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1. Einleitung und Zielsetzung

Alle Blutgefélie des Kreislaufsystems sind auf ihrer Innenseite von vaskuldrem
Endothel ausgekleidet. Dieses seit den grundlegenden Untersuchungen der
Anatomen Henle®® (1841), Kolliker™® (1855), Frey® (1859), Langer®” (1865) und
His® (1865) bekannte Gewebe wurde zunachst lange Zeit nur als eine
cellophanéhnliche Deckschicht ohne ausgepragte Eigenaktivitét angesehen, well
es be aleniger lichtmikroskopischer Untersuchung nur wenig strukturiert
erscheint. Auch nach stérkerer Nutzung elektronenmikroskopischer Verfahren
ab etwa 1950 &nderte sich diese Sicht nicht wesentlich, obgleich es durch
Einsatz spezieller Kontrastierungs- und Schneideverfahren gelang, nun viele
ultrastrukturelle Details vaskuldrer Endothelzellen herauszuarbeiten, die — wie
zum Beispiel das weitverzweigte rauhe endoplasmatische Retikulum der
typischen Endothelzelle — auf eine erhebliche Stoffwechselaktivitdt hinweisen.
AulRerdem stechen auch morphologische Verschiedenheiten des Endothels in
den Endstrombahnen der einzelnen Organe ins Auge, die unterschiedliche
Kapillarformen  bedingen.  Darauf  fulend  wurden  verschiedene
Klassifizierungsschemata fir die entsprechenden Mikrogefal3e entwickelt1556.64,

Aber auch das Endothel der Arteriolen, die das Blut in ihre jeweils zugeordneten

Arteriole
¢'§ Capillaren

Met- Kleine
arteriole Hauptstrombahn Venole
Arterio- g i
venbse Pracapl"are
Anastomose Sphinctere

Abb. 1: Ausschnitt aus einem mikrovaskularen GefaRnetz162,



Kapillarnetze leiten, unterscheidet sich schon in rein histologischer Sicht vom
kapilldren Endothel, und dieses wiederum vom Endothel der nachgeschalteten,
das Blut aus den Kapillarnetzen abfiihrenden Venulend+130.134,147,

Gegenilber  Endothelzellen  mikrovaskuldren  Ursprungs zeichnen sich
Endothelzellen aus grofReren Blutgefélien (Arterien und Venen) durchweg durch
hohe Konzentrationen eines sehr charakteristischen Organellums, sogenannte
» Weibel-Palade-Korperchen” aus, die sonst nur noch in den Blutplattchen
vorkommens30:3684168  |m Gegensatz zu den Endothelgeweben mancher
Kapillararten sind die Interzellularspalten der Endothelauskleidung grofer
Blutgefal3e (Arterien und Venen) durchweg durch einen hohen

Organisationsgrad ihrer junktionalen Komplexe charakterisiert.

Zusammenfassend zu diesem kurzen, rein histologischen Exkurs soll aso die
Moglichkeit angedeutet werden, dald es sich beim vaskul&ren Endothel in seiner
Gesamtheit weniger um ein einzelnes Gewebe, als vielmehr um ein aus
verschiedenen Endothelgeweben bestehendes Organ handeln kénnte. Um den
anatomischen Begriff ,,Organ” vollkommen auszufiillen, wére allerdings auch
noch der Nachweis spezifischer Funktionen in den Endothelzellgeweben der
verschiedenen Kreislaufprovinzen vonnoten, die alle einer Ubergeordneten
Aufgabe dienen: in diesem Fall dieser, ein idealer, das Blut ubiquitdr im Korper
verteilender, Thrombosen stéandig vorbeugender und die Durchblutung auch
aktiv mitregelnder Behdlter zu sein. Aullerdem sollte ein in zahllose
Kapillarprovinzen ausgedehnter, bis an die Korperoberflache ausgebreiteter und
daher nicht nur extrem verletzungs-, sondern auch infektionsgefahrdeter ,,ideal er
Blutbehdlter* auch Uber immunologische Abwehrmoglichkeiten verfigen,
beziehungswei se diese rekrutieren konnen. Man erkennt schon jetzt, wie wichtig
eine weitere Untersuchung der einzelnen Endothelspezifitdten auch in
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medizinischer Hinsicht ware. Allerdings sind Untersuchungen zur Aufkl&rung

solcher Funktionen in situ kaum oder nur sehr schwer durchzufiihren.

Im Jahre 19732 wurde zum ersten Mal beschrieben, wie sich menschliche
vaskulére Endothelzellen aus einem langen, unverzweigten Gefa (V.
umbilicalis) auf relativ einfache Weise isolieren und anschlief3end in komplex
zusammengesetzten  Kulturmedien  zichten lassen.  Seither  wurden
Endothelzellen auch aus anderen, vorwiegend grofen Blutgefaen in
Gewebekultur gebracht4/48103139 - Nun kann unter definierten in vitro —
Bedingungen im Prinzip tatséchlich untersucht werden, was sich bisher nur von
einigen waeltsichtigen Forschern in funktioneller Hinsicht spekulieren lief3.
Aufgrund vieler Studien ergab sich mittlerweile, dal3 der in mikroskopischer
Hinsicht eher durch ene monotone Ultrastruktur gekennzeichnete
Endothel zel ltypus — unabhangig von seiner speziellen vaskularen Lokalisation —
in biochemischer Hinsicht stets Uberraschend komplex ausgestattet ist. Eine
grol3e Palette von membrangebundenen Enzymen, Transportern und Rezeptoren
machen alle vaskularen Endothelgewebe zu leistungsfahigen biochemischen
Grenzflachenkatal ysatoren, die einen grofl3en Einflul® auf die Zusammensetzung
des Blutes nehmen’4. AulRerdem verfiigt das Endothel auch Uber einen lebhaften
intrazelluléren Stoffwechsel, der durch hauptsachlich glykolytisch bereitgestellte
Energie angefeuert wird3!. Besonderes Gewicht erhalten diese Gegebenheiten in
den mikrovaskuléren, vor allem den kapill&ren und venularen Gefal3provinzen.
Dort steigt der Quotient aus Endotheloberflache und Blutvolumen auf
Spitzenwerte um 5000 cm?® an: jeder Milliliter (in hunderten solcher
Mikrogefdde) vorhandenen Blutes steht aso mit einer endothelialen
Katalysatorflache von 5000 cm? in engstem Kontakt!14,
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Abb. 2 verdeutlicht noch einige weitere £ % Rt T i
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gewordener biochemischer Analytik,

und hochspezifischer immunologischer

Farbeverfahren lassen sich mittlerweile

einige Belege dafir finden, dal3 das En- -querschnitt in  verschiedenen
. . . . Gefal3provinzen des Kreslauf-
dothel in seinen verschiedenen Gefal3- systems ss.

provinzen ale Aufgaben wahrnimmt, die es in seiner Gesamtheit tatséchlich zu
einem idealen Behdlter fUr das Blut machen (siehe oben).

Alle Endothelgewebe des Koérpers haben zunéchst einmal einen gemeinsamen
funktionellen Nenner: ihre vielschichtig ausgepragte, durch aktive
Stoffwechselleistungen kontinuierlich aufrechterhaltene Antithrombogenitét. Sie
sichert auf aktiv betriebene und komplex angelegte Weise die elementarste
Anforderung an den oben erwdhnten ,idealen Blutbehdlter des Korpers':
namlich das Blut fllssig und damit Gberhaupt immer wieder verteillungsfahig zu
machen und zu halten.

Wie Abb. 3 zeigt, spielt sich die endotheliale Antithrombogenitét auf drei
Funktionsebenen ab®%163, | Antiaggregatorische®, aso Plattchen-hemmende
Endothelaktivitdten betreffen die sténdige Synthese und Abgabe von Adenosin,
Prostazyklin  PGIl, und Stickstoffmonoxid. ,Antikoagulatorische®, also

Abb. 2: Gesamtoberflache, -volumenund



gerinnungshemmende Endothelfunktionen ful3en auf der standigen Freisetzung
von Tissue Factor Pathway Inhibitor (TFPI), der Bindung und Aufnahme aktiver
Gerinnungsfaktoren aus dem Plasma tiber Heparin/Antithrombin 111 — Komplexe
in die Endothelzellen, und der Aktivierung von Protein C, das die aktivierten
Gerinnungsfaktoren V, und VIII, proteolytisch inaktiviert. Schliefflich verflgt
das Endothel Uber stimulierbare Synthese von Plasminogenaktivator vom
Gewebetyp auch noch ber eine stark ,, profibrinolytische®, also Fibringerinnsel
aufl6sende Potenz.

Intakte
GefiiBwand

Verletzte
Gefiilwand

Blut

Entziindungs-
mediatoren

Peptide | 4~
% Tx Az
a
&x

ADP :
Lr le—|

PAF ﬂ

Wirkebenen Endothelzellen

‘*7771 L = _Tl &——_'“ glatte Muskelzellen

: : , : S— Perizyten
antiaggregatorische antikoagulatorische profibrinolytische

Abb. 3: Schematische Darstellung antithromogener Endothelfunktionen auf drei
Wirkebenen (Das Schemawurde der Dissertationsschrift meines Kollegen Martin
Thallmair 1ss enthnommen).



Auch die strikte und gegen die herrschenden Scherkrdfte an  der
Endothel oberflache standig aktiv zu behauptende Geschlossenheit des vaskuldren
Endothelverbandes ist noch as ene wesentliche Komponente der
Antithrombogenitdt jeder gesunden Gefd3wand anzufihren: denn in
unmittelbarer Nachbarschaft zum Blutstrom — haufig in den Kapillarbereichen
nur durch das hauchdiinne Endothel vom Intravasalraum abgetrennt — sind stark
prothrombogene Strukturen angeordnet®, die im Falle einer Verletzung die
|ebenswichtige Aufgabe besitzen, mdglichst rasch die Hamostase herbei zuftihren.
Neben Strukturproteinen wie den verschiedenen Kollagenarten, dem Fibronektin
und dem von Willebrand Protein als Aktivatoren und Bindungspartner der
Plattchen kommt im Zusammenhang mit der Hamostaseinduktion vor allem dem
Gewebefaktor?? eine entscheidende Rolle zu. Alle physiologisch und klinisch
relevanten Koagulationsprozesse werden heutzutage auf den Kontakt des Blutes
mit diesem biochemisch und molekularbiologisch gut charakterisierten
Membranprotein zurtickgefthrt, das rasch zur Bildung von Thrombin fuhrt und
damit nicht nur eine schnelle und kréftige Aktivierung der Plattchen bedingt,
sondern auch die Formung stabiler Fibrinkoagel®l. Einige Ergebnisse weisen
darauf hin, dal3 Gewebefaktor in besonders hoher Konzentration auf den
mikrovaskuldren Perizyten exprimiert wird, die sich den in jedem Organgefiige
ubiquitéar verbreiteten Kapillaren und Venulen auf ihrer adventitiellen Oberflache

anschmiegen?114 (vgl. auch Abb. 7).

Weitere im Rahmen seiner Blutbehdlterfunktion wichtige Funktionen entfaltet
das vaskuldre Endothel physiologischerweise aber nur in ganz bestimmten
Abschnitten der Mikrozirkulation. Zum Beispiel spielt das Endothel der Arterien,
ganz besonders der Arteriolen eine wesentliche Rolle an der Blutfluf3- und damit
Blutdruckregulation. So wird die vasodilatierende Wirkung einer ganzen Reihe
intravaskuldr unter verschiedenen Bedingungen gebildeter oder anfallender
Substanzen durch endotheliale Synthese und basale Freisetzung von
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Stickstoffmonoxid vermittelt. Oft wirken dieselben Substanzen bei adventitieller
Applikation — dann Uber glattmuskulére Rezeptoren und Signaltransduktions-
systeme vermittelt — jedoch als Konstriktoren: ein Effekt, der friher in der
Pharmakologie als , paradoxe Wirkung“ bestimmter vasoaktiver Substanzen —
wie zum Beispiel von Acetylcholin — diskutiert wurde®354125, Auf3erdem kdnnen
arteriolare und wohl auch kapillare Endothelzellen Uber elektrische Synapsen
(gap junctions) Potentidle an Nachbarzellen vermitteln, Uber analoge
,myoendotheliale Zellverbindungen* ebenfalls auf elektrotonischem Wege
sogar auch an die benachbarte Arteriolenmuskulaturl44368141.145147.164  |mmer
starker ergibt sich beim Lesen entsprechender Fachliteratur der Eindruck, dal3
im wahrsten Sinne des Wortes in den Organen ein ,, mikrovaskuléres Internet”
existiert, das unter entscheidender Beteiligung des vaskuldren Endothels einer
standigen und sofortigen Feineinstellung der Organdurchblutung dient,
maoglicherwel se aber auch noch der Regulation anderer vaskulérer Funktionen.

Neben einer immer deutlicher werdenden Involvierung in die eben erwdhnte
BlutfluRregulation, hat das kapillare Endothel in seinen verschiedenen
Organprovinzen vor allem die zentrale Funktion, den Stoffaustausch zwischen
dem Intra- und Extravasalraum zu steuern und auf diese Weise die Ausbildung
ganz spezieller interstitieller Milieus in den Parenchymgeweben — zum Beispiel
in der Wand grof3erer Blutgefalle — zu ermdglichen. Auch hier hat sich langst
erwiesen, dal? die entsprechend spezialisierten Endothelgewebe alles andere sind
as passive Diffusionsbarrieren. Vielmehr wird der Stoffaustausch — wie Abb. 4
und 5 stark vereinfacht zeigen — auf mehreren moglichen Routen durch die
jeweilige endotheliale Gewebearchitektur vorgegeben und, wie ebenfalls immer
deutlicher wird, Uber bestimmte Transportmechanismen fein reguliert. In den
kontinuierlichen, extrem dichten Kapillaren fast aller Teile des Gehirns gibt es
jedoch kaum parazellulére oder vesikulére Transportwege (vgl. Abb. 4 und 5).
So kann —um ein Beispiel zu nennen — Glukose nur dann vom Blut ins Gehirn



gelangen, wenn das Endothel der Hirnkapillaren auf seiner apikalen und basalen
Oberflache spezielle Membrantransporter (vom Typ Glut-1) zur Verfigung
stellt1o.

dinnes Endothel dickes Endothel

Passage durch
Fenestrationen mit Diaphragma

transzellulare Diffusion
(lipididsliche Stoffe)

- kontinuierfich
(2.B. Skelettmuskel)

transzelluldrer Kanal
durch Vesikelfusion

Passage durch
Interzellularfuge
(parazellular)

Basalmembran

GefiilRendothel s &
Abb. 4: Wege der Stoffpassage durch Geféaliendo- " perpiot

thelss. Nicht im Schema dargestellt . R gt
sind Membrantransporter, die in kontinu- ABD. 5: Verschiedene Kapillartypenss

ierlichen Kapillaren (siehe Abb. 5) die
hauptséchlichen transendothelialen Stoff-
austauschrouten darstellen.

Versucht man, auch dem venularen Endothel (venula = lat. Verkleinerungsform
von ,Vena') in aller Knappheit herausragende physiol ogische Spezialfunktionen
zuzuordnen, stofd man auf seine im wahrsten Sinne des Wortes richtungs-
weisende Beteiligung bel der Rekrutierung der Immunabwehr. Diese realisiert
sich auf zwel sehr unterschiedlichen funktionellen Ebenen: zum enen ist
speziell das venuldre Endothel durch eine aufféllige Kontraktilitdt gekenn-
zeichnet®?, zum anderen zeichnet sich venuldres Endothel vor allem auch
dadurch aus, dal3 es — durch den Kontakt mit Entziindungsmediatoren, wie zum
Beispiel PAF, induziert — zur schrittweisen Entfaltung vieler heute genau dif-
ferenzierbarer Leukozyten-adh&sionsproteine befahigt ist (vgl. Abb. 6)

3,91,92,105,120,121,122,138,143,148,149,154



W | ¢ D Abb. 6:
Initialer Kontakt und “Rolling” # Faste A » T o Das 4-Sthen-M Ode” der Re-
krutierung von Leukozyten,
dargestellt fur die Rekrutie-
rung neutrophiler Granulo-
zytens. Im Verlauf hier
nur  angedeuteter  Inter-
| aktionen spezifischer endo-
thelialer und leukozytérer
- Membranstrukturen wird ein
immer intensiver werdender Kontakt zwischen den beteiligten Zellarten hergestellt. Im
Endeffekt wird so die Emigration der Leukozyten durch die aktiv gedffneten Zell-
gpalten des venul&ren Endothels ermoglicht.

Endothel

Vor dem Hintergrund dieser neueren funktionellen Erkenntnisse erscheint es
erstaunlich, dal3 in der Literatur heute immer noch fast ausschliefdlich von ,,dem
Endothel“ oder ,dem Endothelgewebe® gesprochen wird und funktionell
ausgerichtete, oft auf spezielle Strombahnen (Uberwiegend arterielle und
arterioldre) zielende Aussagen fast ausschliefdlich auf experimentellen
Untersuchungen basieren, die vorwiegend in Kulturen von Zellen aus der V.
umbilicalis durchgefiihrt werden und die deshalb nicht unbedingt zuverl&ssige
Aussagen Uber typische arterielle oder arterioldre Endothelfunktionen machen
konnen. Dies hat sicherlich zundchst einmal methodische Grinde, weil sich
Nabel schnurvenenendothel relativ einfach isolieren und zichten 1&3t. Ein wenig
besteht in der Literatur aber auch die Tendenz, unangenehme (weil mit ungleich
hoheren experimentellen Anforderungen verbundene) Sachverhalte zu
verdréngen. So besteht moglicherweise die Gefahr, dal3 durch Bevorzugung der
Untersuchungen von Endothelzellen makrovaskuléarer Herkunft wichtige
funktionelle Aspekte der Mikrozirkulation verloren gehen, vor alem was die
Speziadisierung und die daran erwachsende Kooperativitdt der verschiedenen
GefaRsegmente anbelangt. Uberblickt man die entsprechende Fachliteratur, wird
bisher tatsachlich nur sehr wenig diskutiert und im Rahmen physiologischer und
pathophysiologischer Funktionsmodelle in Erwdgung gezogen, dald es en
Zusammenwirken der verschiedenen Mikrogefal3strecken im Rahmen wichtiger
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Abb. 7:

Schematische Darstellung architektonischer
Zusammenhénge im Bereich der Endstrom-
bahnen des Koronarsystems des Meer-
schweinchens.

a) Kleinste funktionelle Einheit des Koronar-
systems. Eine zufihrende Endarteriole mit
zugehtrigen Kapillarnetzen und einer ab-
leitenden Venule.

Das vergrollerte Rahmenbild zeigt fir en
markiertes Mikrogefél3areal die adventitiell
angelagerten Perizyten, die in der Mikro-
vaskulatur des Herzens besonders zahlreich
sind (P = Perizyten, SMC = glatte Muskel-
zellen).

b) Dreidimensionale Darstellung mehrerer
kleinster Funktionseinheiten mit ihrer An-
bindung an zwel grofRere Zufihrungs-
arterien und eine Ableitungsvene zur Ver-
deutlichung der bizarren, Ingwerknollen-
dhnlichen Architektur der postkapilléaren
Venulenkonglomerate im M eerschweinchen-
herzen 2.
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Funktionskomplexe der Endstrombahnen geben kdnnte.

Hat man sich aber vor Augen, dal3 die Mikrozirkulationssysteme der Organe
nicht ausschliefdlich — wie es viele schematischen Darstellungen in Blichern und
Zeitschriften zundchst nahelegen (vgl. Abb. 7a) — zweidimensional aufgebaut,
sondern in Uberaus zahlreichen Ebenen einander dreidimensional zugeordnet
sind (vgl. Abb. 7b und die Abbildungsfolge im Dikussionskapitel 4.5.), so wird
sofort deutlich, dal3 raumlich bedingte sofortige Kooperationsmoglichkeiten
zwischen den verschiedenen Geféltypen mdglich sind, in denen dann gerade
auch die bisher vergleichsweise wenig erforschten Venulen wichtige Rollen
spielen. Wird zum Beispiel das hochspeziaisierte, kontraktile Endothel einer
Venule im Verlauf einer Infektion durch Freisetzungsprodukte eingedrungener
Bakterien aktiviert, kommt es zur Offnung seiner Zellspalten und es resultiert —
wie man von Beobachtungen blutperfundierter Endstrombahnen her schon
sicher weil — sofort ein entzindliches Odem. Dabei eingeschwemmte
Gerinnungsfaktoren konnten nun an der Oberflache der Perizyten auf den
umliegenden Kapillaren aktiviert werden und enen Gerinnungsprozef}
induzieren, der schliefdlich den Endzindungsherd (vor allem durch venulére
Mikrothrombosen) vom Ubrigen Kreislauf abklemmt. Tatsachlich ist den
Pathologen schon lange bekannt, dal3 das Zentrum eines akuten
Entzindungsherdes fast immer von der Durchblutung ausgenommen ist (in den
verfugbaren Lehrbtichern findet sich aber daflr nie eine Erklarung).
Normalerweise auf den Intravasaraum beschrankte, gefal3aktive und bei
intraluminaler  Applikation durch  Vermittlung des Geféliendothels
vasodilatierende Substanzen kdnnten in dieser Situation nun vom Interstitium
her an den umliegenden Arteriolen gefal3konstriktiv wirken. Solche Prozesse
wurden dann auch durch Freisetzungsprodukte der durch das venuldre Endothel
rekrutierten und in der Folge emigrierenden Leukozyten noch verstérkt.
Aul¥erdem wirde sich auch der in ddemattsem Gewebe hohe interstitielle Druck
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stark durchblutungsmindernd auswirken. In die weitere Umgebung dieses
Gewebebezirkes diffundierende Metabolite aus dem im Herdbereich nekrotisch
werdenden Gewebe, wie zum Beispiel hochkonzentriertes Adenosin oder
Kaliumionen, kénnten zu der ebenfalls in der Medizin schon lange bekannten
Hyperamie, beziehungsweise dem Schmerz in der Randzone um einen
Entzindungsherd fihren.

