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Begriffserklarungen

Anreicherung:
Behandlung einer Zellsuspension mit dem Ziel, didleere Konzentration der gesuchten

Zielzellpopulation in der Suspension (Zellzahl/\Molen) zu erhalten.

Beads:
Paramagnetische kleinste Partikel (hm bis pm)ai€destandteil von Zell-Isolierungs-
Systemen zur Auftrennung von Zellgemischen dienen.

Cell-Sorting:
Zuordnung von Zellen zu einer bestimmten Zellpopaiteanhand von definierten

Zelleigenschaften (zum Beispiel Oberflachen-Antaen Im engeren Sinne aktive
tatsachliche Trennung von Zellpopulationen (zunspiel im Rahmen einer
durchflusszytometrischen Analyse).

Debris:

In einer Probe enthaltene Verunreinigungen in Feom Zelltrimmern, Staub, Fasern,
Schmutzpartikeln, die bei bestimmten Analysen sté&@nen (zum Beispiel bei der
automatischen Zellzahlung oder der Durchflusszytosje

Depletion:
Entfernung einer oder mehrerer unerwinschter Zellfaionen aus einer gemischten

Zellsuspension.

Positiv-Selektion:
Gezielte Extraktion der gesuchten Zielzellpopulatais einer gemischten Zellsuspension.

Reinheit:
Prozentualer Anteil der gesuchten Zielzellen ireeitellsuspension nach Durchfuhrung einer
Methode zur Isolierung. Grol3e zur Uberprifung/Malidng einer Methode.

Reproduzierbarkeit:

Wiederholbarkeit einer bestimmten Methode zur Zelierung unter den gleichen
Versuchsbedingungen mit jeweils gleichen Ergebniss&l fur die Gite einer Methode zur
Zellisolierung. GrofRe zur Uberprufung/Validieruriger Methode.

Vitalitat:

Prozentualer Anteil intakter, lebender Testzellengesamten Testzellen, die nach
Durchflihrung einer Methode zur Isolierung nachgeamewerden. Grof3e zur
Uberprifung/Validierung einer Methode.

Wiederfindung:

Prozentualer Anteil der eingesetzten Testzellenneeh Durchfiihrung einer Methode zur
Zellisolierung noch nachgewiesen werden kann. GrdRé&berprifung/Validierung einer
Methode.

Zell-1solierung:
Allgemein Trennung einer definierten Zellpopulation den restlichen Zellen einer
gemischten Zellsuspension.
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l. Einleitung

[ Einleitung

.1 Vorkommen zirkulierender Endothelzellen

Das Phanomen der zirkulierenden Endothelzellen (Cé&fculating endothelial cells) im
peripheren Blut wurde vor mehr als 30 Jahren edstbeschrieben (Paul et al. 1974, Wright et
al. 1972, Goette 1964). Ihr Auftreten wird im Zusaenhang mit mannigfaltigen
Erkrankungen diskutiert, darunter akute Leiden Migokardinfarkt (Mutin et al. 1999), oder
akutes Atemnotsyndrom (He et al. 2004), als aucbrnische wie Systemische Sklerose (Del
Papa et al. 2005), hepatozellulares Karzinom (Ho aét 2006) und progressive
Tumorerkrankungen allgemein (Beerepoot et al. 20@dncuso et al. 2001). Vor allem bei
gefalRschadigenden Erkrankungen wie Vaskulitis (Wamtvet al. 2003, Haubitz et al. 2004),
Atherosklerose (Makin et al. 2004), Diabetes m@litTyp I (McClung et al. 2005) und
arterieller Hypertonie (Zhu 1991) finden sich ent®ICEC-Level, ebenso bei Patienten mit
atherogenen Risikofaktoren, zum Beispiel Nikotinu&bs (Blache et al. 1992, Sinzinger et al.
1988), oder Hyperlipoproteinamie (Sinzinger et 188). Nicht zuletzt kann das Alter der
Patienten die CEC-Konzentration beeinflussen (Soblezt al. 2003).

