welche Endothelzellen verwendet und unter welchen Bedin-
gungen sie kultiviert werden.

Demnach darf nicht automatisch davon ausgegangen werden, dass jede Endothelzelle,
die endotheliale Marker exprimiert und mit proangiogenen Kultivierungsmedien in einem
beliebigen Angiogenese-Modell kultiviert wird, zur Angiogenese stimuliert werden kann
und somit angiogen ist.

Es sind weitere Untersuchungen, auch unter Verwendung anderer Angiogenese-Modelle
und Zellchargen, notwendig, um ein besseres Verstandnis flr die Zusammenhange, vor
allem in Bezug auf die phanotypischen Veranderungen der Endothelzellen sowie eine
mogliche Beteiligung vaskularer Progenitorzellen, entwickeln zu kdnnen. Die Etablierung
universeller Marker stellt eine vielversprechende Mdoglichkeit dar, angiogene von nicht-
angiogenen Endothelzellen unterscheiden zu konnen.

62



Zusammenfassung

10. Zusammenfassung

Einflussfaktoren auf die angiogene Potenz humaner mikrovaskularer Endothelzel-
len in vitro

Bei der Entwicklung anti-/angiogener Therapien werden erste Versuche hinsichtlich der
Wirksamkeit einer Substanz in in vitro-Modellen durchgefihrt. Dafiir ist es erforderlich,
dass isolierte Endothelzellen bei der Kultivierung in einem Angiogenese-Modell durch
den Einsatz eines proangiogenen Kultivierungsmediums aktiviert und zur Angiogenese
stimuliert werden kdnnen.

Bei der Kultivierung humaner mikrovaskularer Endothelzellen unterschiedlicher Organe
und Firmen in einem all-in-one-Modell [11] beobachteten Bahramsoltani und Plendl [12],
dass diese Zellen trotz Kultivierung in proangiogenen Kultivierungsmedien deutliche Un-
terschiede hinsichtlich ihrer angiogenen Potenz aufweisen kdénnen. Daher war das Ziel
der vorliegenden Arbeit, potentielle Einflussfaktoren auf die angiogene Potenz humaner
mikrovaskularer Endothelzellen in vitro systematisch zu untersuchen.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestatigen, dass kultivierte Endothelzellen prag-
nante Unterschiede hinsichtlich ihrer angiogenen Potenz aufweisen kdnnen. Diese wur-
den sowohl zwischen Endothelzellen unterschiedlicher Organe als auch unterschiedlicher
Zellspender sowie zwischen Endothelzellen innerhalb derselben Kultur beobachtet. In der
Auspragung ihrer angiogenen Potenz kdnnen sie dabei mafigeblich durch die Kultivie-
rungsbedingungen beeinflusst werden. Die Beobachtungen aus den letzten beiden Stu-
dien der vorliegenden Arbeit deuten zudem darauf hin, dass bestimmte Endothelzellen
sogar dazu in der Lage sind, vermutlich als Reaktion auf die Kultivierungsbedingungen,
ihren Phanotyp zu andern und die Funktion nicht vorhandener Zellen, wie zum Beispiel
Perizyten, vaskularen Myozyten oder Makrophagen zu tbernehmen. Demnach kann an-
genommen werden, dass die angiogene Potenz einer Endothelzelle das Resultat einer
Interaktion dieser Zelle mit ihrer Umwelt ist, so dass die Ergebnisse von in vitro-Studien
zur Angiogenese in erster Linie von der verwendeten Endothelzellcharge sowie den Kul-
tivierungsbedingungen abhangen. In Anbetracht des mannigfaltigen Angebots an unter-
schiedlichen Zellchargen sowie Kultivierungsbedingungen stellt sich daher die Frage,
inwiefern in vitro-Studien zur Angiogenese sicher reproduzierbar sind. Wissenschaftliche
Veroffentlichungen Uber nicht-angiogene Endothelzellen gibt es kaum. Dies gibt Grund
zur Annahme, dass bei der Durchflihrung von in vitro-Studien zur Angiogenese der Ein-
satz unterschiedlicher Endothelzellchargen sowie Kultivierungsbedingungen als Einfluss-
faktoren auf die angiogene Potenz kultivierter Endothelzellen nicht ausreichend bertck-
sichtigt und Studien zur Reproduzierbarkeit nicht durchgefihrt wurden, infolgedessen es
woma@glich zu falsch-positiven/-negativen Ergebnissen gekommen sein kénnte.