Immer mehr Bedeutung wird den venuldren Endothelzellen neuerdings auch im
Rahmen der hamatogenen Metastasierung bestimmter Tumoren beigemessen.
Dabei missen die Tumorzellen zunédchst in die Blutbahn enbrechen
(Invasionsphase) — bel  Sarkomen, follikuld&ren Schilddriisen- und
Nierenzellkarzinomen meist durch direkte Arrosion von Geféawanden, bel
anderen hdmatogen metastasierenden Tumoren haufig jedoch auch Uber den
lymphogenen Weg'?’. Einzelne maligne Zellen werden im Blut meist innerhalb
von 24 Stunden zerstort. Verklumpen jedoch mehrere Tumorzellen miteinander
und umgeben sie sich mit einem schiitzenden Fibrinmantel, so kdnnen sie als
Tumoremboli in der Blutbahn verschleppt werden und bleiben meist in
prakapillaren Arteriolen stecken (Embolisierungsphase). Wandern nun einzelne
Tumorzellen aus einem Tumorembolus aus, so kénnen sie in das postkapillare
Venulenbett gelangen. Die malignen Zellen kénnten nun mit den kontraktilen
und mit zahlreichen Oberflachenproteinen ausgestatteten venuldren
Endothelzellen in Interaktion treten und so eine aktive Offnung ihrer
interendothelialen Verbindungen veranlassen. Der Weg fir die Auswanderung
aus der Blutbahn wére dann frei (Implantationsphase).

Meist in vivo durchgefiihrte Untersuchungen haben allerdings schon gezeigt,
dal3 die maligen Zellen in der Regel andere Adh&sionsproteine nutzen as
auswandernde Leukozyten und dal3 das bei Leukozyten zur Adhasion fuhrende
sogenannte ,,Rolling“ bel Tumorzellen an der venuldren Endotheloberfléche
nicht stattfindet®1%6.159, Neuere Nachforschungen konnten bisher nicht gekannte
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Oberflachenantigene des venuldren Endothels ausmachen und durch deren
Blockade die erwartete Inhibition hdmatogener M etastasierung erreichen’t.

An diesen hier nur stark vereinfacht und noch sehr spekulativ dargestellten
Prozessen zeichnet sich die Mdglichkeit ab, dal3 besonders auch dem venuldren
Endothel in klinischer Hinsicht auf3erordentlich grofes, eine ndhere Erforschung
herausforderndes Interesse zukommt. Die wichtigste Vorbedingung zur
vertieften Untersuchung venulérer Funktionen unter reproduzierbaren in vitro
Bedingungen waére alerdings die selektive Isolierung und Kultivierung dieses
zundchst einmal schwer zugénglichen Endotheltyps unter Aufrechterhaltung
seiner charakteristischen Merkmale, damit entsprechende in vitro Studien unter
reproduzierbaren Bedingungen mdoglich werden. Dies wurde in der
Vergangenheit schon mehrfach versucht%314l die in der Literatur aufge-
fundenen Berichte Giberzeugen allerdings nicht sehr, da sie sich — wie Computer-
recherchen nahelegen — offenbar von anderen Untersuchern nicht reproduzieren
lief3en. AulRerdem |&M3t sich gegen diese Berichte heutzutage einwenden, dal3 die
entsprechenden Zellpraparate in immunologischer und zellbiologischer Hinsicht
nur ungentgend identifiziert und charakterisiert worden sind.

Die geschilderten Zusammenhange weckten in mir das Interesse, gerade diese
venuldren Endothelzellen selektiv zu isolieren, in Gewebekultur zu etablieren
und anschlief3end mit geeigneten mikroskopischen Methoden in Hinblick auf
ihre Interaktionen mit Blutzellen — vorwiegend neutrophile Granulozyten und
Plattchen — zu beobachten. Neutrophile Granulozyten und Thrombozyten lassen
sich akut durch Entzindungsmediatoren aktivieren und sie kooperieren aufs
engste in metabolischer Hinsicht%#41%, Es ist aber noch weitgehend unbekannt,
wie sie eventuell durch bestimmte Freisetzungsprodukte auch Einfluld auf
Endothelgewebe nehmen. Hochinteressant in  solchen Zusammenhangen
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erschien auch die Frage, ob und wie sich derartige zelluldre und humorale
Interaktionen pharmakol ogisch beeinflussen lassen.

Als Ausgangsorgan zur selektiven enzymatischen Isolierung von Venulen
beziehungsweise deren Endothel bot sich im Rahmen meiner geplanten
Untersuchungen das Meerschweinchenherz an, das am Physiologischen Institut
der Ludwig-Maximilians-Universitét seit langem als isoliert perfundiertes
Versuchspraparat zur Verfligung steht. Im Arbeitskreis von Professor Nees gibt
es dort aul3erdem langjahrige Erfahrung mit der Isolierung und Zichtung aller
moglichen Gefaldwandzellen. Aus dieser Arbeitsgruppe erhielt ich auch schon
vor Beginn meiner Experimente wertvolle Anregungen und Literaturhinweise.

Folgende Zielsetzungen wurden fur die vor diesem Hintergrund geplante
Dissertationsar beit schlief3lich formuliert:

1. Entwicklung geeigneter Methoden zur Isolierung venuldrer Endothelzellen
aus Meerschweinchenherzen.

2. Etablierung und Vermehrung dieser Zellen in Reinkultur.

3. Histochemische Identifizierung dieser Zellen.

4. lsolierung reiner Granulozyten aus Meerschweinchenblut zur Durchfihrung
der Interaktionsstudien im homologen System.

5. Aufbau  videomikrokinematographischer  Untersuchungssysteme  zur
Darstellung und Dokumentation kinetischer Zusammenhange.

6. Untersuchung der Wirkung ausgewahlter Flavonoide auf die Interaktion von
Blutkomponenten mit gezlichtetem venul&ren Endothel.

7. Versuch der Einbringung der gemachten experimentellen Beobachtungen in
ein venul&r dominiertes Funktionsmodell der Pathogenese akut entziindlicher
Zé€llinteraktionen.
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2. Material und Methoden

2.1. Chemikalien und Verbrauchsmaterial

Die folgenden Chemikalien und Materialien finden sich nach verschiedenen
Verwendungsaspekten geordnet. Die Bezugsfirmen sind jeweils alphabetisch
geordnet.

| solierung und Reinigung von Endothelzellen und | solierung von Gefalien

- Sterile Kulturschalen 35 mm und 60 mm von Falcon, Becton Dickinson,
Lincoln Park, USA;

- Digpase 11, Kollagenase D von Boehringer, Mannheim;

- Sterile2 ml, 5 ml, 10 ml, 20 ml Einmal spritzen und Kantlen von Braun,
Melsungen;

- Dulbeccos Modified Eagle Medium, Foetales Kalberserum (FCS), L-Glutamin,
Penicillin/Streptomycin von Gibco, Paisley, Schottland;

- Sterile 15 ml und 50 ml Zentrifugenréhrchen von Greiner, Frickenhausen;

- Viton- und Silikonschlduche von Labokron, Sinsheim;

- Carbogen®(95 % O,, 5 % CO,) von Linde, Miinchen;

- Sterilfilter Millex-GS (Porenwelite 0,22 um) von Millipore S.A., Molsheim,
Frankreich;

- Fragmin® (10.000 |.E./ml) von Pharmacia GmbH, Erlangen;

- Sephadex® G 75 von Pharmacia, Uppsala, Schweden;

- Endothelia Cell Basal Medium mit SupplementPack C-39210 (ECGS/H 2ml,
FCS 10 ml, hbFGF 0,5 ug/500 pl, HC 500 pug/500 ul, hEGF 0,05 pg/500 pl,
Amphotericin B 25 ug/500 ul, Gentamycin 25 mg/250 pl) von PromoCell,
Heidelberg;

- Faltenfilter von Schleicher & Schuell, Dassdl;

- Trypsin (1:250) von Serva, Heidelberg;

- Kreatin, Hepes (N-[2-Hydroxyethyl] piperazin-N’-[ 2-ethansul fonsaiire]),
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Percoll, D(-)Ribose, Rinderalbumin, Sililierungsmittel ,, Sigmacote”, Taurin,
Trypsin, Trypsininhibitor (1 mg inhibiert 1,7 mg Trypsin) von Sigma, $t.
Louis, USA;

- Rundfilter (Durchmesser 2,3 cm) von Whatman;

- Diverse Flavonoide im eingestel lten Gemisch des Medikaments,, VV enoruton®
der damaligen Zyma GmbH, Mnchen, heute: Novartis Consumer Health SA,
Nyon, Schweiz;

- Meerschweinchen (MS): Full Barrier von Harlan, Borchen;

Arterielle Blutentnahme vom Meerschweinchen und Isolierung von

Granulozyten und Plattchen

- Rompun 2 % von Bayer AG, Leverkusen;

- Adenosindesaminase von Boehringer, Mannheim;

- Natriumcitratlésung 3,13 % von Fresenius AG, Bad Homburg;

- Polyethylenschlauch (& 0,58 mm, REF. 800/110/200/100) von Hythe, Kent,
England,;

- Polymorphprep™ von Nycomed Pharma AS, Oslo, Norwegen;

- Ketamin-ratiopharm® 100 O.K. (50 mg/ml) von ratiopharm GmbH & Co, Ulm;

Videomikroskopie

- Flavonoidgemisch ,, VVenoruton®": siehe oben;

- Kamera-Kontroll-Einheit (Modell MC-1002) von AV T-Horn, Aalen;

- Thermostat von Buhler, Tlbingen;

- SVHS Videorecorder (Modell AG-6720A) von Panasonic;

- Formyl-methionyl-leucyl-phenylalanin (FMLP), Thrombin (From Human
Plasma) von Sigma, St. Louis, USA;

- Monitor (Modell PV M-1442QM) von Sony;

- Lichtmikroskop (Axiovert 35) von Zeiss, Oberkochen;
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I dentifizierung und Charakterisierung von Endothel und Gefaien

- N,N-Dimethylformamid, Dimethylsulfoxid (DM SO), Echtblausalz B, Fast
Blue BB Salz, Gly-Pro 4 Methoxy-B-Naphtylamid (Prolinpeptid), Naphtol AS-
MX Phosphat von Sigma, St. Louis, USA;

Alle weiteren Chemikalien in p. A.-Qualitat von Merck, Darmstadt.

2.2. Losungen
Die aufgefuhrten Losungen sind nach Verwendungsaspekten gegliedert und
nach ihren Anfangsbuchstaben al phabetisch geordnet.

I solierung und Reinigung von Endothelzellen und I solierung von Gefaien

- Dulbeccos-Medium (DMEM): Dulbeccos Modified Eagle Medium, L-Gluta-
min 2 mM, Penicillin 200 IE/ml, Streptomycin 20 pg/ml, FCS 10 % v/v;

- Earlsalzlsung (ES): NaCl 142 mM; KCI 5,4 mM; NaH,PO, 1 mM; MgSO,
0,8 mM; D-Glucose 5,5 mM in bidestilliertem H,O; eingestellt auf pH 7,4;

- Endothelia Cell Purification Solution | (ECPS I): Wirkstoff zur Entfernung
nichtendothelialer Zellen, von Prof. Nees zur Verfligung gestellt (Herstellung
beschrieben in 2.3.2.), angesetzt in PC

- Hepes gepufferte ES-Ldsung (HES): ES mit Zusatz von Hepes 25 mM;

- Krebs-Ringer-Spezial-L 6sung (KRS): NaCl 127 mM; KCI 4,6 mM; MgSO,
1,1 mM; KH,PO, 1,2 mM; Glucose 8,3 mM; NaHCO, 24,8 mM; Pyruvat
2 mM; Kreatin 10 mM; Taurin 20 mM; Ribose 5 mM; Asparaginsaure 2

min’

mM; L-Glutamin 2 mM; L-Arginin 1 mM und Harnséure 0,05 mM in bi-
destilliertem H,O;

- Kalziumhaltige Krebs-Ringer-Spezial-L dsung (KRS,,): KRS mit 2,5 mM
CaCl,;

- Percoll-Stamml6sung (90 %-ige Percolll6sung): 18 Volumenteile Percall,
1Teil Earlsalz(20x)-Konzentrat (NaCl 2,33 M; KCI 108 mM; NaH,PO, 20
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mM; MgSO, 16 mM; D-Glucose 110 mM; bidestilliertes H,O als L 6sungs-
mittel, keine pH-Einstellung), 1 Teil Hepes (20x)-K onzentrat (Hepes 500 mM;
Rinderalbumin 2 % w/v; bidestilliertes H,O als L dsungsmittel; Einstellung des
pH-Wertes auf 7,2);

- Weitere Percoll-Verdinnungen (73 %, 60 %, 52 %, 40 %, 30 %, 22,25 %, 20
%) wurden aus der Percoll-Stamml 6sung durch Zugabe von HES hergestel|t;

- Phosphat gepufferte physiologische Kochsalzlsung (PBS): NaCl 7,7 g/l
NaH,PO, 0,7 g/l, eingestellt auf pH 7,4;

- PromoCell-Vollmedium (PC): Endothelial Cell Basal Medium,
SupplementPack C-39210, FCS 10 % v/v, Penicillin/Streptomycin 2% v/v;

- PromoCéell-Minimamedium (PC . ): PC ohne FCS und ECGS/H;

- Proteasel 6sung I: Kollagenase D 1,0 mg/ml; Dispase Il 1,5 mg/ml; Trypsin 0,8
mg/ml und Rinderalbumin 1,5 mg/ml in KRS. Diein 2 ml KRS gel6ste Kolla-
genase wurde durch Saulenchromatographie und KRS al's Elutionspuffer
vorgereinigt: Durchmesser 26 mm, 14 cm Saulenbett aus Sephadex® G 75.
Nach einem Vorlauf von 14 ml wurden die néchsten 17 ml Eluat gesammelt.

min

- Proteasel 6sung I1: Kollagenase D 1,0 mg/ml (Vorreinigung analog zu
Proteasel 6sung I); Trypsin 0,8 mg/ml; Rinderalbumin 0,75 mg/ml; Flavonoide
100 uM und ASS 100 uM in KRS.

- Trypsi/EDTA: Trypsin 0,5 mg/ml und EDTA 0,2 mg/ml in PBS;

- Trypsininhibitorl6sung: 0,08 mg/ml Trypsininhibitor und 0,37 mg/ml CaCl, in
DMEM gel6st;

Arterielle Blutentnahme vom M eer schweinchen und Videomikroskopie
- ASS-L6sung: Acetylsalicylsdure 10 mM in ES;
- EDTA-L6sung: Athylendiamintetraessigsaure 50 mg/ml in PBS;
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2.3. Methoden

2.3.1. Enzymatische Dissoziation von Myokardgewebe und Anrecherung
von venuléren Endothelzellen aus M eer schweinchenher zen

Verwendet wurden 250-900 Gramm schwere M S entweder sofort im Anschlufl3
an die arterielle Blutentnahme oder nachdem sie durch Nackenschlag getétet
worden waren. Nach Eroffnung von Abdomen und Thorax wurde der
Herzbeutel abprdpariert und eine sterile Kanlle durch einen kleinen Einschnitt
bis kurz vor die Abgange der Koronararterien in die Aorta eingeftihrt und dort
mit einem Faden fixiert. Nun konnte das Herz exzidiert und mit dem bereits
durchstrémten Auslald des Durchlauferwdrmers (A) verbunden werden (vgl.
Abb. 24, die auch weitere Details dieser Methodik illustriert). Der Truncus
Pulmonalis wurde ertffnet. Das Koronarsystem wurde von nun an unter
gleichbleibend hohem Druck (160 mbar) mit unterschiedlichen Ldsungen
perfundiert: 5 min lang mit KRS, dann mit KRS. Nach dem Sistieren der
Herzaktion wurden die Lungenvenen moglichst distal ligiert, um auch bei spéter
unter der Einwirkung der Proteasen undicht werdenden Aorten- und
Mitralklappen eine dauerhafte Koronarperfusion zu gewdhrleisten. Gleich
danach wurde das kontinuierlich weiterperfundierte Herz in ein mit 30 %-iger
Percoll-Verdinnung (gleiche Dichte wie Ventrikelmyokard) gefilltes 50 ml
Zentrifugenrohrchen (C) Uberfahrt. Nach 15 sekindiger Perfusion mit
Proteasel 6sung | wurde Schlauchklemme (1) geschlossen und die peristaltischen
Pumpe (E) angeschaltet, so dal3 die Enzymlésung das vorher schon weit
aufgedehnte Koronarsystem mit 1 mi/min unter gleichem Perfusionsdruck
weiter durchstromte.

Nach 40 min Enzymperfusion wurde das Herz aus dem Falconréhrchen (C)
entnommen, rasch auf eine sterile Teflonplatte Uberfihrt, dort von der Kanlle,
groRReren Gefalen und Bindegewebe befreit und schliefdlich mit einer sterilen
Rasierklinge zerstlickelt. Eine vollstandige enzymatische Dissoziation der schon
sehr weich gewordenen Gewebebréckchen wurde innerhalb einer Stundeim
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Trichter (D) mit 42 ml frischer ProteaselOsung | erreicht, aufsteigende und im
engen Untertell des Trichters beim Hochsteigen geringe Scherkréfte austibende
Carbogenblasen forderten diesen Prozef3. Nach Filtration der Suspension durch
ein Nylonnetz (Porenweite 200 pum) wurde das Filtrat mit einem Fluf3 von ca. 50
ml/min einmal durch eine Kantle (G 20, 0,90 x 70 mm) passagiert, um speziell
die Venulen vollstéandig in ihre zellul&ren Komponenten zu zerlegen.

Nun wurde das Zellgemisch in einem 50 ml Zentifugenréhrchen mit 9 ml einer
90 %-igen Percoll-Verdinnung unterschichtet und 10 min bel 395 g
zentrifugiert.  Nach  Abgesaugen des Uberstandes wurde das
Zentrifugenréhrchen mit den auf der Percollschicht verbliebenen Zellen bis zur
20 ml Marke mit HES aufgefillt, zur Vermischung der Schichten geschuittelt,
nochmals durch eine 20 G Kanule gezogen und dann auf einen kontinuierlichen
linearen Percoll-Dichtegradienten aufgetragen, zu dessen Herstellung Abb. 8
weitere Einzelheiten zeigt (Ausgangsvolumen der 45 %-igen Percoll-Ldsung
betrug 37 ml, das der 20 %-igen Lésung 32 ml). Die Zellfraktionierung erfolgte
40 min lang bei 2500 U/min (g,,=1000 g). Bei auf 500 rpm reduzierter
Drehzahl konnte der Gradient durch Uberschichtung mit PBS Uber die
Zentralkanile ausgedriickt und in 5 ml Portionen gesammelt werden (zundchst
wurden die 2 ml der unterschichteten 90 %-igen Percoll-L 6sung abgesaugt und
verworfen). Unter mikroskopischer Kontrolle wurden die Fraktionen mit der
hochsten VEC-K onzentration (Ublicherweise Fraktionen 2 (0 7-12 ml) bis 5 ([
22-27 ml)) ausgewadhlt, 2 ma in DMEM gewaschen, in DMEM resuspendiert
und schliefdlich in Schalen ausgesét.
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Abb. 8: Mischung und Eintragen eines kontinuierlichen Dichtegradienten in den speziell fur
unsere Zwecke entwickelten Rotor der Hermle-Zentrifuge Z 323. Diese Abbildung
wurde mit geringfigigen Abanderungen mit freundlicher Genehmigung meines
Kollegen Martin Thallmair seiner Dissertationsschrift'>> entnommen.
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2.3.2. Reinigung von Primérkulturen venularer Endothelzellen

Die Kulturen (35 mm Durchmesser) wurden einen Tag vor der Reinigung mit
PC.,, versorgt. Nun wurden die Kulturen mit 0,5 ml ECPS | (Herstellung siehe
FuBnote) fur 45 min im Brutschrank inkubiert. Nach einer 40 mindtigen
Erholungszeit in PC mit Zusatz von Flavonoidgemisch (,, Venoruton®*) (3 x 10-
4 M) wurde die Kultur intensiv in einer in der Arbeitsgruppe Prof. Nees speziell
entwickelten, in Abb. 9 naher erlauterten, Zellwaschanlage gespllt (<, der
eingesetzten Kantle 0,8 mm, Abstand zur Zellschicht 4,5 mm, Spullésung PBS
mit Zusatz von 0,04 % Albumin, FluRrate 82 ml/min). Unter diesen
Bedingungen wurden die Fremdzellen selektiv vom Schalenboden abgel 6st und
abgesaugt, die Endothel zellen dagegen blieben haften. Nach dem Sptilen wurden
die Kulturen sofort mit PC Uberschichtet und ca. 3 Stunden im Brutschrank

inkubiert.