Daruber hinaus wird ein Anstieg der zirkulierendgrdothelzellen bei Verabreichung diverser
Medikamente (Ketamin - Bartoc et al. 2005, Cyclospo- Woywodt et al. 2003,
Chemotherapeutika - Beerepoot et al. 2004), naachoRerapie (Palumbo et al. 2003), nach
allogener Stammzelltransplantation (Woywodt et24l04), oder nach operativen Eingriffen
(Yang et al. 1992, Schmid et al. 2006) beobacliet.herzchirurgischen Eingriffen werden
unter anderem die Auswirkungen der Andasthesie (Hlhe et Hamby 2007), des
Operationstraumas (Elhendy et Hamby 2007, Shah)1889weitere Einflisse im Rahmen der
Operation wie die extrakorporale Zirkulation (Schneit al. 2006, Skrabal et al. 2006) dafur
verantwortlich gemacht. Sie werden in der Summelatsache flr postoperativ auftretende
Reaktionen angesehen. Zu diesen Reaktionen gelubrider Anstieg der CEC.
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|.2 Darstellung des endothelialen Schadens bei Hgratienten

Das Auftreten von CEC bei herzchirurgischen Pagientvird mit einem Defekt der
endothelialen GefaRRauskleidung in Verbindung getirgsiehe 1.5). Bisher wurden solche
Lasionen indirekt Uber die Bestimmung l6slichersRiafaktoren verifiziert. Hirai et al. haben
beispielsweise unter anderem den zeitlichen Venauf Interleukin-6 (IL-6), Interleukin-8
(IL-8) und Interleukin-10 (IL-10) gemessen, um diswirkungen von Operationen am
Herzen zu untersuchen (Hirai et al. 2001). Dabeidewer maximale Anstieg aller Faktoren
direkt nach Offnen der Cross-Klemme verzeichnednke et al. untersuchten bei Patienten der
Herz-Thorax-Chirurgie (HTC) die post-operativen &kvfolgender Parameter: IL-6, IL-8,
Tumor-Nekrose-Faktor (TNF), C-reaktives Protein FJRLipoprotein-binding protein (LBP)
und Procalcitonin (PCT). Sie fanden bei den hermepischen Patienten einen unmittelbaren
Anstieg von IL-6 und IL-8 mit einem Maximum bei sscStunden nach Operation. Die Serum-
Spiegel von CRP, LBP und PCT waren ab der seclpststroperativen Stunde, mit einem Peak
von CRP und LBP am dritten Tag, erhoht (Frankd.&1GD5).

Obwohl Parameter wie Interleukine und TNF (Zytokjreder CRP (akute Phase-Protein) seit
Jahren auch als Zeichen endothelialer Aktivieruagertet werden, handelt es sich bei ihnen
urspringlich um allgemeine Marker einer Entzinduvegjgion. Von ihrem vermehrten
Auftreten wurde auf eine Endothell&sion zuriickgesden. Dabei konnte nicht mit Sicherheit
festgelegt werden, dass die Entziindungsreaktiakidmit dem vermuteten Endothelschaden
korreliert.

In Erg&nzung zu den ldslichen Endothelmarkern wurde CEC in den letzten Jahren als
zellulare endotheliale Marker entdeckt (Haubitalet2004, Woywodt et al. 2003). Erst durch
die CEC war ein direkter Ruckschluss auf einen Hmeschaden maoglich. Ihr Auftreten ist
eng mit dem der bekannten Plasmafaktoren bei whiedlichen Erkrankungen verknipft.
Zum Beispiel zeigten Wang et al. eine signifikapbsitive Korrelation von CEC und CRP bei
akutem Myokardinfarkt, sowie von CEC und IL-6 béziegsweise TNF-alpha bei multiplem
Organversagen (Wang et al. 2005 und 2006). Weitevhirde bei Patienten mit akutem
Koronarsyndrom (Myokardinfarkt oder instabile Anginpectoris) ein signifikanter
Zusammenhang zwischen CEC (kennzeichnend fir dtmelothelschaden), von Willebrand-
Faktor (VWF, ebenso kennzeichnend fir einen Endkithaden), tissue factor (TF,
Gerinnungsmarker), IL-6 (Entzindungsmarker) und chilussvermittelter Vasodilatation

(FMD, flow mediated dilatation, kennzeichnend flines endotheliale Dysfunktion)
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nachgewiesen (Lee et al. 2006). Auch Patientenakuttem Herzversagen wiesen sowohl
erhohte CEC-Level als auch positiv korrelierendehbte vVWF-Werte auf (Chong et al. 2006).
Endotheliale Schaden in der Folge von Operationar@n bereits ebenso durch das Auftreten
von CEC nachgewiesen. Nach Herzoperationen isAestieg der CEC sechs Stunden nach
dem Eingriff mit einem Peak bei zwdlf Stunden bekafschmid et al. 2006, Skrabal et al.
2006, Gill et al. 2001). Gill et al. zeigten einparallelen Anstieg von léslichem VEGF
(vascular endothelial growth factor) zur Erhdhueg GEC mit einem Maximum bei sechs bis
zwolf Stunden nach Bypass-Operation (Gill et al0BO Der zeitliche Verlauf des CEC-
Anstiegs korreliert also mit dem von VEGF und desr @don Franke et al. untersuchten
I6slichen Plasmafaktoren (IL-6, IL-8, CRP, LBP UPGT).