Die vorliegende Arbeit verdeutlicht, dass Ergebnisse aus in vitro-Studien zur Angiogene-
se ausschlieBlich auf die in der jeweiligen Studie verwendeten Zellen und Kultivierungs-
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bedingungen bezogen werden dirfen. Es ist dringend erforderlich, die gewonnenen Er-
gebnisse validierten Kontrollen zu unterziehen und in weiteren Modellen, auch unter
Verwendung anderer Zellchargen, zu bestatigen.

Die vorliegende Arbeit hebt ebenfalls deutlich die Relevanz der Veroffentlichung negati-
ver Ergebnisse hervor, um auf derartige Beobachtungen in in vitro-Studien zur Angioge-
nese aufmerksam machen zu kénnen.

Die Tatsache, dass sich kultivierte Endothelzellen trotz Einsatz eines proangiogenen Kul-
tivierungsmediums als nicht-angiogen erweisen konnen, muss bei der Durchfihrung von
in vitro-Studien zur Angiogenese unbedingt berucksichtigt werden.

Die Etablierung universeller Marker kénnte eine Unterscheidung angiogener von nicht-
angiogenen Endothelzellen ermdglichen.

11. Summary

Influences on the angiogenic potency of human microvascular endothelial cells in
vitro

In the development of anti-/angiogenic therapies, initial tests concerning the effectiveness
of a substance are performed in in vitro assays. For this purpose, it is necessary to acti-
vate and stimulate isolated endothelial cells to angiogenesis by using a proangiogenic
growth medium in an angiogenesis-assay for their cultivation.

Bahramsoltani and Plendl [12], however, illustrated in an all-in-one-assay [11] that culti-
vated human microvascular endothelial cells of different organs and distributors can show
noticeable differences concerning their angiogenic potency, despite cultivation in proan-
giogenic growth media.

Therefore, the aim of the present thesis was the systematic investigation of potential in-
fluences on the angiogenic potency of human microvascular endothelial cells in vitro.

The results of the present thesis confirm that cultivated endothelial cells display distinct
differences in regard to their angiogenic potency. Differences were observed between
endothelial cells of different organs as well as different cell donors, and between endothe-
lial cells within the same cell culture. In manifestation of their angiogenic potency, endo-
thelial cells are decisively influenced by the cultivation conditions. Observations from the
two last studies of this thesis indicate that certain endothelial cells are able to alter their
phenotype and to take on the role of cells which are not present, like pericytes, vascular
myocytes or macrophages, presumably in answer to the cultivation conditions. Thus, it
can be assumed that the angiogenic potency of cultivated endothelial cells is the result of
the interaction of these cells with their environment, so that findings of in vitro-studies of
angiogenesis can primarily depend on the used cell batch as well as the cultivation condi-
tions. Considering the various range of different cell batches as well as the different culti-
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vation conditions available, the question arises whether in vitro-studies in angiogenesis
research are reproducible in a reliable manner. There are hardly any scientific publica-
tions concerning non-angiogenic endothelial cells. This gives reason to believe that in
previous studies, the influence on the angiogenic potency of cultivated endothelial cells
by using different endothelial cell batches as well as cultivation conditions were not taken
adequately into account, and that reproducibility studies were not performed. Conse-
quently, the results of in vitro-studies could be misinterpreted.

The present thesis shows that the results of in vitro-studies concerning angiogenesis may
only be interpreted within the scope of the cell batches and cultivation conditions used. It
is necessary to further validate the results using different assays, such as validated con-
trol assays, and cell batches.

Furthermore, the present thesis clearly indicates the relevance of the publication of nega-
tive results in order to illustrate such observations in in vitro angiogenesis studies.

The fact that cultivated endothelial cells may turn out to be non-angiogenic despite appli-
cation of a proangiogenic growth medium must be taken into account when performing
angiogenesis in vitro-studies. The establishment of universal markers could enable a dif-
ferentiation between angiogenic and anti-angiogenic endothelial cells.
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