Herstellung von ECPS

ECPS wurde von Prof. Dr. Dr. S Nees (Physiologisches Institut der LMU, Minchen) zur Verfliigung gestellt.
Die Methodik zur Herstellung dieser Reinigungslésung soll im Folgenden kurz dargestellt werden:
StandardméaRig nach Nees et all12 angelegte und mit Fremdzellen iberwucherte Endothelzellkulturen wurden 4
Wochen nach Erreichen der Konfluenz mit Trypsin/EDTA aus ihren Schalen abgelést und die Zellen durch
Zentrifugation gewaschen. Anschlief3end erfolgte ein Zellaufschluf? in einem Dounce-Glas-Homogenisiergerét
(von Braun, Melsungen) in 0,25 M Saccharoselésung durch 50 Schldge mit dem Pigtill (0° C). Es folgte die
Isolierung der Plasmamembranen mit Hilfe von Ultrazentrifugation (Ultrazentrifuge L5-65 mit Ausschwingrotor
SW-56 von Beckmann, Miinchen: abgestellte Bremse, 27.500 rpm bzw. 70.000 g fir 70 min bel 4° C). Danach
wurden die Membranen bei 37° C fir 12 Sunden mit Phospholipase C in 0,1 M Tris/HCI-Puffer bei pH 7,0
inkubiert (10 1U Enzym pro Membranfraktion aus jeweils 108 Zellen in 10 ml Tris/HCI). Die gewonnene
Fraktion plasmalemnaler Phospholipide und Membranproteine wurde standardméfig 1:1 mit Freundschem
Adjuvanz als stabile Emulsion aufbereitet (Doppelkantlentechnik) und auf dem Riicken geschorener Kaninchen
als 200-pl-Aliquots an jeweils 10 Applikationsstellen pro Tier unter die Haut injiziert. Nach 2 und 4 Wochen
erfolgten in analoger Weise Wiederholungsimpfungen (,, Boosterungen®). Tiere mit nachgewiesenen hohen
Antikorper-Titern (Macini-Methode) wurden durch Genickschlag get6tet und anschlief3end durch Herzpunktion
entblutet. Die nach Thrombosierung des Blutes und anschlieRender Zentrifugation erhaltenen Seren wurden
zusammengefaldt und in 1-mi-Aliquots eingefroren (-80° C). Vor dem Einsatz fiir endotheliale Reinigungszwecke
nach der in der vorliegenden Dissertation beschriebenen Methodik wurden Aliquots aufgetaut, 1:2 mit
heparinisiertem Meerschweinchen-Poolplasma vermischt, anschliefend 1:10 mit PBS verdinnt, sterilfiltriert
und furr die Versuche eingesetzt.
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Anschliel3end wurden die VEC bei Raumtemperatur mit 0,5 ml Trypsin/EDTA
abgel 0st. Nach Zugabe von 2 ml Trypsininhibitorldsung (20° C) und homogener
Suspendierung der Zellen wurden die Schalen in den Brutschrank gestellt. Im
Zentrum der Schalen versammelten sich aufgrund der sich beim Aufwarmen der
Schalen ergebenden Konvektionsstrémung neben den Endothelzellen auch evtl.
noch in geringer Anzahl vorhandene Fremdzellen, letztere verklumpten rasch
miteinander. Die Fremdzellklimpchen konnten am néchsten Tag mit Hilfe von
Dispase I1-L6sung (Konzentration 10 mg/10 ml PBS, Inkubationszeit 30 min bel
37° C) und anschlieffende Spuilung entfernt werden.
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Abb. 9: Inder Arbeitsgruppe Prof. Nees speziell entwickelte Zellwaschanlage zur Reinigung
von Endothelzel Ikulturen. Diese Abb. wurde mit freundlicher Genehmigung meines
Kollegen Martin Thallmair seiner Dissertationsschrift>®> entnommen.
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2.3.3. Isolierung von Gefallen aus M eer schweinchenher zen

Bel 500 Gramm schweren Meerschweinchen wurde vor dem Versuch die A.

carotis communis kantliert - analog zur arteriellen Blutentnahme (2.3.4.). Uber

diesen Zugang wurden nun Fragmin (80 IE/kg KG), frisch angesetzte und steril

filtrierte Venoruton®-Losung (0,4 mg/kg KG) und ASS (0,9 mg/kg KG) in die

Aorta injiziert, um einer Schadigung der Gefdle durch aktivierte

Entzindungszellen und Gerinnungsprozesse vorzubeugen (Fragmin =

Gerinnungshemmer, ASS = Plattchenhemmer, Venoruton® = Endothel-

abdichtende Flavonoide).

Die anschlief3ende Entnahme und Perfusionsverdauung des Herzens erfolgte wie

bei der Isolierung von venuldrem Endothel (siehe 3.3.1. mit Abb. 24), allerdings

mit folgenden Abanderungen:

-Zusatz von Venoruton® 0,07 mg/ml und ASS 100 uM zu KRS, und KRS

-Verwendung von Proteasel 6sung |1 statt Proteasel Gsung |

-Entnahme des Herzens aus dem Falconréhrchen (C) bereits nach 30 min
Enzymperlfusion

-Im Trichter (D) wurde nicht die vollstandige enzymatische Dissoziation
abgewartet, sondern die Suspension wurde aus dem Trichter (D) entnommen,
sobald sich bel der mikroskopischen Kontrolle intakte, von Kardiomyozyten
befreite Gefalde zeigten (das 1. Mal nach ca. 15 min und dann ca. alle 10 min)

Je ein Tropfen der Gefal3suspension aus dem Trichter (,D“ in Abb. 24) wurde —
unter Anwendung moglichst geringer Scherkréfte — in die Mitte ener
Kulturschale (60 mm Durchmesser) pipettiert (Abb. 10 a). Nach Sedimentation
der Objekte wurde durch spiraférmige Bewegungen mit einem Glasspatel der
Durchmesser des Tropfens soweit vergrof3ert, dal® nur noch ein schmaler
Randstreifen des Schalenbodens unbenetzt blieb (Abb. 10 b). Nun wurden mit
Hilfe enes sterilen Glasstabes strahlenartige Verbindungslinien des
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FlUssigkeitsbereichs zum Rand der Kulturschale angelegt (Abb. 10 ¢) und dann
unter Kippen und Drehen der Schale die Flissigkeit vom Rand her moglichst
vollstandig abgesaugt (Abb. 10 d).

Nachdem die verschlossene und immer noch feuchte Schale 10 min in einer
Neigung von ca. 45° im Brutschrank gestanden hatte, wurden letzte Reste der
tberschiissigen FlUssigkeit abgesaugt und die Schale sofort auf eine eisgekihlte
Metallplatte gestellt. Ein Austrocknen der adh&renten Préparate mul3 unbedingt

a) o
IO

b AL R

) e

f)

FH35% .

Vernebler

d)

W

Abb. 10: Schematische Darstellung wichtiger Einzel schritte im Zuge der Adhérierung von
Mikrogefal3en aus Meerschweinchenherzen. a) Tropfen einer Gefal3suspension in
der Mitte einer Kulturschale (60 mm) b) Vergrof3erung der benetzten Flache mit
sterilem Glasspatel ¢) Schaffung strahlenférmiger Verbindungslinien zum Scha-
lenrand d) Absaugen der Flussigkeit unter Kippen und Drehen der Schale
€) Fixieren der Gefdle durch kondensierende Formaldehyd (FH) - Dampfe
f) Weiteres Fixieren durch Bespriihen mit Formaldehyd-L 6sung.
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vermieden werden. Anschlieffend wurden die am Schalenboden adhérent
gewordenen Gefale unter Vermeidung von Scherkréaften durch eingeblasene
und kondensierende Formaldehyd-Dampfe fixiert, die zuvor bei 40 °C mit
Wasserdampf geséttigt worden waren (Abb. 10 €). Daraufhin wurde 3,5 %-ige
Formaldehyd-Losung in PBS zur Vermeidung plotzlicher Scherkréfte zunéchst
mit einer Spruhflasche (Abb. 10 f), dann durch langsames zupipettieren in die
Schale gebracht und dort fir ca. 5 min belassen. Schliefdlich wurden die
Préparate vorsichtig mit PBS gewaschen. Nun konnten die Geféal3e durch
immunologische und  enzymhistochemische Verfahren  weiterfiihrend
charakterisiert werden.

2.3.4. Arterielle Blutentnahme vom M eer schweinchen

450 — 1000 Gramm schwere Meerschweinchen wurden durch i.m. Injektion von
Ketamin (0,3 ml/100 Gramm) und Rompun (25 ul/100 Gramm) anésthesiert.
Nach ca. 10 min Warten auf das vollsténdige Einsetzen der Narkose wurde die
Haut zwischen Sternum und Unterkiefer mit einer Pinzette angehoben und der
ganze angehobene Hautlappen grof3ztigig abgeschnitten. Nun konnte auf einer
Seite das jetzt sichtbare Platysma und die Lamina superficialis entfernt werden.
Anschlief3end wurde der M. sternocleidomastoideus in der Mitte durchtrennt
und die Schilddriise unter Schonung ihrer versorgenden Gefal3e zur Seite
prapariert. Falls die A. carotis communis noch nicht sichtbar wurde, wurde die
infrahyale Muskulatur abprdpariert, unter der das Gefal in jedem Fall zum
Vorschein kam. Jetzt wurde die Arterie unter Schonung des N. vagus und der V.
jugularis interna aus der Carotisscheide freiprgpariert und 3 Faden unter der
Carotis hindurchgezogen. Mit dem 1. Faden wurde sie so weit kranial wie
moglich abgebunden und der Faden fixiert. Dann wurde der 3. Faden kaudal
unter Zug auf das Gefal3 fixiert, so dal? kein Blut mehr aus der Aorta einfliefzen
konnte. Anschlief3end wurde die Arterie mit einer Schere im rechten Winkel bis

zur Halfte eingeschnitten und mit Hilfe einer rundgefeilten, 90 Grad gebogenen
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Kantle (G 27, 0,40 x 20 mm) ein Polyethylenschlauch eingefihrt, in dem auf
der anderen Seite eine Kanile (G 22, 0,70 x 30 mm) und eine leere Spritze
steckte. Der Schlauch wurde mit dem 2. Faden eingebunden und der 3. Faden
gel6st, sodann der Schlauch in Richtung Herz vorgeschoben und nochmals mit
dem 3. Faden fixiert. Nun wurden ein paar Tropfen Blut abgezogen und
verworfen und das restliche Blut in mit EDTA-L6sung (je 200 pl fir 10 ml Blut)
vorgefillte Spritzen gezogen.

2.3.5. Isolierung reiner Granulozyten aus M eer schweinchenblut

Jeweils 8 ml frisch gewonnenes EDTA-BIlut adulter Meerschweinchen wurden
auf 7 ml Polymorphprep™ in einem sterilen 15 ml Falconréhrchen aufgetragen
und 35 min bel 600 g zentrifugiert. Es zeigte sich eine deutliche PMN-Bande,
die alerdings noch viele Erythrozyten und Plattchen enthielt. Durch
entsprechendes Anstechen des Falconrohrchens unmittelbar unterhalb dieser
Zellfraktion mit einer sterilen 19 G Einmalkantle konnte die etwa 1,5 ml
umfassende Bande bei leicht gedffnetem Deckel in eine sterile Einmalspritze
abgezogen werden (Abb. 23 a).

Die so gewonnene Zellsuspension (ca. 2 ml) wurde in einem frischen 15 ml
Falconréhrchen 1:2 mit einer 60 %-igen Percoll-Verdinnung® verdinnt. Es
folgte eine 11 minttige Zentrifugation bei 500 g, nach der die roten Blutzellen
ein Pellet in der Spitze des Falcongefalies bildeten, dem die PMN"s nur locker
auflagen (Abb. 23 b). Begleitende Plattchen sedimentierten bei diesem
Verfahren nicht.

Nach vorsichtigem Absaugen des Uberstandes wurden die Granulozyten
maoglichst selektiv mit HES™ abgespult und in ein neues 15 ml Zentrifugenrohr-
chen Uberfihrt, das dann bis zur 4 ml-Marke mit HES' aufgefillt wurde. Im
Anschlul? an die nun folgende Zentrifugation (10 min, 395 g) befanden sich die
Granulozyten in der Spitze des Rohrchens. Der Uberstand wurde abgesaugt und
die PMN’s nach nochmaliger Suspendierung in 5 ml HES' auf denin Abb. 23 ¢
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gezeigten, diskontinuierlichen Percoll-Gradienten aufgebracht und bei 600 g 35
min zentrifugiert. Die Granulozyten lagen dann - vgl. Abb. 23 ¢ - etwa auf der
73 %-igen Percoll-Schicht®. Zu ihrer Gewinnung wurde eine 19 G Einmalkanile
an der 2 ml-Marke in das Falconréhrchen eingestochen, 2 ml 73 %-ige Percoll-
Verdinnung® abgezogen und verworfen und weitere 3 ml, die die gereinigten
PMN’s enthielten, mit einer Einmalspritze abgesaugt (Abb. 23 c). Ein neues 15
ml Roéhrchen, mit den 3 ml PMN-Suspension beschickt und mit ES' ganz
aufgefiillt, wurde 10 min bei 395 g zentrifugiert, der Uberstand bis zur 1,5 ml-
Marke abgesaugt, erneut bis zur 4 mli-Marke mit ES" befillt und nochmals
schonend zentrifugiert (10 min, 112 g). Nachdem der Uberstand abgesaugt war,
wurden die als Pellet in der Rohrchenspitze liegenden PMN's in 25 ul EDTA-
Plasma homogen resuspendiert.

" = jeweils mit Zusatz von 2 % Citrat und 2 % autologem EDTA-Plasma

2.3.6. I solierung gewaschener Plattchen

Alle folgenden Schritte wurden bel Zimmertemperatur durchgefuhrt. Citratblut
wurde zunéchst bei 4000 rpm zur Gewinnung von pléttchenreichem Plasma
(PRP) 20 Sekunden lang zentrifugiert. 10 ml PRP wurden anschlief3end in einem
sterilen 15 ml Zentrifugenrdhrchen auf 8 ml einer 22,25 %-igen, isotonen
Percoll6sung (spezifische Dichte: 1,03 Gramm/ml) aufgeschichtet, der vorher
1,5 ml 90 %-ige, isotone Percollésung (spezifische Dichte: 1,117 Gramm/ml)
unterschichtet worden waren. Beide in Abwesenheit von Kalzium hergestellten
Percoll 6sungen wurden zudem so aufbereitet, dal? sie jewells 100 uM Adenosin
zur kompletten Inhibition von Plattchen enthielten.

Nach Zentrifugation bei 560 g fir 35 min wurden die auf der untersten
Percollschicht schwimmenden, von Plasma befreiten Plattchen vorsichtig mit
einer Spritze abgesaugt. Nach Zugabe von 2 IE Adenosindesaminase und 3-
mindtiger Inkubation bei Zimmertemperatur zur vollstandigen Umwandlung von
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Adenosin in das Plattchen nicht mehr hemmende Inosin wurde die gewonnene
Zellsuspension direkt fur videokinematographische Studien verwendet, oder
zusammen mit PMN aktiviert (vgl. néchster Abschnitt). In einigen Studien
wurden die Pléttchen vor ihrer Verwendung 15 min in Gegenwart von 100 uM
Acetylsalicylsdure (Aspirin) irreversibel inaktiviert.

2.3.7. Gewinnung einer zellfrelen L6sung von Fresetzungsprodukten
gemeinsam aktivierter PMN und Plattchen

Zu jewells 400 ul der Suspension gewaschener Plattchen (vgl. 2.3.6., Inhalt ca
10 Mio. Plattchen) wurden sukzessiv 25 ul gewaschene PMN (ca. 1 Mio.
Zellen), Kalzium bis zur Endkonzentration 1,8 mM, 1 uM FMLP und 0,5 U
Thrombin gegeben. Nach 15-mintiger Inkubation bel 37° C wurde 2 min bel
10.000 g zentrifugiert. Der zellfreie Uberstand wurde direkt in entsprechende
Versuche eingebracht bzw. zu spéterer Verwendung aliquotiert (50 pl) und bei -
80° C eingefroren.

2.3.8. Zeitr affer-videomikrokinematographische Studien zur
Doku-mentation der Interaktionen venularer Endothelzellen mit Blutzellen

Die in DMEM herangewachsenen Kulturen (35 mm Durchmesser) wurden 5

Tage vor den Videoaufnahmen mit 1 ml PC . Uberschichtet, das aufgrund

systematischer Voruntersuchungen zu einer besonders schonen Auspragung der
typischen Pflastersteinmorphologie der geztichteten Endothel zellen fihrte.

Fur die Versuche wurde dem Medium Thrombin (1 [U/ml) zugesetzt. Auf dem
Objekttisch des Lichtmikroskops (A) wurde die zu filmende VEC-Kulturschale
von einer Warmekammer (B) umgeben, die durch einen Temperaturregler (C)
exakt auf 37° C eingestellt wurde. Die richtige CO,-Atmosphére in der
Wéarmekammer wurde erreicht durch kontinuierliches Einblasen von 5 % CO,

aus der Gasflasche (D) tber die Waschflasche (E). Das Lichtmikroskop enthielt
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eine integrierte SVHS-Videokamera (F), die Uber eine Kamera-Kontroll-Einheit
(G) mit einem zeitrafferfahigen Videorekorder (H) verbunden war. So konnten
alle Versuche mit bis zu 550-facher VergrofRerung auf SVHS-Videokassetten
dokumentiert werden. Aul3erdem konnten die Versuche auf einem Monitor (1),
der an den Videorecorder angeschlossen war, mitverfolgt werden. Parallel dazu
wurden mit einer ebenfalls integrierten Spiegelreflexkamera (J) zu ausgewahlten
Zeitpunkten Bilder angefertigt.

Zur spezifischen, irreversiblen Hemmung von Blutpléttchen wurde in einigen
Experimenten ASS (100 uM) verwendet. Eine Zugabe von Venoruton® erfolgte
nach Bedarf, mest in ener Konzentration, die ener mittleren
Flavonoidkonzentration von 100 UM entsprach.



32

"Jeseddeo1o4 L ‘J0)IUO - | BPIOdRI0SPIA-H 1BYUIT-[[01U0 M -eoUWe M-9
"2JBWRY09PIA-H ‘BYdse|Jyose\-3 ‘20D % § W JepullAzsen-a ‘O 1ByuRIeNSIS 1IW JolegnyulfeizadS-g ‘doXs0.y LN NY¥BgeMeD)- Y
;Usyde|1/eqo PYIopUT Ue UsUoIe.elu| JB.ein| Bz uoifejuawinyoq pun Buniydeqoag ayosidoxso.y IWospIA 3Ip Jn) meqiny B|piew edx3 TT qqV

nm\

| .

O

A
|
m

Jluoseued D

‘4‘1‘4‘1‘“‘1‘“&
POCXXX XN

T i




33

2.3.7. ldentifizierung und Char akterisierung der Endothelzellen,
GefalRe und Myokar dschnitte
2.3.7.1. Raster- und Transmissionselektr onenmikroskopie

Rasterel ektronenmikroskopie:

Nach Fixierung in Cacodylatpuffer mit 10 % v/v Glutaraldehyd wurden die
ausgewahlten Proben schrittweise entwassert, und zwar fir jeweils 15 bis 20
min in 25, 50, 75 und 100 %-iger v/v wa¥riger Ethanolldsung. Anschlief3end
wurden die Praparate mehrmals mit der 100 %-igen Alkohollésung gespiilt und
am kri-tischen Punkt von CO, mit einem Balzers CD 030 Kritischen-Punkt-
Trockner getrocknet. Danach wurden die Prgparate mittels leitender
Doppelklebefolie auf polierte Aluminium-Objekthalterungen aufgebracht und in
einem Balzers SCD 050 Sputtergerdt mit einer ca. 15 nm dicken Goldschicht
bedampft. Zur  Untersuchung diente en Jeol JSM-35 CF
Rasterel ektronenmikroskop.

Transmissionsel ektronenmikroskopie:
Die Endothel schichten wurden mit ES gewaschen, mit 10% v/v Glutaraldehyd
in Cacodylatpuffer fixiert und anschliefiend mit einem Plastikspatel von den

Kulturschalen abgel6st. Osmifizierung erfolgte mit wassriger 0s0,-L6sung (0,1
% wi/v). Anschlief3end wurde das Metalloxyd durch Spilen mit PBS vollstandig
entfernt und dann die Dehydratiserung in aufsteigender Alkoholreihe
durchgefhrt, danach erfolgte die Einbettung der Préparate in Araldit. Nach dem
Schneiden mittels eines Ultramikrotoms wurde standardmaldig gegengefarbt mit
Uranylacetat und Bleicitrat. Untersuchung mit einem Philips 400T

Transmissionsel ektronenmikroskop.

2.3.7.2. Anfertigen von M eer schweinchenmyokar dschnitten

Das Herz wurde zunachst in ein mit | sopentan gefilltes Gefél3, das in flissigem
Stickstoff hing, ca. 1 min lang eingetaucht. Das schockgefrorene Gewebe wurde



34

dann in die Kuhlkammer (ca. — 20°C) des Cryocuts gelegt und dort 1-2 Stunden
ruhen gelassen.

Anschliel3end wurde die Anti-Rollplatte heruntergeklappt und die Schichtdicke
auf etwa 10 um eingestellt. Das Schneiden erfolgte nun mit dem Cryostat CM
3050 der Firma Leica mit einem Rotationsmikrotom mit einem C-Messer, das
die gleiche Temperatur wie die Kihlkammer hatte. Nach dem Durchfihren des
Gewebes lag der Schnitt auf dem Messer. Die Anti-Rollplatte wurde
hochgeklappt und der Schnitt mit einem gekthlten Objekttréager abgenommen.
Die Region des Schnittes wurde von unten mit der Fingerkuppe der linken Hand
erwarmt und schliefdlich trocknen gelassen.

2.3.7.3. Histochemischer Nachweistypischer Markerenzyme

Zunéchst Fixierung der Proben durch 3,5 %-ige Formaldehydl6sung in PBS fur
exakt 1 min, danach viermaliges vorsichtiges Waschen mit ES. Zellkulturen und
isolierte  Mikrogeféljpraparate wurden  direkt in  die folgenden
enzymhistochemischen Inkubationslésungen eingebracht. Myokardgewebe
mufdte dagegen zuvor, wie in 2.3.7.2. beschrieben, im gefrorenen Zustand
geschnitten werden.

Farbung auf Dipeptidyl-Aminopeptidase IV (CD26) [EC 3.4.14.5]:
Als Substratlésung wurden 4 mg Gly-Pro 4 Methoxy-B-Naphtylamid in 80 pl
Dimethylformamid gel6st und mit 10 ml 4°C kalten ES aufbereitet. In diesem

kalten Gemisch wurden auf3erdem 4 mg Echtblausalz gel6st (Abschirmung von
grellem Licht!) und nach 5 min Uber einen 0,22 pm-Steckfilter auf die
gewaschenen Prgparate aufgebracht. An-schlief?end wurden die Schalen 4
Stunden in vollkommener Dunkelheit im Kihlraum (4° C) unter langsamem
Schwenken inkubiert. Nach dieser Zeit wurde dreimal mit ES gewaschen und
entweder eine Gegenfarbung mit perizytenspezifischer Alkalischer Phosphatase
oder eine langerfristige Lagerungin ES mit 3,5%-igem Formaldehyd v/v bei 4°
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C angeschlossen. (Eine komplette Entfarbung war durch 2-3 maliges Waschen
Uber einen Zeitraum von ca. 15 min mit 100 %-igem Ethanol moglich, so dai3
mit denselben Kulturen auch noch Fluoreszenzfarbungen durchgefiihrt werden
konnten). Mikroskopie erfolgte im Hellfeld (Mikroskop: Axiovert von Zeiss,
Deutschland).

Perizytenspezifische Alkalische Phosphatase [EC 3.1.3.1]:
6 Teille 0,1 M Veronalpuffer wurden mit 3 Tellen 3 mM AS-MX-Phosphat
vermischt und mit 1 Teil 3 mM Fast Blue BB versetzt (der Vorgang erfolgte bei

4°C). Vor Applikation auf die Praparate wurde das Gemisch Uber einen 0,22 um
Steckfilter filtriert. Nach 13 stindiger Inkubation bei 4° C unter leichtem
Schwenken im Dunkeln wurden die Prgparate sorgfaltig mit ES gewaschen und
schliefdich im Hellfeld mikroskopisch ausgewertet.

Durch DM SO/Azetonitril/Ethanol (3:2:5) konnten die Prgparate wieder entférbt
und zusétzlich z.B. fluoreszenzmikroskopisch untersucht werden.

2.3.7.4. Fluor eszenzféarbungen

Nachweis von Faktor VIII-Antigen (von Willebrand Protein), Blutgruppe 0 und

glattmuskuldrem a-Aktin:

Die auf Faktor VIII-Antigen bzw. o-Aktin hin zu untersuchenden Préparate
wurden dreimal mit PBS gewaschen, 2 min lang mit -20°C kaltem 100 %-igen
Methanol fixiert und gleichzeitig permeabel gemacht, schliefdlich erneut finfmal
mit PBS gesptilt. Nun wurden die Prgparate 60 min im Brutschrank mit dem
verdinnten Primarantikdrper (1:20 in PBS mit Zusatz von 3 % Albumin w/v)
inkubiert. Anschlief?end erfolgte zehnmaliges sorgféltiges Waschen mit PBS
(1% Al-bumin) und danach finfzehnmal mit PBS (ohne Albumin). Die
Inkubation mit dem daraufhin applizierten fluoreszenzmarkierten Sekundéranti-
korper (in der selben Verdinnung wie der Primérantikorper) erfolgte bel 37°C
far 45 min. Nachdem die Préparate wiederum zehn-mal mit PBS (1 % Albumin)
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und funfzehnmal mit purem PBS gespllt worden waren, wurden sie mit einem
glycerinbe-deckten Deckglaf3chen abgedeckt und im Fluoreszenzmikroskop bei
geeigneter Anre-gungswellenlénge betrachtet.

Der Nachweis der Blutgruppe 0 konnte ohne Sekundérantikorper durchgefihrt
werden, da hier spezifisch bindendes und bereits fluoreszierendes UEA |-Lektin

(Ulex europaeus Agglutinin I) zur Verfligung stand.

Nachweis des Ac-L DL -Rezeptors:

Vorgesehene Zellkulturen wurden in vitalem Zustand mit serumarmem Promo-
Cél--Medium (2 % FCS) versehen. Die Inkubation mit dem in einer
Konzentration von 50 pl/ml zugesetzten Rhodamin-markierten Ac-LDL-
Konzentrat (42 mg/dl) erfolgte im Brutschrank fur 4 Stunden. Hierauf wurden
die Praparate grindlich mit PBS gewaschen und mit 10 %-iger Formaldehyd-
|6sung fixiert. Die mikroskopische Betrachtung erfolgte mit einem Zeiss

Axioplan Fluoreszenzmikroskop.
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3. Ergebnisse

3.1. Histologische Unter suchungen

I dentifizierung koronarer postkapillérer Venulen im Meerschweinchen-Myokard

und in isolierten Gefal3praparaten aus M eerschwei nchenherzen:

Im Rahmen von Serienuntersuchungen myokardialer koronarer Gefrierschnitte
kann der Verlauf einzelner koronarer Mikrogefél3e in einem gegebenen
Myokardraum im Phasenkontrast genau verfolgt werden. Typische postkapillare
Venulen zeigen nur eine geringe Wandstarke von ca. 2-4 um. Ihr Durchmesser
liegt im Bereich 10-20 um und ist stets etwa doppelt so grofd wie der der in ihrer
direkten Nachbarschaft ebenfalls vorhandenen Endarteriolen. Dipeptidyl-
Aminopeptidase |V [EC 3.4.14.5] erweist sich im Meerschweinchenherzen als
hochselektives Markerenzym ausschliefdlich dieser kleinsten koronaren
Venensegmente und fuhrt im hier benutzten enzymhistochemischen Verfahren
zu einer charakteristischen Rotfarbung in den behandelten Schnitten, die

schlagartig aufhort beim Ubergang der Venulen in die nachgeschalteten
Sammelvenen (vgl. Abb. 12 und 13).

Abb. 12:
Gefrierschnitte
des Meerschwein-
chen - Myokards.
Firbung auf Di-
peptidylpeptidase
TV (Hellfeld).
Charakteristische
Rotfirbung von
Venulen (Ve).
Das Endothel der
zufithrenden Ka-
pillaren (K) und
der griberen
Vene (V) ist
nicht rot gefirbt.
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Abb. 13:
Doppelfirbung auf
Alkalische Phos-
phatase (blau) und
Dipeptidylpeptida-
se IV (rot).
Phasenkonttrast.
An der Miindung
(Pfeil) der Venule
{(Ve} in die Vene
(V) endet die
charakteristische
Rotfirbung  der
Venule abrupt.

Die systematische Auswertung solcher in aufwendigen Serien durchgefthrter
Kryoschnitte |1&% das Prinzip der myokardialen Mikrogeféarchitektur im
Meerschweinchenherzen deutlich werden. Grof3er Dank gebihrt hier der
freundlichen Unterstiitzung dieser Arbeit durch Herrn Professor Lange aus der
Anatomischen Anstalt der LMU, insbesondere Frau Kerwin, die die benétigten
Gefrierschnitte herstellte (enzymhistochemische Anfarbung im Physiologischen
Institut). Alle untersuchten Venulen zeigen aufgrund zahlreicher
Einmindungsstellen von Kapillaren eine bizarre Form, die an mikroskopisch
kleine Ingwerknollen erinnert. Ihre nach Dipeptidase-1V-Anfarbung bestimmte
L angenausdehnung betragt 100-200 pm.

Im Gegensatz zu den postkapillaren Venulen entfaten im
M eerschweinchenmyokard die vorgeschalteten Kapillaren und Endarteriolen nie
Dipeptidase-IV-Aktivitdt. Hingegen sind sie mit Hilfe des benutzten
enzymhistochemischen Farbeverfahrens zum Nachweis Alkalischer Phosphatase
tiefblau anfarbbar (Abb. 14). Die Expression der Alkalischen Phosphatase hort,
wie schon Abb. 13 zeigt, an der Einmundungsstelle der Kapillaren in die
zugehorigen postkapillaren Venulenkomplexe (Abb. 15) genauso schlagartig
auf, wie beim Ubergang der besenreiserdhnlichen Endarteriolen in die
vorgeschalteten Zufiihrungsarteriolen, was sich besonders Uberzeugend an
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Abh. 14:

e parallel zu den
quergestreiften Herz-
muskelzellen verlau-
fenden  Kapillaren
{K) mnd ebenso die
Endarteriolen (Ea)
zeichnen gich durch
intensive  Auspri-
gung des Enzyms
Alkalische Phospha-
tase (Blaufirbung)
aus. Die zufiihrende
Arterie (A) weist
keine Blaufirbung
mehr anf,
Phasenkontrast.

Abb_ 15:
VergroBerung  des
linken oberen Qua-
dranten der Abb. 13.
Abruptes Abbrechen
der Expresgion der
Alkalischen Phospha-
tase (blau) an der
Binmiindung (Pfeil)
von Kapillaren (K)
in die nachgeschal-
tete Venule (Vel
Phasenkontrast.

enzymatisch isolierten Arteriolenbdumchen demonstrieren 1813t (vgl. Abb. 16 a

und b). GroRRere zufiihrende Arteriolen weisen auch im Querschnitt kaum noch
Alkalische Phosphatase (Blaufarbung) auf (vgl. Abb. 14 und Abb. 17).
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Abb. 16: Enzymatisch isoliertes Arteriolenbiumchen.
aund b) Farbung auf Alkalische Phosphatase (blau), a) Phasenkontrast,
b) Hellfeld. Am Ubergang (Pfeile) der Zufilhrungsarteriolen (A) in die
Endarteriolen (Ea) schlagartiger Beginn der Blaufirbung.
¢) Nachweis von Faktor VIIT-Antigen {griine Immunfluoreszenz).
d) Darstellung der spiralférmig verlaufenden glatten Muskulatur des Arterio-
lenbdumchens nach Anfirbung auf glattmuskuléres o-Actin (rote Fluoreszenz).

Abhb. 17:
Griifere Arteriole
(A) im Meer-

schweinchenmyo-
kard, die im Ge-
gensatz zu den
zahlreichen um-
gebenden Kapil-
laren keine Ex-
pression von Al-
kalischer  Phos-
phatase (blan)
anfweist.
Phasenkontrast.




41

An isolierten und auf Dipeptidase-1V-Aktivitdt angefarbten koronaren
Mikrogeféaiinetzen 1&3t sich die hochspezifische Lokalisation dieser Protease in
Venulenkomplexen (VK) quasi im Uberblick und besonders berzeugend
bestétigen. Schon ungefarbt im Phasenkontrast aufgrund ihrer typischen
Wandstruktur identifizierbare Arteriolen (A) und Kapillaren (K) erscheinen
dabei nur unspezifisch gelblich geférbt, weil sie im Meerschweinchenherzen
diese Peptidase offensichtlich nicht besitzen (Abb. 18 aund b).

Abb. 18:

Tsolierte koronare
MikrogefiBie nach
enzymhistochemi-
scher Anfirbung
auf  Dipeptidyl-
Aminopeptidase-
[V-Aktivitiit,

a) im Hellfeld

b) im Phasenkon-
trast
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Der augenscheinlich, im Vergleich mit den unter diesen Bedingungen stabilen
Arteriolen  und Kapillaren, besonders lockere  Wandaufbau  der
Venulenkomplexe bedingt, da? sie dem Angriff der im Rahmen dieser
Untersuchungen eingesetzen, im Arbeitskreis von Professor Nees speziell
entwickelten Proteasen-Mischung (Kollagenase-Dispase-Trypsin-Losung, siehe
Methoden) nicht standhalten kdnnen. Jedenfals zerfallen Venulen innerhalb
einer empirisch optimierten Kontaktzeit von insgesamt 60 min (Enzymperfusion
und anschlief3ende Nachinkubation im Trichter) komplett in ihre zelluléren
Bestandteile. Offenbar nur ein integraler Zelltyp der Venulenwand zeigt auch
nach dieser enzymatischen Desintegrationsprozedur noch Dipeptidase IV als
selektives Markerenzym und 183 sich, aufgrund des unter unseren Standard-
bedingungen im lokalen Bereich dieser Enzymaktivitét enzymhistochemisch
erzeugten roten Azofarbstoffs in der Rohsuspension myokardialer
Gewebekomponenten, zum Beispiel gegentiber den Kardiomyozyten, klar ab-

- - i

gy Abb. 19

“M.‘ ./ Dissoziierte venu-
- lire Endothelzellen

~%  und Gefillsegmen-

* te (rot) im Gemisch

mit  zahlreichen

T ) (stdbchenformigen,

N S unspezifisch gelb-
A \'ﬁ\ : braunen) Kardio-

K. myozyten.

- Phasenkontrast.

i
\_.,-.,
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%\ e — 50 ym|

grenzen (Abb. 19).

Solche Dipeptidase [V-positiven Zellen konnen aufgrund ihres offenbar
besonders hohen spezifischen Gewichts mit Hilfe der beschriebenen
Dichtegradientenzentrifugationstechnik sehr weitgehend von anderen vaskul&ren



Enzymatisch  iso-
liertes Venulenfrag-
ment nach eintiigi-
ger Kultivation. Im
Vergleich zu Teil-
bild a ist das selbe
Priparat in den
Teilbildern b und ¢
um 90 Grad nach
links gedreht.

a) Enzymbhistoche-
mische  Flirbung
auf Dipeptidylpep-
tidase IV. Phasen-
kontrast.

b}  Tmmunfluores-
zenzmikroskopische
Fiarbung auf wvon
Willebrand Faktor.

¢) Immunfluores-
zenzmikroskopische
Firbung auf glatt-
muskulires a-Actin.



Zellarten des Koronarsystems abgetrennt beziehungswel se angereichert werden.
Manchmal befinden sich in den schwersten Bereichen des zur Trennung der
Zellen eingesetzten Dichtegradienten (siehe Methodenteil) auch noch kleinere,
intakte Reststiicke der ursprtinglichen Venulenkomplexe. Nach dem Einbringen
solcher Segmente in Gewebekulturen lassen sich nach einem Tag Dipeptidase
IV-positive und -negative Zellen unterscheiden (Abb. 20 a-c). Erstere weisen
auch deutliche Konzentrationen an von Willebrand Protein auf (Abb. 20 b) und
konnen so als die venuléaren Endothelzellen dieser Fragmente identifiziert
werden. Dipeptidase 1V ist in koronaren Venulen des Meerschwelnchenherzens
aso ein hochselektives Markerenzym des venuldren Endothels! Der dieses
Enzym nicht aufweisende andere Zelltyp der Venulen im
M eerschweinchenmyokard — dafiir kommen nach der klassischen histologischen
Lehrmeinung nur die venuldren , Perizyten” infrage — besitzt wie erwartet eine
hohere Konzentration glattmuskul&ren o-Actins als die begleitenden
Endothelzellen (Abb. 20 c), obgleich auch die letzteren dieses kontraktile
Protein in (fir Endothel zellen) auffélliger Konzentration enthalten.
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3.2. Isolierung reiner Granulozyten aus M eer schweinchenblut

Erst nach langwierigen Versuchsreithen konnte mit dem in 2.3.5. beschriebenen
Verfahren eine ausreichende Menge an unstimulierten PMN erhalten werden,
die die fur videokinematographische Zwecke bei starker Vergrof3erung
notwendige hohe Reinheit besal3en.

Fir die Isolierung reiner Granulozyten aus Humanblut wird routineméldig die
Dichtegradientenlésung ,, Polymorphprep™* eingesetzt. Damit lassen sich in
einem Arbeitsgang sehr reine PMN aus menschlichem Blut isolieren (Abb. 21 a
und 22 a). Vesucht man mit dieser kauflichen Losung jedoch

polymorphkernige Granulozyten aus Meerschweinchenblut zu isolieren, so

Abb. 21:

Ergebnis der Tso-
lierung von PMN
nach alleiniger

"Polymorphprep” -
Zentrifugation:

a) aus Humanblut:
7zl sehen sind fast
ansschlieflich Leu-
kozyten, die sich
nach  Anfirbung
(vgl. Abb. 22 a) als
reine PMN heraus-
stellen.

b) aus Meer-
schweinchenblut:
man erkennt eine
deutliche Anreiche-
rung von Leuko-
zyten (L), daneben
jedoch auch =zahl-
reiche Blut-
plittchen (P).
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stellt man fest, dal? sich damit fir die geplanten kinematographischen Versuche
nur viel zu unreine, durch Plattchen und andere Leukozyten stark verunreinigte,
Granulozyten-Praparate erzielen lassen (Abb. 21 b).

Dieses Ergebnis 183t sich auch nicht wesentlich verbessern, wenn man nur
geringe Blutmengen auf die Gradientenldsung auftragt, vor allem ist dann
natrlich auch die Ausbeute sehr klein. Ein wesentlicher Grund dafir ist die im
Vergleich zum Menschen sehr unterschiedliche Form und Dichte der
Zellfraktionen im Meerschweinchenblut, insbesondere der Blutplattchen, die
viel grofder sind und in nicht aktiviertem Zustand statt ellipsoider Form eine
hal bmondfdrmige Gestalt zeigen.

Um die erforderliche Reinheit fir Granul ozytenpréparate aus M eerschweinchen-

Abb. 22:
Gereinigte humane
Blutzellfraktionen:

a) PMN nach
"Polymorphprep” -
Zentrifugation.

b} Plittchen-reiches
Plasma nach
niedertouriger Zen-
trifugation  von
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Abb. 23: Schrittweise Isolierung von hochreinen PMN mittels Zentrifugation.
a) Bandenmuster nach Polymorphprep-Zentrifugation, b) vorsichtig Uber 30 %-ige
Percoll-Verdinnung sedimentierte PMN, ¢) Bandenmuster nach Zentrifugation der
Zellpréparation tber einen diskontinuierlichen Percoll-Gradienten.

blut zu erzielen, missen — wie Abb. 23 schematisch zeigt — weitere, im
Methodentell ausfihrlich beschriebene Reinigungsschritte durchgefiihrt werden,
die in systematischen Experimenten optimiert wurden.

Versucht man, die PMN-Schicht (vgl. Abb. 23 a) durch die Offnung des
Falconréhrchens abzusaugen, so fuhrt dies zu einer Verschleppung grolerer
Mengen Thrombozyten in die darunterliegende PMN-Schicht. Daraus resultiert
nicht nur ene Verunreinigung der Granulozyten, sondern auch deren
Stimulierung durch Interaktionen mit den Blutpl&ttchen. Diese Fehlerquelle wird
ausgeschaltet durch vorsichtiges Absaugen der Granulozytenbande von unten
uber eine seitlich in das Zentrifugenréhrchen eingestochene Kantile (Abb. 23 a).
Eine grundlegende Anforderung an adle infrage  kommenden
Reinigungsverfahren ist stets, dal3 die schliefdich erhatenen PMN nicht
vorstimuliert sein durfen. Dies kann nur erreicht werden, wenn samtliche zur
Reinigung der PMN eingesetzten Losungen auf einer Temperatur von 37° C
gehalten und mit Citrat und autologem EDTA-Plasma versetzt werden. Zu hohe



48

Scherkréfte, zum Beispiel beim Pipettieren, flhren ebenfalls sofort zu einer
Vorstimulation der Granulozyten.

Bei Beachtung all dieser Vorbedingungen lassen sich aus einem 500 Gramm
schweren Meerschweinchen im Endeffekt ca. 106 PMN etwa 95 %-iger Reinheit
isolieren, die fir unsere Versuchszwecke am besten nur in 25 pl autologem
EDTA-Plasma suspendiert wurden.
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3.3. Isolierung von Primérkulturen venuldrer Endothelzellen

3.3.1. Perfusionsappar atur

Mit der in Abb. 24 schematisch dargestellten Perfusionsapparatur gelingt es, das
Meerschweinchenherz unter sterilen Bedingungen fast vollstandig in
Einzelzellen zu dissoziieren. Um eine maximale Ausbeute an venuléren
Endothelzellen zu erzielen, wird der gesamte Versuch unter Zuhilfenahme von
Warmeschrank, Durchlauferhitzer und den beschriebenen Trichtern bei 37° C
durchgeftihrt.

Verschiedene Faktoren sind fur eine homogene Koronarperfusion besonders
wichtig und wurden deshalb im Rahmen der vorliegenden Arbeit optimiert:

1. Das Ligieren der Lungenvenen (ohne Abschniirung von Vorhofgewebe!) ist
wichtig, damit die im Verlauf der proteolytischen Perfusion undicht werdenden
Mitralklappen nicht dazu fihren, dal? Perfusat Uber diese Gefale verloren wird.
2. Nachdem das Herz in das dicht verschlossene Zentrifugenrohrchen (C) (vgl.
Abb. 24) Uberfihrt und Schlauchklemme (1) geschlossen ist, wird der
Koronarfluf3 allein durch die peristaltische Pumpe (E) bestimmt. Diese pumpt ab
aus dem zuvor bei einem Perfusionsdruck von 160 mbar weit aufgedehnten
Koronarsystem, das durch die geschilderten Mal3nahmen auch bel niedrigerem
Perfusionsdruck nicht kollabieren oder sich spastisch verengen kann.

3. Wéhrend der Perfusion schwebt das Herz nahezu in einer 30 %-igen Percoll-
|6sung. Da diese fast die gleiche Dichte wie das Meerschweinchenherz besitzt,
wird verhindert, dal3 das an der Kanile hédngende Herz aufgrund seines
Eigengewichtes deformiert und dabel die Perfusion des Koronarsystems

abgeklemmt wird.

Im Anschluf3 an die Nachverdauung im Trichter (D) werden durch Filtration der
Suspension durch ein 200 um Nylonnetz eventuell noch vorhandene Zell-
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aggregate abgetrennt. Durch Passagieren der Suspension durch die unter 2.3.1.
beschriebene 20 G Einmalkanile werden dann auch noch die letzten Gefaf3-
fragmente in Einzelzellen zerlegt.

Die Vorzentrifugation des Zellgemisches in einem mit 9 ml einer 90 %-igen
Percolllésung unterschichteten 50 ml Falconréhrchen ermdglicht bereits eine
Abtrennung einer grofReren Menge von Verunreinigungen geringer Dichte wie z.
B. totes Zellmaterial, das mit dem Uberstand abgesaugt wird. Nach Hinzufiigen
von HES bis zur 20 ml Marke und Vermischen der Schichten befinden sich die
dissoziierten Zellen in einer etwa 40 %-igen Percolll6sung.

3.3.2. Dichtegradientenzentrifugation

Aufgrund der unterschiedlichen Dichte der Einzelzellen (Blutzellen,
verschiedene  Endothelzellen,  Kardiomyozyten,  Fibroblasten, glatte
Muskelzellen und Perizyten) kdnnen diese in einem linearen Percoll-
Dichtegradienten erheblich angereichert werden. Dazu eignet sich besonders
eine in der Arbeitsgruppe von Prof. Nees entwickelte Zellseparationszentrifuge,
deren typisches, konisch zugespitztes Separationsgefald im unteren Tell der Abb.
25 dargestellt ist.

Da das Zellgemisch bereits in 40 %-igem Percoll als Probe in den Gradienten
geschichtet wird, konnen Bestandteile maldiger Dichte, z. B. kapillare
Endothel zellen und zahlreiche kleine Uberreste von GefalRwanden, erst gar nicht
in den Gradienten einwandern, zumal die Zentrifugalkraft an der Auftragszone
noch recht gering ist. Die Zellen mit der hoéchsten Dichte — rote und weil3e
Blutkorperchen und hyperkontrahierte Herzmuskelzellen — durchqueren
dagegen den gesamten Gradienten. Auch die intakten Kardiomyozyten wandern
weit in den Gradienten hinein und bilden mit den venuléren Endothelzellen eine
gemeinsame Bande bel einer Dichte von 1,060-1,065 Gramm/cm?. Hinter dieser
Bande finden sich die Peptidase negativen kapilléaren Endothelzellen bei 1,05
Gramm/cm? (sie bildenin Primérkultur typische flachzellige Kolonien, siehe
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Abb. 25: Fraktionierung zelluldrer Komponenten des Koronarsystems proteolytisch
dissoziierter Meerschweinchenherzen mittels Percoll-Dichtegradienten-Zentrifugation.
Die Zellkonzentrationen wurden jewells in % der in dicht ausgesdten Priméarkulturen
mikroskopisch ausgezéhlten Gesamtzellen der jeweiligen Art ermittelt (= 100 %).
VEC = venulare Endothelzellen, KEC = kapillare Endothel zel len.
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Abb. 25). Die tbrigen Zellen verteilen sich im darauffolgenden Bereich bis zur
Auftragszone, die durch akalische Phosphatase gekennzeichneten Perizyten
akkumulieren in der Mitte des Gradienten zusammen mit glatten Muskelzellen
und Fibroblasten. Die fraktionierten Zellen werden vor der Aussaat durch
zweimaliges Waschen mit DMEM von Percollresten befreit.

3.4. Wachstumsver halten und weitere Reinigung

3.4.1. Primarkultur und Zellausheute

Die durch die Dichtegradientenzentrifugation hochgereinigten venuléren
Endothelzellen werden in DMEM ausgesdt. In diesem vergleichsweise
einffachen Kulturmedium konnen innerhalb einer Woche konfluente
Primérkulturen erhalten werden, in denen die venuldren Endothelzellen ihr
typisches Markerenzym exprimieren. Die Verwendung von komplexeren
Nahrmedien mit zahlreichen Wachstumsfaktoren, wie zum Beispie das
spezielle Wachstumsmedium der Firma Promocell (PC), fuhrt zu keinem
wesentlich  schnelleren Wachstum der Endothelzellen, wohl aber zu
explosionsartiger Vermehrung der kontaminierenden Begleitzellen.

Kein Nahrmedium konnte gefunden werden, das den venuléren Endothelzellen
einen entscheidenden Wachstumsvortell gegenlber anwesenden glatten
Muskelzellen, Perizyten und Fibroblasten gewdahrte. Letztere zeichnen sich
durch eine nicht durch Kontaktinhibition gebremste Proliferationsfahigkeit und
mehrschichtiges Wachstum aus, so dal3 sie innerhalb einer Woche in den
Kulturen stark zunehmen und die inzwischen geformten Endothelzellkolonien
venuldrer Herkunft vollsténdig umzingeln. Eine solche Primérkultur ist in Abb.
26 a zu erkennen.

Ausfuhrliche mikroskopische Zahlreihen erbrachten das Ergebnis, dal3 die mit
Hilfe der Dichtegradientenzentrifugation gewonnenen und in gerade konfluent
gewordenen Priméarkulturen versammelten venuldren Endothelzellen, bezogen
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auf die in einem Meerschweinchenherzen vorliegende Gesamtzahl aller Zellen
(ca. 10° Zéllen pro 1 Gramm), ca. 15.000-fach angereichert werden konnen.

3.4.2. Reinigung der Primarkulturen venularer Endothelzellen

Zur weiteren Reinigung der Primérkulturen kommt das im Methodentell bereits
ausfuhrlich beschriebene Verfahren zum Einsatz. Durch die Inkubation der
Kulturen mit PC_._ vor der Reinigung wird eine selektiv bessere Adhasion der
Endothelzellen erzielt, die nach einem Tag in diesem Minimal medium noch fest
auf dem Schalenboden sitzen, wahrend die Fremdzellen nur noch schwach am
Boden haften. So kann die Wirksamkeit des verwendeten ECPS | noch stark
erhoht werden.

Abb. 26 verdeutlicht den schrittweise entwickelten Reinigungsprozefd: In
Teilbild ¢ dieser Abbildung ist zu sehen, dal3 sich bereits 25 min nach Zugabe
von ECPS | vorher breitbasig aufsitzende Fremdzellen zu kontrahieren
beginnen. Teilbild d zeigt eine noch stérkere Schadigung der Fremdzellbereiche.
Nach dem Abstoppen erholen sich die inzwischen auch etwas irritierten
Endothelzellen wieder, wahrend die Schadigung der Fremdzellen noch
fortschreitet. Der Zusatz von Flavonoiden beim Abstoppen verbessert zusétzlich
die Haftung der Endothelzellen auf dem Boden der Kulturschale so gut, dal3
kraftig gespilt werden kann, um so ale Fremdzellen vollstandig zu entfernen
(vgl. Abb. 26 f). Die so gereinigte Zellen sind vital und proliferieren rasch (vgl.
Abb. 26 g und h).

Werden alle ausgeséten VEC eines Meerschweinchenherzens nach achttagiger
Kultivation wie im Methodenteil beschrieben von Fremdzellen gereinigt, erhalt
man nach 21 Tagen eine Ausbeute von etwa 6 x 10° Zellen pro Gramm Herz in
90-98 %-iger Reinheit.
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Abb. 26: Reinigmmyg einer Primérkultor veiulirer Endothelzellen nach dem im Methodeniteil ausfithrlich beschrie-
henen ECPS-Verfahren: a) Ausgangssituation h) Sofort nach Zngabe von ECPS1 ¢) 25 min nach Zn-
gabe von ECPS 1 d) 50 min nach Zugabe von ECPS 1, Zeitpunkt des Abstoppens ) 25 min nach Ab-
stoppen von ECPS T mit Kulturmedium mit Zusatz von Flavonoiden (300uM) ) nach Spiilen der Kultur
mit der speziellen Zellwaschanlage g} 2 Stunden nach der Reinigung h) 12 Stunden nach der Reinigung.
Alle Bilder in 100-facher VergriBerung im Phasenkontrast,



56

3.5. Histologische Charakterisierung

3.5.1. Phasenkontrast

Im Phasenkontrast erkennt man den fir Endothelzellen strikt einschichtigen
Zellrasen mit der typischen ,Pflastersteinarchitektur®. Letztere bildet sich
besonders schon heraus, wenn die Kultur fur einige Tage in
» Endothelwachstumsmedium® der Firma Promocell (PC) inkubiert wird (Abb.
27 b)

Ein spezielles Charakteristikum der kultivierten venuldren Endothelzellen
stellen zahlreiche schon mit diesem lichtmikroskopischen Verfahren erkennbare
granulése EinschlUsse dar, die moglicherweise verantwortlich sind fir das
auffallend hohe spezifische Gewicht dieses Zelltyps. Im Zellkern finden sich

meist zwel Nucleoli.

Abb. 27: Gereinigte venuliire
Endothelzellkulturen, die
fiber mehrere Tage in unter-
schiedlichen Medien kulti-
viert wurden:

a) in DMEM

b in PC
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3.5.2. Rasterelektronenmikroskopie (REM)

o

Abb. 28: Rasterelektronenmikroskopisches Bild einer Kultur venulérer
Endothel zellen

Ruhende, im konfluenten Verband vorliegende venuldre Endothelzellen zeigen
eine durch Ausbuchtungen intrazellularer Organellen beziehungsweise Granula,
aber auch viele kurze Pseudovilli bedingte starke Profilierung ihrer Oberfléche
(Abb. 28). Im Bereich der Zellfugen kommt es zu reil3verschlufRartigen
Uberlappungen der benachbarten Zellen.

3.5.3. Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)

Systematische ultrastrukturelle Untersuchungen (Abb. 29) offenbaren viele
bemerkenswerte Einzelheiten der venuldren Endothelzellen. Auffallend sind
schon der grofRe Zellkern, reichlich vorhandenes rauhes endoplasmatisches
Retikulum und zahlreiche Golgi-Apparate. Die vielen schlauchférmigen
Mitochondrien umgeben den Kern in besonders hoher Konzentration. Im
Cytoplasma finden sich zahlreiche Weibel-Palade-K 6rperchen, die allerdings im
Schnitt nur selten getroffen werden (vgl. Fluoreszensfarbung auf von Willebrand
Protein in Kapitel 3.5.4.).
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200 nm

CP  =Coated Pit

CV  =Coated Vesicle

G = Granulum

GA = Golgi-Apparat

K = kontraktile Elemente
M = Mitochondrium

Mv = Mikrovillus

rER  =rauhes Endoplasma-
tisches Retikulum

\'% = Vesikel

WP = Weibel-Palade-
Korperchen

V4 = Zellkern

—> deutet auf Doppelmembran

Abb. 29: Transmissionselektronenmikroskopisch untersuchte Ultrastruktur venuldrer Endothelzellen.
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Die Mehrzahl der im Phasenkontrast als ,,Granula® imponierenden Strukturen
entpuppen sich im Elektronenmikroskop als vesikulo-vakuolare Organellen, die
aus zahlreichen, ineinander verschachtelten Membranen, aber auch sehr
proteinreichen Matrices zu bestehen scheinen. Wie in Abb. 29 b und e zu sehen
ist, werden diese fur venulére Endothelzellen sehr typischen Organellen von

einer gut ausgebildeten Doppel membran umschl ossen.

3.5.4. Fluor eszenzfarbungen

Nachweis von Faktor VIII-Antigen

Die in transmissionselekronenmikroskopischen Querschnitten nur hin und
wieder getroffenen Weibel-Palade-K6rperchen lassen sich aufgrund ihrer
intensiven Expression von Faktor VIII-Antigen mit hochspezifischen
fluoreszierenden Anitkérpernin grof3er Zahl perinukledr nachweisen (Abb. 30).

Abb. 30:  Immunfluorezenz-Nachweis von Faktor VIII-Antigen in gezlich-

teten venularen Endothel zellen aus M eerschweinchenherzen.
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Nachweis des Ac-LDL-Rezeptors

Abb. 31: Venulére Endothelzellen nach Inkorporation von Rhodamin-markier-
tem Ac-LDL.

Im Gegensatz zu Fibroblasten und Perizyten nehmen Endothel zellen aufgrund
ihres ,, Scavengerrezeptors® schnell angebotenes Ac-LDL auf (Abb. 31) und
bauen es in ihren Lysosomen ab. Unmarkiertes LDL hemmt konzentrations-
abhangig die Aufnahme von Ac-LDL in die venuléren Endothel zellen.

Nachweis von glattmuskul &rem a-Actin:

Glattmuskuléres o-Actin ist gemeinhin kein typisches Endothelzellprotein.
Venulére Endothelzellen enthalten dieses kontraktile Protein jedoch in deutlich
nachweisbarer K onzentration.
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Abb. 32:  Nachweis glattmuskul&ren o-Actinsin venuldren Endothel zellen
durch deutliche rote Fluoreszenz.

3.5.5. Enzymhistochemischer Nachweis von Dipeptidyl-Aminopeptidase 1V

Die Abbildungen 33 ac zeigen Endothelzellen venuldren Ursprungs in
Primérkulturen, die sich aus dem durch Dichtegradientenzentrifugation
vorgereinigten venularen Zellgemisch im Verlauf ener 2-wdchigen
Kultivationsperiode entwickelt haben. Nur die mit typischer plasterstein-
ahnlicher Koloniearchitektur wachsenden Endothelzellklone zeigen die
enzymhistochemisch  durch  einen  roten  Farbstoff  nachweisbare
Peptidaseaktivitét.

Abb. 33 ¢ zeigt einen Ausschnitt einer reinen Kultur venulérer Endothel zellen,
die weiterhin ihr Markerenzym entfalten.
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Abb. 33:
Enzymhistologische
Identifizierung von
venuliren Endothel-
zellen aufgrund
ihrer  Dipeptidyl-
peptidase TV - Akti-
vitit.

aund b) Ausschnitt
aus einer Misch-
kultor im Hellfeld
beziehungsweise im
Phasenkontrast.

¢) Ausschnitt  aus
einer reinen Kultur
bei stitkerer Ver-
griflerung im
Phasenkontrast,
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3.6. Videokinematogr aphische und raster elektronen-
mikroskopische Beobachtung geziichteter Endothelschichten
unter dem Einfluld aktivierter Blutbestandteile

Erste Untersuchungen zu dieser Thematik galten dem akuten Einflul3 von
hochkonzentriertemm  Thrombin (1 1U/ml) auf die Integritdt venuldrer
Endothel schichten. Dazu gibt die in Abb. 34 zusammengefaldte Bilderfolge aus
einem Zeitraffervideofilm einen direkten Einblick. Man erkennt einen dichten
Endothelrasen aus pflastersteinartigen Zellen, die durch ihre vielen
durchscheinenden Organellen, vor allem aber durch sehr pragnante Zellfugen
charakterisiert sind, die schon im Phasenkontrast einen dichten Eindruck
machen. Die rasterelektronenmikroskopischen Abbildungen stark vergrof3erter
venuldrer Zellfugen (Abb. 35 a, b) lassen erkennen, daf’3 jede einzelne
Endothelzelle umlaufend in ihrer peripheren Randzone durch zahlreiche
Protrusionen charakterisiert ist, die sich in den Zellfugenbereichen
reillverschlulZartig Uberlappen. Alle in Abb. 34 abgebildeten Zellen befinden
sich ganz offensichtlich in einem Ruhezustand, ein genauer Vergleich der
Organellenverteilung in jeder Zelle im hier dokumentierten Zeitverlauf macht
aber deutlich, dal3 auf ultrastruktureller Ebene dennoch eine langsame, aber
standige Umformung der Zellen stattfindet, und dal3 auch die Zellen selbst
geringe Ortswechsel vollziehen. Diese Tatsache |&l3t sich natlrlich besonders
uberzeugend mit einem kompletten Zeitraffervideofilm belegen. Insgesamt
befindet sich Endothelgewebe aso standig in einem Umbauprozef3. Thrombin
hat aber keinerlei akut erkennbaren Effekt auf diese Gegebenheiten, vor allem
auch nicht im Hinblick auf eine Offnung von Zellspalten.

In solche Schichten konfluenter Endothel zellen venul&ren Ursprungs integrierte
Perizyten lassen sich durch Thrombin jedoch zu einer augenblicklichen
Kontraktion induzieren (vgl. Abb. 36), die minutenlang auf die lokae



Abb. 34: EinfluB von Thrombin (1 IU/ml Inkubationsmedium) auf eine in vitro bis zur
Konfluenz etablierte Schicht venulirer Endothelzellen.
a) Ausgangssituation b) sofort, c) 3, d} 6, e) 15 und ) 25 Minuten nach Zugabe
von Thrombin. Diese wichtigste Protease der Gerinnungskaskade hat offensicht-
lich keinen EinfluB auf die lichtmikroskopisch erkennbare Weite der Interzellu-
larspalten. Phasenkontrastdarstellungen in 450-facher VergréBerung.

Dichtigkeit der Zellschicht grof3en Einflufd hat: jedenfalls kommt es im Bereich
des Perizyten zu einer deutlich erkennbaren Offnung der Endothelbarriere,
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Abb. 35: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen einer ruhenden Schicht kon-
fluenter Endothelzellen venuldren Ursprungs (Meerschweinchen). &) Uber-
sichtsaufnahme, b) Detailvergréf3erung. Deutlich sind die reiRverschluf3-
artigen Uberlappungen der Zellgrenzen zu erkennen (siehe Pfeil).



Abb. 36:

Einfluf# von Thrombin (1 TU/ml) auf
eine venulire Endothelschicht, in die
ein Perizyt (Pfeil) inkorporiert ist.

a) Ausgangssituation b) sofort, ¢) 3,
d)6, €9, f)12und g) 30 Minuten

nach Zugabe von Thrombin. Fast
angenblicklich nach Thrombinzugabe
beginnt eine im Filmablauf besonders
deutliche Zuckung des Perizyten, die
zu bleibenden Lachern (*) in der Gewebeschicht fiihrt (vergleiche Ausgangsbild in a). Tn
Teilbild ¢ hat der Perizyt sich am stirksten kontrahiert und so die Endothelbarriere beson-
ders deutlich getffnet. Phasenkontrastdarstellungen in 320-facher Vergrifierung.
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Werden in Gegenwart der genannten Thrombinkonzentration in das
Inkubationsmedium auch aus Meerschweinchenblut isolierte Plattchen
zugesetzt, werden diese durch die Gerinnungsprotease natlrlich aktiviert. Die in
Abb. 37 zusammengefalite Zeitraffervideobildfolge zeigt aber, da’ auch in
dieser Situation die Dichtigkeit geziichteter venularer Gewebeschichten nicht
wesentlich beeinflult wird. Kleinere, gelegentlich beobachtete Offnungs-
bereiche der Zellverbindungen in jungen Kulturen venularer Endothelzellen
werden sogar unter diesen Bedingungen rasch verschlossen.

Auch mit Hilfe der speziell entwickelten Reinigungsmethode rein dargestellte,
im Verlauf des Experiments durch Zugabe von FMLP sogar besonders stark
aktivierte Granulozyten haben keinen deutlichen Einflu® auf die Integritét der
Zellfugen des venuldren Endothelzellrasens (vgl. Abb. 38). Raster-
elektronenmikroskopische Bilder lassen jedoch (allerdings nur bel starker
Vergrolerung) erkennen, dald direkt unter am Endothel adhdrent gewordenen
Granulozytenansammlungen endotheliadle Membranschéden sichtbar werden
(Abb. 39 a, b). Derartige Einflusse lief3en sich im Experiment durch zugesetzte
Antioxidantien wie zum Beispied 100 pM Harnsdure oder Flavonoide
(, Venoruton®‘) komplett verhindern. Die endothelialen Zellfugen erscheinen
dagegen noch weitgehend geschlossen (Abb. 39).

Eine vadllig veranderte Situation ergibt sich, wenn gezlichtete M eerschweinchen-
Endothelschichten venul&ren Ursprungs mit gleichzeitig durch Thrombin (1
IlU/ml) aktivierten Plattchen (ca. 109/Schale) und FMLP-aktivierten
Granulozyten (ca. 10°%Schale) aus Meerschweinchenblut zusammengebracht
werden (Abb. 40). Noch bevor die Zellen in direkten Kontakt mit der
Endothelschicht geraten, ist bereits eine beginnende Kontraktion der
Endothelzellen evident (vgl. Abb. 40 b), die aber nicht sofort zur Offnung von
Zellfugen fuhrt. Diese uniforme Reaktion des Zellrasens kann nur durch



Abb. 37: Einflu von aus Meerschweinchenblut isolierten Plattchen {ca. 1.00{LGM0 pro 35 mm Standard-
schale) auf venulires Endothel. a) Ansgangssitnation b) 3, ¢} 6, d) 12, )18, £} 27, g} 45 und h) 20
Minuten nach Zugabe des plittchenreichen Plasmas, Erst nach etwa 1/4 Stunde sinken die zuge-
getzten Plittchen auf die scharf gestellte Ebene der Endothelzchicht ab ind werden dann in immer
griberer Zahl sichtbar (Pfeile). In allen Kulturen venuliirer Endothelzellen erkennbare kleinere
Offimgsbereiche endothelialer Zellfugen werden unter dem EinfluB der Plittchen eher vermehrt
verschlossen, als weiter gedftnet. Phasenkontrastdarstellungen in 320-facher VergriBerung,
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Abb. 38: Einflull von neutrophilen Granulozyten aus Meerschweinchenblut (ca. 100L000/35 mm Standardschale)}
auf vemulires Endothel. a-f) 450-fache VergriBerung, g-h) 320-fache Vergriiferung, im Phasenkontrast.
a) Ausgangssituation, b} sofort, €) 15, d} 30 und e} 45 Mimuten nach Zngabe zumdchst unstimulierter
Giranalozyten (sphiirische Form, achwarze Pfeile), &) dann nach Zogabe von FMLP (1uM) Aktiviertung
der Granulozyten (weibe Pfeile, beachte die améboiden Formédnderungen), f) 10 Minuten nach Zugabe
von FMLP, g)nach sofortigem Objektiverechsel, h) nach Spillung der Kultor (* zeigt eine durch den
Spillstrahl wegbewegte Endothelzelle mit dadureh entstandener Endothelliicke) lassen sich kamm fest
adhiirente Leukozyten machweizen. Dhe Integritit der Zellarchitekotur erscheint weitgehend erhalten big
auf wenige Ausnahmen.
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Abb. 39: Einfluf} aktivierter neutrophiler Granulozyten auf geziichtete Endothel-
schichten venulidren Ursprungs in rasterelektronenmikroskopischer Dar-
stellung.

a) Ubersicht, b) VergroBerung. Deutlich sind lytische Bereiche unter-
halb adhirenter Leukozyten zu erkennen (— ). Interzellularspalten sind
dagegen noch weitgehend geschlossen ().
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Abb. 4k Einflul gleichesitig mit 1 pM FMLP akiivierer Granuloeyten (ca. 100.000/Schala) und mit 1 (Usml aktivierter, gewasche-
ner Plittchen {ca. ] Mio./Schale) auf vermlfires Endothel in Abwesenheit wnd Anwesenheit von Flavonoiden. a) Ansgangs-
situation b} 8, €) 11 und d) 17 min nach Fugabe der aktivierten Zellen d) Zogabe von Flavonodden ) 15 min nach Fugabe
der Flavonnide, emnente Flavonoidengabe (100 phd} £ 18, g) 40 ond h) 60 min nach ementer Flavonoideugabe. Deutlich ist
71 erkennen, wie die hiz Bild @ onebmend kontrahierten Endothelzellen etwa 30 min nach Zugabe der Flavonoide allmiéih-
lich wisder flacher und damit die Endothelliicken wisder enger werden, abwohl die in besonders groBer Konzentration vor-
liegenden aktivierten Blutzallen noch anwesend sind. Phasenkontrastdarstellungen in d50-facher VergraBerung,
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Freisetzungsprodukte der aktivierten Blutzellen bewirkt worden sein.
Interessanterweise verhindert eine Vorinkubation der Pléttchen, nicht aber der
PMN, mit 104 M Aspirin diesen Effekt vollstandig (nicht dargestellt in Abb.
40). Im Verlauf der weiteren Inkubation kommt es dann aber sehr schnell auch
zu einer massiven und uniformen Offnung aler Zellfugen — und bei
prolongiertem Einwirken der aktivierten Blutzellen Uber mehrere Stunden —
sogar zum Absterben der Endothelzellen (nicht gezeigt in Abb. 40). Akut
zugesetzte Flavonoide im Konzentrationsbereich 10-100 uM fuhren dagegen
rasch wieder zum SchluRR der endothelialen Zellfugen und zum Uberleben der
Endothelzellen, unbeeinflufd durch die immer noch gegenwartigen aktivierten
Blutzellen.

Eine analoge Offnung der Endothelbarriere 143t sich auch erreichen mit der
Zugabe des zellfreien Uberstandes der ansonsten analog aktivierten und
anschlieffend abzentrifugierten Blutzellen. Die zeitraffervideomikroskopischen
Serienbilder der Abb. 41 zeigen das charakteristische Kontraktionsverhalten
solcher Zellrasen im Zeitverlauf und deren weit gedffnete Zellfugen viel besser
als in Abb. 40, well hier keine Streulichteffekte an einzelnen Blutzellen die
Bildkonturen verschlechtern. Noch eindrucksvoller geben rasterelektronen-
mikroskopische Bilder Einblick in das reparative Geschehen im Bereich der
venuldren Endothelspalten unter dem Einflul3 der Flavonoide (Abb. 42 a-). In
Gegenwart von 100 uM Flavonoiden kommt es zu einer charakteristischen
Anderung der Morphologie der Zellen. Diese bilden zirkumferent in ihrer
Peripherie Dutzende von langen Plasmamembranauslaufern aus, die standig
ausgestreckt und wieder eingeholt werden. Dabei gewinnen die kugelférmig
unter dem  Einflud von  Freisetzungsprodukten der  Blutzellen
zusammengezogenen Endothelzellen innerhalb einer Stunde zunehmenden
Bodenkontakt und breiten sich wieder flach aus. Nach ca. 2 Stunden liegt eine

nahezu reparierte Endothel schicht vor.



Abb. 41: Deletirer Emflul aus aktivierten neutrophilen Granulozyten und Plittchen freigesetzter Wirkstoffe auf eine
gezfichtete Endothelschicht venuliiren Ursprungs und Kompensation dieser Wirkung durch sugesetrte Flavo-
noide, Co. 1.000.000 gewaschene Plattchen imd 100,000 neutrophile Granolozyten wurden m 2 ml 37°C war-
mem Inkubationsmedivm mit Thrombin beziehungsweise FMLP (1 TUfml bezishungsweise 1 pM) aktiviert
ond abzentrifugiert. Thr Uberstand wurde sogleich auf die Endothelzellen gegeben. a) Ausgangssituation b}
15 min nach Zugabe von 50 pl des gewonnenen Uberstandes ¢) 3 1md d} 6 min nach emeuter Zugabe, dieses
Mal von 200 pl Uberstand. Dentlich ist eine zunichst zunehmende Kontraktion der einzelnen Endothelzellen
vu erkennen. d} Zustand der Kullur unmittelbar bei Zugabe von Flavonoiden und sukzesgive Reparalionszu-

stinde e} 9, f) 15, g) 27 vmd h} 75 min danach, Phasenkontrastdarstelmgen in 450-facher VergriiBenmg,
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Abb. 42: Reparativer
Effekt 100 pM zu-
gesetzter Hydroxy-
ethylrutoside  auf
eine  unter dem
EinfluB  standart-
misig  aktivierter
Plittchen (P) und
neutrophiler Granu-
lozyten (PMN) un-
dicht  gewordene
Endothelschicht.

a) Ubersicht,

Zustand einer noch
erheblich irritierten
Kultur etwa 20 min
nach Zusatz der
Flavonoide. Adhii-
rente PMN und
Plittchen  beginnen
gich abzukugeln,

b) VergriBerung:
deutlich sind zwei
aktivierte PMN, an
einem der PMN an-
gelagerte  Plittchen
und die typischen Fi-
lamente der Endo-
thelzellen im Spal-
tenbereich zu erken-
nen.

c) Fast  komplette
Reparatur nach ca.
2 Stunden Einwirk-
zeit der Flavonoide
trotz weiterer An-
wesenheit der Blut-
zellen wund deren
Aktivatoren. Die
Blutzellen  runden
gich ab wund ver-

klumpen (Pfeil).
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4. Diskussion

4.1. Histologische Untersuchungen zur Ildentifizierung von

koronaren Venulen und darausisolierten Endothelzellen

Auf die erhebliche funktionelle Speziaisierung des Endothelgewebes in seinen
verschiedenen mikrovaskuldren Strohmbahnen wurde in der Einleitung bereits
ausfuhrlich hingewiesen. Aufgrund seiner besonderen Interaktionsfahigkeit mit
Leukozyten adler Art  wurden  mittlerwelle  mehrere  typische
Membrankonstituenten speziell des venuldren Endothels beschrieben, die sich
grundsétzlich auch zur ldentifikation der Venulen in sSitu, aber auch zur
Reinheitskontrolle aus diesen kleinsten Venen isolierter Endothelzellen

verwenden | assen®7:106,149,150,157

Im Fale der Charakteriserung von venuldren Endothelzellen aus
Meerschweinchenherzen ergibt sich alerdings auch heute noch das Problem,
dald entsprechende AntikOorper gegen diese endothelidlen Leukozyten-
Adhéasionsproteine fast durchweg gegen entsprechende Antigene menschlichen
Ursprungs gerichtet sind, die geringe Kreuzreaktivitdét mit ihren Analoga im
Meerschweinchen haben. Insofern ist die in der vorliegenden Arbeit
beschriebene Identifizierungsbasis des venuléren Endothels in der koronaren
Mikrozirkulation des Meerschweinchens mit Hilfe klassischer Enzymhistologie
auch heute noch aktuell.

Eine Anregung zur L6sung des Problems bot die Veréffentlichung von Lojda*
aus dem Jahre 1979. Hier wurde berichtet, da das Enzym
Dipeptidylaminopeptidase IV (Glycyl-Proline  Naphthylamidase) bel
verschiedenen Spezies in unterschiedlichen Organen wie Myokard und Lunge
von Ratten, Duodenum und Jejunum von Meerschweinchen und Darmbiopsien
von Menschen in Endothelzellen des vendsen Abschnitts der Kapillaren und in
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kleinen Venulen nachgewiesen werden konnte, wahrend das Enzym in grof3eren
GefélRen und auf der arteriellen Seite der Mikrozirkulation nicht nachweisbar
war. Darauf aufbauend berichtete Lipenska® 1984 von einer Doppelfarbung der
Mikrozirkulation auf Dipeptidylpeptidase und gleichzeitig akalische
Phosphatase in der Skelettmuskulatur der Ratte. Als Ergebnis zeigte sich, dal3
die arteriellen Segmente der Mikrozirkulation positiv fir alkalische Phosphatase
waren, wahrend die vendsen Abschnitte Dipeptidylpeptidase ausprégten.

Als besonders wertvoll hat sich in unserer Hand der enzymhistochemische
Nachweis der Dipeptidylaminopeptidase IV (DAP 1V) [EC 3.4.14.5] erwiesen,
die in extremer Konzentraion an den bizarren  postkapilléren
Venulenkonglomeraten des Meerschweinchenherzens lokalisiert ist. Dieses
Ektoenzym?2102 wird auch nach Anwendung des in der vorliegenden Arbeit
beschriebenen proteolytischen Dissoziationsverfahrens fir Myokardgewebe
noch hochspezifisch von den venuléren Endothelzellen exprimiert, so dal es
auch als zuverlassiges und leicht nachweisbares | dentifizierungsmerkmal fur die
Uberwachung der Reinigung dieser Zellen zur Verfugung steht. Alkalische
Phosphatase erwies sich im Rahmen der eigenen histochemischen
Untersuchungen zur Unterscheidung von koronaren Mikrogefé3en in
Schnittpréparaten im Gegensatz zur Peptidase as Markerenzym aller Kapillaren
und Endarteriolen. Diese Befunde liegen in guter Ubereinstimmung mit frithen
Studien von Rakusan an Rattenherzen'3, die — allerdings ohne Stellungnahme
zur spezifischen zelluléren Vertellung der beiden Markerenzyme — darlegten,
dal3 die DAP IV im vendsen Schenkel, die Alkalische Phosphatase dagegen nur
im arteriellen Schenkel der terminalen koronaren Strohmbahn vorkommt. Wie
ausfuhrliche Studien meiner Kollegen E. Reichenbach (Dissertationsschrift in
Vorbereitung) und D. R. Weiss (Dissertationsschrift eingereicht im Méarz 2004)
zeigen, stellen beide Enzyme auch hochspezifische Marker der Mikrogefalie des
menschlichen Ventrikelmyokards dar. Ganz analog zum Meerschwein-
chenherzen bildet die Dipeptidase auch hier die Basis einer einfachen
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enzymhistochemischen Abgrenzung der koronaren Venulen, die auch im
Menschenherzen bizarre Konglomerate formen, die aufgrund ihres
knollenartigen,  wurzeldhnlichen  Aussehens  mit mikroskopischen
Ingwerwurzeln verglichen worden sind?486, Allerdings benutzten diese frilhen
Identifizierungsstudien Tusche- beziehungsweise Silikoninjektionen  zur
Darstellung der Gefal3e. Alkalische Phosphatase stellt im menschlichen Herzen
ein selektives Markerenzym aler aus den Radialarterien des Koronarsystems
abzweigenden Arteriolen erster Ordnung, der sich anschlief3enden Arteriolen
zweiter bis vierter Ordnung, und der Kapillaren bis hin etwa zum Beginn der
zweiten Hélfte ihrer Gesamtlange dar. Es schlief3en sich dann Kapillarstrecken
ohne akalische Phosphatase- und DAP IV-Aktivitét an, bis schliefdlich das
letztgenannte Enzym zum Marker der pravenularen Kapillarstrecken und der
postkapillaren Venulen wird.

In der vorliegenden Arbeit wurden die geschilderten histochemischen
Untersuchungen an Myokardschnitten durch entsprechende Studien an isolierten
Mikrogefalden erganzt, die mit Hilfe einer neuentwickelten I solierungstechnik in
Zukunft auch aus Herzen anderer Tierspezies erhalten werden konnen. Derartige
Préparate erleichtern die Aussage zur Prasenz bestimmter Antigene in den
verschiedenen Segmenten der koronaren Mikrozirkulation erheblich und lassen
sich leicht in den Dienst noch vieler anderer Anwendungen stellen.

Durch Einbringen steril gewonnener Mikrogefél3netze in Gewebekulturen lief3
sich im Rahmen der vorliegenden Arbeit die bereits diskutierte Aussage, dal3
DAP 1V ein hochspezifisches Markerenzym der postkapilléren Venulen ist,
erstmalig auch auf zellulérer Ebene differenzieren: es handelt sich um ein
selektives Antigen der Endothelzellen venularen Ursprungs. Vergleichende
Untersuchungen in Zellkulturen kapill&ren und arteriolaren Ursprungs haben in
der Arbeitsgruppe von Professor Nees mittlerweile gezeigt, da3 die
Endothelzellen dieser koronaren Mikrogeféie keine nachweisbare DAP-
Aktivitat besitzen. In weiterfihrenden Untersuchungen konnte auch geklért
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werden, dal3 Alkalische Phosphatase ein Markerenzym der arteriol&ren Perizyten
und der sich arterioldr anschlief?enden kapillaren Perizyten ist (entsprechende
Publikationen sind gegenwartig in VVorbereitung).

4.2. Isolierung reiner Granulozyten und gewaschener Plattchen

aus M eer schweinchenblut

Um die geplanten mikroskopischen Studien zur Interaktion von Plattchen, PMN
und venuldren Endothelzellen im homologen System ohne immunologische
Komplikationen durchftihren zu kénnen, war es nétig, auch die Blutzellen aus
Meerschweinchen zu isolieren.

Fir das Waschen von Pléattchen wurde das im Methodentell beschriebene
Verfahren speziell entwickelt. Durch die Zugabe des Hemmstoffs Adenosin
konnte erreicht werden, dal3 diese hochempfindlichen Zellen wéahrend der
Abtrennung vom Ausgangsplasma durch Zentrifugation nicht erkennbar
aktiviert wurden. Adenosin lief3 sich anschlief3end auf sehr einfache Weise durch
zugesetzte Adenosindesaminase wieder entfernen.

Bewdhrte Verfahren, hochgereinigte polymorphonukliedre Granulozyten zu
erhalten, standen routinemaldig aber lediglich fir das humane Zellsystem zur
Verfigung. So lassen sich mit einem kommerziell erhéltlichen, hyperton
eingestellten Dichtegradientenmedium (,, Polymorphprep™*) aus menschlichem
Blut routineméiig innerhalb einer Stunde sehr reine PMN durch einfache
Zentrifugation isolieren, zur analogen Reinigung derselben Zellen aus
Meerschweinchenblut bedurfte es aber aufgrund ganz anderer spezifischer
Dichten und Grofen der Pléattchen und Granulozyten einiger zusétzlicher
Schritte. Letztere wurden speziell im Rahmen der vorliegenden Arbeit
entwickelt und schon im Methodenteil beschrieben. In der Literatur wurde
unseres Wissens bisher keine Methode beschrieben, mit deren Hilfe derart
hochgereinigte und nicht aktivierte PMN aus Meerschweinchenblut auf
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einfachere Weise isoliert werden kénnen. Der einzige bisher in diese Richtung
gehende Ansatz von Berton et al’ gewann neutrophile Granulozyten aus
Meerschweinchen durch Peritoneallavage 20 Stunden nach intraperitonealer
Injektion einer 1 %-igen Caseinlosung. Bel diesem Verfahren ist jedoch von
einer deutlichen Vorstimulation der PMN auszugehen, da sie ja schon
pathophysiologischerweise im Tier bereits in die Bauchhthle mobilisiert
wurden. Aul3erdem sind die bendtigten Caseinlésungen nicht in der benétigten
Reinheit zu erhalten (chemotaktische Peptidbeimengungen, Endotoxine etc. als
Verunreinigungen vorhanden). Fur die beschriebenen Interaktionsversuche war
aber die Verwendung nicht vorstimulierter PMN nétig, um deren Einfluld auf
venuldres Endothel in aktivierter und nicht aktivierter Form untersuchen zu
konnen.

So homogen, wie die nach dem beschriebenen Verfahren gereinigten PMN-
Suspensionen zusammengesetzt waren, so aufwendig war allerdings der
praparative Aufwand und die geringe Ausbeute an Leukozyten. Die erhaltenen
Zellsuspensionen reichten jeweils gerade aus fur eine einzige Filmserie im
Rahmen der geplanten mikroskopischen Untersuchungen. Fir weitergehende,
zum Beispiel auch biochemische oder molekul arbiologische Untersuchungen im
M eerschweinchensystem wéaren analoge Reinigungsanstrengungen sicherlich zu
aufwendig. Allerdings gelingt es aufbauend auf den hier beschriebenen
Methoden der Arbeitsgruppe um Professor Nees mittlerweile, venulére
Endothel zellen aus menschlichen Explantatherzen zu isolieren und zu ziichten.
Deren Interaktionen mit den wesentlich einfacher zu isolierenden menschlichen
Plattchen und PMN lassen sich nun in jeder beliebigen Richtung nahezu
unbeschrankt erforschen.
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4.3. Isolierung von Priméarkulturen venulérer Endothelzellen

Die Isolierung venuldrer Endothelzellen aus dem Koronarsystem stellte eine
besonders komplexe experimentelle Herausforderung im Rahmen der
vorliegenden Arbeit dar. Die bisher in der Literatur reklamierten
Isolationsmethoden fur venuldre Endothelzellen beschrankten sich fast
ausschliefdlich auf lymphatische Organe wie Lymphknoten oder Tonsillent210.28,
Dabei wurde alerdings zum Tell keine spezifische Abtrennung der venuléren
Endothelzellen von Endothelzellen anderer GefélRabschnitte Cberzeugend
dargelegt. Meist wurden immunologische Trennmethoden eingesetzt, die wie
zum Beispiel die Fluoreszenz-aktivierte Zellseparation FACS?® auf
immunol ogischen Markierungen (zum Beispiel von Willebrand Faktor und Ac-
L DL-Rezeptor) fuldte, die angeblich allen Endothelzellen zu Eigen sein sollen.
Es liegt aber auf der Hand, dal? der typische Antigenbesatz einer Zellart in situ
sich unter der Einwirkung von Proteasen, wie sie fur die Dissoziierung der
Zellen unabdingbar sind, entscheidend veréndern kann. So kdnnten venulére
Endothelzellen physiologische Oberflachenantigene unter Umstanden verlieren,
oder sie kdnnten unter der proteolytischen Reizwirkung auf ihrer Zellmembran
vorher nicht vorhandene, untypische Antigene exprimieren’.

In einem nicht lymphatischen, besonders fest gefligten Organ wie dem Herzen
ergeben sich nicht nur die zwel gravierenden Probleme, die Gewebetypen bis
zur kompletten Dissoziation der Einzelzellen aufzugliedern und dabei die volle
Vitalitdt der interessierenden Zellen zu erhalten, sondern auf3erdem die
Schwierigkeit, auch die vielen anderen Zellarten (Endothelzellen anderen
GeféalBursprungs oder aus Lymphgefalien, glatte Muskelzellen, Perizyten,
Kardiomyozyten, Bindegewebszellen etc.) von den erwinschten venuldren
Endothelzellen abzutrennen. Versuche, die Venulen eines Organs in vivo
farblich zu markieren und nach Exzision des Organs die Venulen nach
spezifischer Vormarkierung von Hand zu isolieren — ein VVorgehen, wie es schon
im Cremastermuskel der Ratte praktiziert worden ist!® — wirde schon vom
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Ansatz her keine hinreichende Abtrennung von Fremdzellen ermdglichen und
wére aul3erdem im Herzgewebe viel zu aufwendig. Eine andere in der Literatur
beschriebene Methode, um venuldre Endothelzellen aus Rinderherzen zu
isolieren, verwendete sogenannte Mikroktgelchen (,, mikrobeads*), deren Grof3e
speziell nach dem Durchmesser der Venulen gewdhlt wurde'4. Es wurde
behauptet, da} solche Kiugelchen nach retrograder Perfusion des
Koronarsystems selektiv in den Venulen stecken bleiben, von venuléren
Endothelzellen Uberzogen und anschlief3end antegrad wieder aus dem sinus
coronarius gespult werden koénnen. Angesichts der hohen Schwankungsbreite
des Durchmessers der Venulen3>157 und der ausgepragten Empfindlichkeit der
venuldren Endothelzellen im Gewebeverband auf mechanische Reize,
verwundert die reklamierte Spezifitdt der Methode, nicht aber ihre geringe
Ausbeute. Es erscheint aulRerdem nicht ausgeschlossen, dald Mikroperlen in
groRReren venosen Gefélien zu liegen kommen, so dal?3 bei Anwendung dieses
Verfahrens wohl oft statt der venul&ren Endothelzellen solche ventsen
Ursprungs isoliert werden.

Redlistisch betrachtet konnten alle genannten Autoren mithin keinen heutigen
Anspriichen an die Selektivitdt genligenden Beweis erbringen, dal3 die von ihnen
isolierten Endothelzellen tatsachlich venul&ren Ursprungs waren.

Es galt deshab, eine spezifische Trennmethode verfligbar zu machen, die
mindestens eine Eigenschaft der venuldren Endothelzellen nutzt, die sich bel
ihrer Isolierung kaum andert. Wie schon die in der Literatur beobachteten und
auch im Rahmen der vorliegenden Arbeit beschriebenen elektronendichten
Granula im Zytoplasma der venuldren Endothelzellen'® vermuten lief3en,
konnten sich Endothelzellen dieses vaskularen Ursprungs durch ein deutlich
hoheres spezifisches Gewicht als die mikrovaskularen Endothelzellen anderer
Gefaf3abschnitte auszeichnen. Aullerdem besitzen solchen Endothelzellen eine
beachtliche Grofie.
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Vor diesem Hintergrund verwendeten wir die Dichtegradientenzentrifugation mit
osmotisch zu vernachléssigenden, imprégnierten Siliziumdioxid-mikropartikeln
(,Percoll*) das Dichtegradientenmaterial’® zur Auftrennung myokardialer
Zellgemische. In  der Arbeitsgruppe von Professor Nees stand am
Physiologischen Institut eine speziell entwickelte sehr zweckmaldige Zentrifuge
zur Verfugung, die wéahrend des Laufes ohne storende Verwirbelung die
Einschichtung des Dichtegradienten und nach Auftrennung des Zellgemisches
dessen besonders scharfe Fraktionierung ermdglichte. Tatsachlich ergab sich
dabei, dal’ venulare Endothelzellen ein besonders hohes spezifisches Gewicht
(grofRer 1,06 Gramm pro ml) besitzen und so in selektiver Weise in tiefe
Schichten des Gradienten eindringen.

Allerdings war es eine unabdingbare Voraussetzung fir den erzielbaren
Trennerfolg, zuvor eine moglichst vollstandige und schonende Dissoziation des
gesamten Myokardgewebes und den Erhalt einer homogenen Zellsuspension als
Ausgang des Trennverfahrens zu erzielen. Dies gelang mit Hilfe des im
Methodenteil beschriebenen, speziell fir diesen Zweck entwickelten
Versuchsaufbaus. Bei der Perfusion des Koronarsystems mit der Proteasel 6sung
war es von groffem Nutzen, ein Abknicken der Herzkranzgefdl3e oder eine
sonstige Deformierung des Geféal3systems zu verhindern, indem das Herz in einer
isodensen (30 %-igen) Percolll6sung schwebte. Durch Perfusion der Koronarien
mit gleichbleibendem Druck von 160 mbar und konstantem Fluf3 von 1 ml/min
konnte zudem eine vollkommen homogene Perfusion des Myokards in alen
seinen Kapillarstrecken erreicht und ein Kollabieren der zuflhrenden
Koronararterien auch nach langerer Einwirkzeit der ProteaselGsung verhindert
werden.

Gunstig fur die Vitaitéat der isolierten Zellen wirkte sich auch die im
Methodentell beschriebene saulenchromatographische Vorreinigung der

kauflichen Kollagenase aus, wobei offenbar toxische Peptide abgetrennt wurden.
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Zweckmaligerweise wurde die Apparatur so aufgebaut, dal3 samtliche
Arbeitsschritte bei 37°C und unter sterilen Bedingungen erfolgen konnten.

Um eine Verunreinigung mit Mesothel weitgehend auszuschlief3en wurde vor
dem Perfusionsvorgang das Perikard moglichst sorgféltig entfernt. Denn spéter
in der Zellkultur war es schwierig, Endothelzellen von Mesothelzellen, welche
denselben embryonalen Ursprung haben, zu unterscheiden. Letztere kdnnen
nicht nur in Aussehen und Wachstumsverhalten, sondern auch in der Reaktion
auf gangige Endothel zellmarker den Endothel zellen &hnel 89153,

Die von uns zur Charakterisierung der Endothelzellen eingesetzten
Nachweismethoden (von Willebrand Antigen, DAP IV, typische Morphologie
der gezlichteten Zellen sowie ihre sich auch in Gewebekulturen entwickelnde,
besonders pragnante Koloniearchitektur in Form von Pflastersteinbelagen)
erlaubten ihre zwelfelsfreie Identifizierung auch deshalb ganz besonders, weil
zuvor ausfuhrliche histochemische Studien an intaktem Ventrikelmyokard
durchgeftihrt worden waren und es gelungen war, intakte venulére
GefélRsegmente mit analogen Methoden zu identifizieren und in ihrem
Wachstum in Gewebekulturen zu verfolgen.

Die aus alen methodischen Anstrengungen resultierende Tatsache, dal3 es nun
gelungen ist, homogen zusammengesetzte Kulturen venulérer Endothel zellen in
vitro zu gewinnen, erdffnet erstmalig die Mdéglichkeit, unter definierten in vitro
Bedingungen die auch in medizinischer Hinsicht interessanten Interaktionen des
venuldren Endothels mit Bestandteilen des Blutes unter kontrollierten
Versuchsbedingungen zu studieren. Viele weiterfihrende Experimente im
Arbeitskreis um Professor Nees zeigen auf3erdem schon heute, dal3 die im
Rahmen der vorliegenden Arbeit am Meerschweinchenherzen erprobte
Methodik auch auf Herzen anderer Tierspezies und am Menschenherzen mit
Erfolg angewendet werden kann.
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4.4. Interaktion mit Plattchen und Leukozyten und deren
Uber standen

Die Entstehung entziindlich bedingter Odeme stellt im Korper des Menschen
und natdrlich auch vieer anderer Lebewesen zundchst einma en
physiologisches, der Abwehr von Krankheitserregern dienendes Ereignis dar,
das sich aber auch zu einem schwerwiegenden pathophysiol ogischen Geschehen
entwickeln kann. In der Folge solcher Odembildung kann es zu Ischamie,
Thrombosierung, Blutdruckabfall und Hypovolamie kommen, also zu -
innerhalb des betroffenen Organes, aber auch generalisiert im gesamten Korper
— |ebensbedrohlichen Folgen.

Welche Mechanismen fihren dazu, da3 die Permeabilitét des vaskuldren
Endothels Gber das Normamal? erhéht wird? Viele Wissenschaftler haben
inzwischen an dieser Frage gearbeitet, sind dabei jedoch zu recht
unterschiedlichen Ergebnissen gekommen.

Bekannt ist, da3 en Stimulus, wie zum Beispiel ein Gefél3verschlul3,
Hypoxamie, eine mechanische Gefaldverletzung oder eine bakterielle oder virale
Infektion, letztendlich zur Ausschittung einer grof3en Anzahl entzindlicher
Mediatoren fihrt, unter deren Einfluld sich die Endothelbarriere 6ffnet. Doch
woher stammen diese Mediatoren, um welche Verbindungen handelt es sich und
in welchen  mikrovaskul&ren  Strombahnen  entfalten sie  ihre
permeabilitadtserhGhende Wirkung?

Die letzte Frage 18l sich inzwischen recht eindeutig beantworten, denn es hat
sich nicht zuletzt in verschiedenen in vivo Studien gezeigt, dal3 die
Pradilektionsstelle fur die Entstehung von Odemen durch Hyperpermeabilitét
und das Auswandern von Entziindungszellen aus dem Blut eindeutig das
Endothel der pOStkaplllaren VenU|en darstel|t3,7,18,62,73,79,80,91,92,100,107,119,120,121,122,

125,133,138,148,154
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Um nun auch vertieft der Beantwortung der Fragen nach dem Ursprung und der
Natur der Entzindungsmediatoren nachgehen zu kénnen, erschien nicht nur die
Isolierung und verbesserte Zuganglichkeit der  hochspeziaisierten
Endothelzellen venuldren Ursprungs, sondern auch die bestimmten Blutzellen
derselben Tierspezies unter genau definierten Bedingungen unerlaich.

Die Frage, welchen zellularen Ursprungs in Frage kommende Mediatoren
haben, &3t sich aus der Literatur bis zum heutigen Zeitpunkt nicht eindeutig
beantworten. Auf jeden Fall kdnnten Entziindungsmediatoren auch aus dem Blut
stammen. Als zellulédre Ursprungsorte kdmen in diesem Fall in erster Linie die
Blutzellen in Frage, die an einem Entztindungsfokus rasch akkumulieren und
dort auch schnell aktiviert werden kdnnen. Neutrophile Granulozyten (, PMN*)
bilden die Hauptgruppe der an der akuten Immunabwehr beteiligten Blutzellen.
Neben der Fahigkeit zur Phagozytose enthalten sie verschieden Granula zur
Speicherung insbesondere zahlreicher hydrolytischer Enzyme's6, die im
Bedarfsfall deshalb rasch und in hoher Konzentration freigesetzt werden
konnen. Mit Hilfe einer NADPH-abhangigen, membransténdigen Oxidase sind
PMN auch zur Bildung von H,O, beféhigt®187710L1%6 das in Gegenwart
zweiwertiger Metallionen rasch zu einer Reihe von Sauerstoffradikalen zerfallen
kann, die ein noch hoheres Oxidationspotential als das Wasserstoffperoxid
besitzen. PMN konnen mit Hilfe des Enzyms Myeloperoxidase auch
hypochlorige Saure bilden877136  ebenfalls ein scharfes Oxidationsmittel.
Darlber  hinaus verfigen die PMN (dber enen  komplexen
Eikosanoidstoffwechsel mit der Méglichkeit zur Synthese von Leukotrienent®,
die bekanntlich wichtige Entztindungsmediatoren darstellen.

Blutpldttchen sind nach neuesten Literaturbefunden &ulerst wichtige
K ooperationspartner der Granul ozyten?3844.63828385115127.142,161  Gje gstellen nicht
nur die besonders akut reagierende, zelluldre Komponente des
Hamostasesystems dar, indem sie — nach Aktivierung entsprechender
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Rezeptoren und durch Verklebung mit Fibrinmolekilen — massenhaft
aggregieren und dabei den ,weil3en Thrombus*, also einen sofort wirkenden,
provisorischen Wundverschluf3 formen!6, Vielmehr kdnnen diese relativ kleinen
korpuskuldren Bestandteile des Blutes auch eine ganze Reihe pharmakol ogisch
aktiver Substanzen, wie z. B. Prostanoide und Kinine'?, bilden und freisetzen
und mit Hilfe insbesondere von P-Selectin in spezifischer Weise mit den
neutrophilen  Granulozyten Aggregate bilden, innerhalb derer se
moglicherweise metabolisch eng kooperieren. Bis vor kurzem wurden die
Thrombozyten im Rahmen eines Entzindungsprozesses in der Literatur
allerdings weitgehend vernachl8ssigt.

Wenn es im Bereich eines Entziindungsherdes zur Endothelverletztung durch
einen der oben genannten Stimuli kommt, verursachen die nun freiliegenden
subendothelialen Bindegewebsfasern (z. B. Kollagene, von Willebrand Faktor)
die Adhdsion wund Aktivierung einer zunehmenden Anzahl von
Thrombozyten>>167, In der Folge kommt es rasch zu Interaktionen zwischen auf
aktivierten Thrombozyten aktiviertem P-Selektin und PSGL-1 auf den
vorbeistromenden PMN, so dal3 an der Gefal3wand adhérente Blutplattchen
L eukozyten regelrecht aus dem Blutstrom rekrutieren konnen®385, Auch andere
Untersucher haben unterstrichen, dal3 Plattchen eine entscheidende Rolle dabei
spielen, den Leukozyten den Weg zum Endothel zu weisen®40 und dal} an
subendothelialer Matrix adharente Blutpl&tchen sowohl das Rollen, als auch die
Adhésion und die Transmigration von Leukozyten unterstiitzen3®8283, Dieser
Erstkontakt der beiden Zellarten fihrt zu einer vermehrten Expression des
Integrins Mac-1 auf den PMN15, Mac-1 wiederum ist ein Ligand fur das auf
Plattchen exprimierte JAM-C'#2, somit werden weitere Interaktionen zwischen
PMN und Thrombozyten ermoglicht und eine gegenseitige Aktivierung
eingeleitet. Von hoher Bedeutung bei diesen Prozessen erwiesen sich auch die
Expression  von PECAM-1117.151 und  JAM-A®104  auf der
Thrombozytenoberflache, wobel noch etliche Details des Vorganges der
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gegenseitigen  Aktivierung, insbesondere die Freisetzung bestimmter
Entzindungsmediatoren, ungeklart sind. Als Folge kommt es aber offensichtlich
zu einer Aktivierung des Enzyms Myosinleichtkettenkinase (MLCK) in der
venuldren Endothelzelle’™®, das Myosin-Leichtketten phosphoryliert, wodurch
eine Polymerisation des endothelialen Aktins und damit eine Kontraktion der
Endothelzellen induziert wirdél108109.146 Dieser ProzeR leitet Odeme ein, deren
physiologischer Zweck sicherlich ganz wesentlich darin besteht, humorale
Komponenten (wie z. B. Komplementfaktoren) der akuten Immunabwehr an
einen extravasal gelegenen Entztindungsherd heranzubringen.

Angesichts der beeindruckenden Mdaglichkeiten zur Interaktion und
gegenseitigen Aktivierung von Thrombozyten und PMN, erschien es besonders
vielversprechend, unter definierten in vitro Bedingungen Methoden zu
erarbeiten, mit denen die Interaktionen dieser beiden Blutzellarten mit dem
venuldren Endothel direkt beobachtet werden kénnen. Das Hauptaugenmerk
wurde auf einen Versuchsaufbau gelegt, der es gestattete die Interaktionen im
zeitlichen Verlauf Uber bis zu 24 Stunden bel hoher Vergrofierung zu
beobachten. Natlrlich sollten fir die Zellen weitgehend physiologische
Umgebungsbedingungen geschaffen werden, um relevante Ergebnisse zu
erzielen. Die insgesamt komplexen logistischen Vorbereitungen kulminierten in
dem in Abb. 11 (Seite 32) gezeigten Versuchsaufbau. Mit Hilfe des
Spezialinkubators konnten die jeweiligen Petrischaen bel 37° Celsius und
einem definierten pCO, gehalten und zugleich mit einer alle Ablaufe
dokumentierenden Videokamera beobachtet werden. Als besonders zweckmaliig
erwies sich die Abfihrung des erwarmten Luftstromes Uber das der
Anschmiegung des Objektives dienende Loch im Boden des Inkubators. Auf
diese Weise konnten auch die beobachteten Zellen exakt tiber |angere Zeitraume
unter den eingestellten Bedingungen (Temperatur!) gehalten werden. Diese
Studien werden ergdnzt durch rasterelektronenmikroskopische und
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histochemische Untersuchungen an den nach definierten Interaktionsphasen

fixierten Zellkulturen.

In der Literatur wird vielfach berichtet, Thrombin erh6he die Permeabilitét
gezichteter Endothelzellrasen in markanter Welseb6:12.3542.95,96,98,99,118,128,132.
Unsere Experimente belegten aber, dal3 homogen zusammengesetzte Schichten
venuldrer Endotehlzellen ihre Interzellularfugen unter dem Einflu@ der
Gerinnungsprotease selbst dann nicht 6ffnen, wenn diese in sehr hoher
Konzentration (1 1U/ml) angeboten wird. Handelt es sich dagegen nicht um eine
homogene Endothelschicht, sondern einen Zellrasen, in den subendotheliale
Begleitzellen der Venulen (Perizyten?) engestreut sind, [a%t sich mit
videokinematographischer Technik eine spezifische, Thrombin-vermittelte
Kontraktion dieser Zellen nachweisen (vgl. Bilderserie in Abb. 36, Seite 66). Im
Bereich solcher Zellen wird also die Permeabilitéat der Zellschicht enorm erhoht.
In quantitativer Hinsicht lassen sich solche Prozesse durch Erfassung der
hydraulischen Konduktivitét auf pordsen Filtern gezlichteter Endothelrasen
darstellen. In der Arbeitsgruppe von Professor Nees liefd sich auf diese Weise
zeigen, dal? absolut homogene Endothelrasen tatséchlich keinerlei Erhéhung der
hydraulischen Konduktivitédt unter dem Einflul3 von Thrombin entwickeln.
Einstreuung subendothelialer Zellen in derartige Zellrasen fuhrt allerdings dann
schon zu mefdbaren, Thrombin-induzierten Erhohungen der hydraulischen
Konduktivitdt, wenn der Fremdzellanteil nur wenig grof3er als 2 Prozent ist. Auf
der Grundlage dieser Erkenntnisse erscheint die Diskrepanz unserer Befunde mit
denen der Literatur als geklart: derartige Versuche sind nur unter strikter
Beriicksichtigung der Reinheit der gezlichteten Zellrasen aussagekréftig. Dafir
gibt es in allen recherchierten Bezugsarbeiten allerdings nie befriedigende
Belege. Neuerdings wird auch die Thrombin-induzierte Permeabilitdtserhéhung
durch in situ-Experimente an Blut-perfundierten Venulen stark in Zweifel
gestel1t32,
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Die Beobachtung, dal3 isolierte, mit Thrombin aktivierte Blutpl&ttchen eher zu
einer Abdichtung eines Endothelzellrasens fuhren, deckt sich mit mehreren
Literaturbefunden*1?4, Alexander flhrte die Stéarkung der endothelialen
Barrierefunktion auf die von den Pléttchen sezernierte Lysophosphatidylsiure

zurick.

Nachdem in der Literatur sehr unterschiedliche Meinungen zu einer moglichen
oxidativen oder hydrolytischen Schadigung des Endothels durch aktivierte PMN
vertreten werden, war die Beobachtung der Interaktionen dieser Zellen mit den
Endothelkulturen besonders interessant. Weder in meinen Zeitraffer-
videomikrokinematographischen Untersuchungen (Abb. 38, Seite 69), noch in
weiterfihrenden Filtrationsstudien im Labor von Professor Nees konnte aber
unter dem EinfluR aktivierter PMN eine Offnung der Interzellularspalten
nachgewiesen werden. Am venuldren Endothel adhdrente PMN konnen zwar,
wie einige rasterelektronenmikroskopische Bilder belegen — wahrscheinlich
durch freigesetzte Autoxidantien wie zum Beispiel H,O, bedingt — eine lokal
sehr stark begrenzte Endothellyse verursachen, die interendothelialen Junktions
bleiben aber geschlossen.

Mehrere Autoren schreiben jedoch, dal3 aktivierte Leukozyten alleine, auch ohne
das Mitwirken anderer Zellen eine Permeabilitdtssteigerung durch Freisetzung
aggressiver Sauerstoffverbindungen verursachen®6:60.152166 Durchweg wird in
derartigen Artikeln aber nicht dem Gedanken Rechnung getragen, dal3 in Situ
immer auch Blutpléttchen zugegen sind, die an einer Endothelschadigung
beteiligt sein konnten. Auch wird immer wieder behauptet, die Transmigration
von PMN durch ene Endothelschicht ziene ene Erhthung der
Endothel permeabilitdt nach sich3+46,

Immer mehr  Wissenschaftler  erkennen  jedoch  inzwischen  die
pathophysiologische Gewichtigkeit einer mdglichen engen Kooperation der
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PMN mit den in stu immer in hoher Konzentration préasenten
Plattchen?16:4465.71.768283127 - | Jnsere Befunde, dal3 gleichzeitig aktivierte PMN
und Plattchen, wahrscheinlich aufgrund freigesetzter Eikosanoidverbindungen,
zu einer enormen Permeabilitétserhdhung des venuldren Endothels fihren,
konnten dadurch eine wachsende Unterstiitzung erfahren.

Nachdem die Ergebnisse meiner Untersuchungen ergeben hatten, dai3 fir die
Offnung der Endothelbarriere die gleichzeitige und sehr wahrscheinlich
gegenseitige Aktivierung von PMN und Blutpléttchen nétig ist, sollte weiterhin
geklart werden, ob die Anwesenheit der Blutzellen selbst — und somit die
Moglichkeit direkter Interaktionen zwischen ihnen und dem Endothel — fir die
beobachteten Endothelschaden erforderlich ist. So wurden gewaschene
Thrombozyten und PMN im Verhédltnis 10:1 in einem Eppendorfgefd? mit
Thrombin und FMLP voraktiviert und abzentrifugiert. Der Uberstand, der
eventuell freigesetzte Mediatoren enthalten muféte, wurde nun ohne zellulére
Blutbestandteile auf die Endothelzellen gegeben. Es zeigte sich in der Folge die
gleiche fur die Geféldichtigkeit deletdre Reaktion der Endothelzellen: die
venuldren Endothelzellen kontrahierten sich und kugelten sich ab. Wurde ein
solches Experiment dber 8 Stunden  druchgefthrt, waren die
Endothelzellkulturen trotz eines anschlieffenden Mediumwechsels nicht mehr
lebensfahig.

Somit 8% sich erahnen, welch schwere Folgen vergleichbare Vorgéange im
menschlichen Korper hinterlassen konnen. Von grof3em, auch medizinischem
Interesse ist daher die Suche nach Medikamenten, die das venulare Endothel vor
solchen Schéden bewahren und vielleicht sogar die Reparatur eines durch
Plattchen/PM N-Frei setzungsprodukte angegriffenen Endothels bewirken.

Im Rahmen mehrerer Versuchsreihen wurde deutlich, dald nach vorheriger
Inaktivierung der COX | der Pléttchen durch 100 uM Acetylsalicylsaure (ASS)
iIm Gemisch mit aktivierten PMN die deletdren Freisetzungsprodukte der
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metabolisch kooperierenden Blutzellen offenbar ausbleiben. Hingegen hatte die
Zugabe von ASS in die Endothelkultur vor Zugabe der voraktivierten Blutzellen
keinen schiitzenden oder reparativen Effekt auf das Endothel. Daraus kénnen
zwei SchlUsse gezogen werden: Zum einen handelt es sich bei den Endothel-
schadigenden Freisetzungsprodukten wahrscheinlich um Eikosanoide, fir deren
Synthese eine metabolische Kooperation von Pléattchen und PMN wichtig ist.
Zum anderen wirkt ASS nicht als direkter Antagonist der Freisetzungsprodukte
der aktivierten Blutzellen am Endothel.

Als weiterer sehr erfolgversprechender pharmakologischer Ansatz fir die
zielgerichtete Endothelprotektion erwies sich im Rahmen dieser Arbeit der
Einsatz bestimmter Flavonoide (Hydroxyethyl-Rutoside = HR). Sie kdnnen
konzentrationsabhangig nicht nur — vor ener Aktivierung der Blutzellen
zugegeben — eine Schadigung des Endothels durch aktivierte Pléttchen und
PMN verhindern, sondern sogar noch nach bereits erfolgter Offnung der
endothelialen Zellfugen eine sofort beginnende Umkehr des Prozesses und im
Verlauf  weniger Stunden die Wiederabdichtung des venuldren
Endothelzellverbandes bewirken. Auch in der Fachliteratur ist die Fahigkeit
verschiedener  Flavonoidverbindungen  zur  Endothelabdichtung  schon
beschrieben worden??3351.5258113129  Fin vertieftes Studium der Literatur &3t
mehrere Ansatzpunkte fir den Wirkmechanismus erkennen. Ubereinstimmung
herrscht Uber den antioxidativen Effekt der Flavonoide?3:26:40:4167.88,90,131,165
Diese Wirkung ist sicherlich auch daftr verantwortlich, dal3 durch Einsatz von
Flavonoiden in unseren Experimenten die (insgesamt recht schwache)
Schadigung des Endothels durch aleine einwirkenden, FMLP-aktivierte
adhérente PMN verhindert werden konnte.

Eine andere Wirkschiene der Flavonoide konnte auch ihre hemmende Wirkung
auf Thrombozyten darstellen®4111  analog auch auf die Adhdsion von
Leukozyten®. Derartige Effekte konnen wohl auch zum Teil den praventiven
Effekt der Flavonoide in unseren Experimenten erklaren.
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Ganz offensichtlich erniedrigen Flavonoide aber auch die Fahigkeit der
Endothelzellen zur Kontraktilitét, was nicht zuletzt auf ihre Fahigkeit
zurtckzufihren sein dirfte, eine vermehrte Stickstoffmonoxid- (NO-) Synthese
in diesem, auf diesen Stoffwechselweg besonders spezialisierten, Endothel1%° zu
induzieren®. Interessanterweise — wenn auch nicht in direkt erkennbarem
Zusammenhang mit unseren Befunden stehend — konnte Flavonoiden auch eine
EinfluBhahme auf die Produktion von +y-Interferon (Th-1 Antwort) und
Interleukin 4 (Th-2 Antwort) im Endothel, sowie eine antiapoptotische Wirkung
auf Endothelzellen?” zugeschrieben werden. Forderlich fir solche méglichen
therapeutischen Effekte oral verabreichter Flavonoide am Endothel wére in
jedem Fall ihre selektive Akkumulation in diesem Gewebe, wie schon vor einer
Reihe von Jahren durch konfokale Mikroskopie berichtet wurde!?e,

Leider gibt es in der Literatur bisher noch keine Uberzeugenden Klinischen
Daten zur Vorbeugung bestimmter vaskulérer Erkrankungen (Arteriosklerose,
chronisch vendse Insuffizienz, etc.) mit Flavonoiden. Aufgrund ihrer
ausgepragten Endothel-abdichtenden Wirkung wére es auch denkbar, dal3 durch
Anwendung von Flavonoiden ein vielversprechender therapeutischer Ansatz zur
Prévention von hamatogenen Metastasierungen bei malignen Tumoren zu
begrinden wére.

Unabhéngig von allen diesen moglichen klinischen und anwendungsorientierten
Aspekten ergab sich fur uns jedenfalls auch schon ein konkreter Nutzeffekt im
Rahmen der Anwendung der Flavonoide. Diese wurden namlich mit grof3em
Erfolg bei der Reinigung unserer Primérkulturen venularen Ursprungs eingesetzt
(vgl. Abb. 26). Dabel wurde erreicht, dal3 die Endothel zellen dem Schalenboden
besser anhafteten und eine grofere Scherkraftresistenz wahrend des im Verlauf
der hochspezifischen Reinigungsprozedur notwendigen Spulverfahrens
entwickelten. Kontaminierende Begleitzellen konnten so nach der
V orbehandlung mit ECPS sel ektiv weggesptilt werden.
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4.5. Aushlick

Zum Abschlul® der vorliegenden Dissertationsarbeit soll nun noch versucht
werden, die in den vorausgegangenen Kapiteln geschilderten und diskutierten
humoralen und zelluldren Interaktionen im Bereich entzindlich aktivierter
Venulen durch eine schematische Serie von Computergraphiken in einen etwas
breiteren pathogenetischen Rahmen zu stellen und dabei vor alem ihren
phasenhaften Ablauf hervorzuheben (Abb. 43 &l).

Lumen einer Venule
Endothelzellen

#”——— Blutpléttchen

Entzindungsfokus /
A :

’;

|utpl&ttchen aktiviert

endothel aktivie-
rende Substanzen

entziindliches Odem
\

arteriolére
Konstriktion

Thrombose

in metabolischer Kooperation entstehende
Metabolite induzieren eine rasche
Kontraktion der venularen Endothel zellen

Abb. 43 a Schrittweise Darstellung von Einzelprozessen im Verlauf eines akuten Entzin-
dungsprozesses.
a) Aktivierung von Pléttchen und neutrophilen Granulozyten, wahrscheinlich
durch entzindlich stimulierte Freisetzungsprodukte (*) des lokal aktivierten
Geféendothels. In metabolischer Kooperation zwischen den aktivierten Plé&tt-
chenund Granulozyten gebildete, sehr wahrscheinlich dem Arachidonsaure-
metabolismus entstammende Wirkstoffe (#) fihren zur Kontraktion des venul &
ren Endothels mit einhergehender Offnung seiner Zellspalten (siehe nachste
Teilabbildung).
Es resultieren entziindliche Odeme, thrombotische Prozesse und Gef&Rspasmen,
siehe hierzu die folgenden Detaildarstellungen b-I.
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Abb_43 b: Offiung der endothelialen Zellverbindungen in einem postkapilliren
Venulenkomplex.

Abb. 43 c: Extravasation fliissiger Blutbestandteile.
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Abb. 43 e: Kompression der umliegenden Mikrogefiie und der Ausgangsvenule
durch den steigenden Gewebedruck.
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Abb. 43 f: Beginnende Emigration von PMN (*), das Schema zeigt auch einige
Plattchenaggregate (#).

Abb. 43 g: Weitere PMN-Emigration aus der verletzten Venule.
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Abb. 43 h: Durch Freisetzung reaktiver Sauerstoffmetabolite und hydrolytischer
Enzyme { ;) aus den Leukozyten kommt es zur Zerstorung eingedrun-
gener Krankheitserreger und krpereigenen Gewebes.

Abb. 43 i: Induziert durch Kontakt von Gerinnungsfaktoren mit dem extravasal
gelegenen Gewebefaktor kommt es zusiitzlich zu Gerinnungsprozessen
schon im Interstitium, die auf die Venule iibergreifen und diese throm-
botisch vom iibrigen Kreislauf abkoppeln.
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gelagerten Ebene benachbarte Arteriole: starke Perfusionsminderung
durch passive kapillire Kompression und aktiv erzielte arteriolire
Konstriktion auch in diesem Stromgebiet.

Abb. 43 k: Analoge Auswirkungen ergeben sich je nach Stirke der entziindlichen
Reaktion auf sehr vielen weiteren Organisationsebenen des mikrovas-
kuldren Netzes, in diesem Ubersichtsbild zusitzlich fiir eine dritte dar-
gestellt.
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5. Zusammenfassung

1. In systematischen histologischen Studien gelang es, das Enzym Dipeptidyl-
aminopeptidase 1V in Kryoschnitten des Meerschweinchenmyokards und
proteolytisch isolierten Mikrogefainetzen as selektives Markerenzym der
Venulen zu etablieren. Nach Einbringen proteolytisch aus Ventrikelmyokard
isolierter Venulen in Gewebekulturschélchen konnte der Nachweis gefihrt
werden, dald diese spezielle Peptidase nur auf den venuldren Endothelzellen
vorkommt.

2. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit ist es aul3erdem erstmals gelungen, diese
identifizierbaren Endothelzellen routinemaldig und selektiv aus Venulen des
Meerschweinchenherzens in hoher Ausbeute zu isolieren. Damit kdnnen nun
erstmals Endothelzellen aus dem kleinsten Venen der koronaren
Mikrozirkulation unter kontrollierten in vitro Bedingungen in ihrem Verhalten
und inihrer Interaktion mit verschiedenen Blutbestandteilen untersucht werden.

3. Die mit Erfolg in speziell ausgesuchten Nahrmedien gezlichteten Endothel-
zellen venuldrer Herkunft konnten mit Hilfe des enzymhisto-chemischen
Nachweises von Dipeptidylaminopeptidase 1V (CD26) und der
immunologischen Nachweise von von Willeband Protein, Ac-LDL-Rezeptor
und von glattmukuldrem a-Aktin auch noch nach wochenlanger Kultivation und
mehrfacher Passagierung als venulére Endothel zellen charakterisiert werden. Sie
entwickelten auch in Gewebekultur die fir Endothelzellen der kleinsten
Korpervenen besonders typische, pflastersteinartige Gewebearchitektur mit
prominenten perinukledren Zellregionen mit ener fur Endothelgewebe
erstaunlichen Dicke.
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4. Nach Ausarbeitung spezieller Methoden gelang es, hochreine, unstimulierte
PMN und gewaschene Plattchen aus Meerschweinchenblut zu isolieren, fir
deren Reinigung bisher kein publiziertes Verfahren zur Verfigung stand. Die fir
die Isolierung der entsprechenden Zellen aus Humanblut routinemaldig
anwendbaren Verfahren versagten fur die Gewinnung homogener Suspensionen
dieser Zellen aus Meerschweinchenbl ut.

5. Ein im Rahmen der vorliegenden Arbeit optimiertes mikroskopisches
Beobachtungssystem (bestehend aus enem Invertmikroskop, einem
temperierbaren Miniinkubator mit darin eingeschlossener Petrischale, einer
Videokamera, einer Zeitraffersteuereinheit und einem Videorekorder)
ermoglichte die kontinuierliche Beobachtung und Dokumentation diverser
zelluldrer und humoraler Interaktionen an der Oberflache der gezlichteten
Endothel schichten venul&ren Ursprungs.

6. Im Rahmen solcher Beobachtungen stellte sich heraus, dal3 — anders als
immer wieder in der Literatur beschrieben — selbst in hoher Konzentration (z. B.
1 1U/ml) angebotenes Thrombin nicht zu einer Offnung der venuléren
Zellspalten fuhrt. Thrombin induziert allerdings eine mef3bare Undichtigkeit
eines Endothelrasens, wenn dieser mit mehr as 2 % an perivenuléren
Fremdzellen (, Perizyten”) verunreinigt ist.

Auch selektiv mit FMLP aktivierte, homogene PMN oder mit Thrombin
aktivierte, vorher gewaschene Pléttchen konnen fir sich alleine keine
mafRgebliche Offnung der venuldren Endothelbarriere bewirken (aktivierte
Plattchen fuhren sogar eher zu einer erhdhten Dichtigkeit der untersuchten
konfluenten Schichten). Setzt man eine Kultur venularer Endothelzellen jedoch
dem Angriff gleichzeitig aktivierter PMN und Pléttchen aus, so kommt es zu
einer massiven Kontraktionsreaktion und Abkugelung der Endothelzellen mit
konsekutiver Offnung ihrer interzellularen Spalten. Doch nicht nur die
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gleichzeitig aktivierten Zellen selbst, sondern auch ihr zellfreier Uberstand
zeigen diesen deletéren Einflul auf die Dichtigkeit von venuldren
Endothelrasen. Die Tatsache, dal3 eine Vorinkubation der Plattchen mit dem
COX I-Hemmer Acetysalcylsdure (100 uM) den deletédren Einflul3 von PMN
und Pléttchen in Gegenwart von FMLP und Thrombin verhindert, legt den
SchiulR nahe, dal} aus den aktivierten Blutzellen freigesetzte und in
metabolischer Kooperation modifizierte Eikosanoidverbindungen (Leukotriene,
Thromboxane) die Kontraktion der Endothel schichten verursachen.

7. Weliterfiihrende Untersuchungen machten deutlich, dal3 neben Acetylsalicyl-
saure auch bestimmte Flavonoid-Verbindungen (Hydroxyethyl-rutoside des im
Venentherapeutikum ,Venoruton® enthaltenen Gemenges) die durch
gemeinsam aktivierte Plattchen und PMN hervorgerufene Offnung der
venuldren Endothelspalten konzentrationsabhéngig bis zur Vollstandigkeit
verhindern (ab einer Konzentration von etwa 50 uM) kdnnen. Diese Substanzen
leiten Uberdies auch eine sofort beginnende Reparatur auf die beschriebene
Weise entziindlich getffneter Endothelfugen ein, was Acetylsalicylsdure nicht
bewirken kann. 100 uM angebotene Flavonoide fihrten innerhalb von 5 Stunden
zur einer kompletten Reparatur der Endothelbarriere.

8. Aus den im Rahmen der vorliegenden Arbeit beschriebenen Ergebnissen lalt
sich ableiten, dal3 speziell dem Endothel der Venulen auch grof3es klinisches
Interesse zukommt. Seine Barrierefunktion kénnte durch diverse entzindliche
Prozesse, z. B. von der Blutseite her durch aus PMN und Pléttchen freigesetzte
Mediatoren, empfindlich gestort werden und dann Anlal3 zur Entstehung von
Odemen und Thrombosen geben. Es stellt sich die Frage, ob Kombinationen von
Acetylsalicylsdure und bestimmten Flavonoiden solche Reaktionen auch in

entsprechenden Patientengruppen wirksam verhindern konnten.
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logie und Intensivmedizin (Klinikum der LM U, Minchen)
Beginn der Forschungsarbeit am Physiol ogischen Institut der
LMU in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Dr. S. Nees

Dritter Abschnitt der Arztlichen Priifung

07.2000-12.2001 Arzt im Praktikum, Medizinische Poliklinik, Klinikum

01.2002
01.2002
04.2002
seit 08.2002

Innenstadt der LM U, Minchen

Approbation

Fachkundenachwel s Rettungsdienst

Zweiter Abschnitt des Amerikanischen Staatsexamens
Assistenzarzt, Medizinische Klinik 111, Klinikum Grofshadern
der LMU, Minchen