1.3 Systemische Reaktionen auf operative Eingriffe

Die beschriebenen positiven Korrelationen von Gemgsmarkern, Entzindungsmarkern und
Faktoren einer endothelialen Schadigung bzw. Dydfon stimmen mit dem Bild der
allgemeinen Reaktionen auf operative Eingriffe @ber Es wird vom sogenannten SIRS
(systemic inflammatory response syndrome) gesprgcheeiner  systemischen
Entzindungsreaktion nicht-infektibser Genese, mi@rer Auspragung stark variieren kann. Es
handelt sich um ein komplexes Geschehen, bei derauedAktivierung unterschiedlicher
Systeme wie der Komplement-, Gerinnungs-, Fibriselyund Kallikrein-Kaskade, sowie der
Aktivierung verschiedener Zellen des Immunsysteabgr auch des Endothels kommt (Raja et
al. 2005, Paparella et al. 2002, Defraigne et 899] Brtko et al. 1999, Miller et al. 1997,
Butler et al. 1993).

.4 Einfluss der extrakorporalen Blutzirkulation

Das Auftreten einer SIRS wird insbesondere beieR&gn der Herz-Thorax-Chirurgie (HTC)
beschrieben. Hierbei scheint der Einsatz einer Harmgen-Maschine (HLM) wéahrend der
Operation eine grof3e Rolle zu spielen: Der Konvakt Patientenblut zu Fremdoberflachen der
HLM kann zu einem sogenannten Postperfusionssyndrdar post-pump-Syndrom fihren
(Brtko et al. 1999, Defraigne et al. 1999, Millarat. 1997). Klinisch bietet dieses Syndrom

durch Beeintrachtigung verschiedener Organsysteémieumtes Bild. Es sind vor allem Lungen
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(Odeme, akutes Atemnotsyndrom, respiratorischeffingnz), Nieren (Nierenversagen) und
Gehirn (Verwirrtheit, Gedachtnisverlust) betroffeba den Organausfédllen eine erhoéhte
Kapillarpermeabilitat und Endothelschadigung zudeidiegt, kbnnen aber prinzipiell alle
Organe in Mitleidenschaft gezogen werden (Elhendy Hamby 2007, Shah 1999,
Asimakopoulos et al. 1999). Fir die Storung derkiion und Integritat der KapillargefalRe
werden Mikro-Luftembolien (Elhendy et Hamby 200ffgie Radikale und gewebszerstérende
Mediatoren aktivierter neutrophiler GranulozytemtBasen und weitere, noch unklare Grof3en
verantwortlich gemacht (Elhendy et Hamby 2007, St&@#0, Asimakopoulos et al. 1999).

In Abhangigkeit von der Verwendung einer HLM wirdilm postoperativen Anstieg der CEC
ein signifikanter Unterschied beschrieben. So fartSehmid et al. eine deutliche Erh6hung der
CEC im peripheren Blut von Patienten nach eineraBgpOperation. Dies bezog sich zwar
sowohl auf Patienten, die temporar an eine HLM adiglessen, als auch auf diejenigen, die
mit der sogenannten off-pump-Methode operiert wordearen. Dabei konnten jedoch
signifikant h6here Werte bei Patienten mit voraragegener extrakorporaler Zirkulation (EKZ)
festgestellt werden (Schmid et al. 2006). Skrabialale untersuchten das Ausmald der
endothelialen Schadigung bei Verwendung einer merklichen HLM und bei minimierter
EKZ. Das Ergebnis zeigte eine Verringerung des gpastativen Anstiegs zirkulierender
Endothelzellen bei minimierter EKZ gegeniuber denvenmtionellen HLM im Sinne einer
geringeren endothelialen Lasion (Skrabal et al620Bei vergleichenden Untersuchungen von
CEC nach Bypass-Operationen mit und ohne HLM velrmiten Ruel et al. hingegen weniger
grof3e Unterschiede in der Anzahl der CEC als vikhma ihrer Funktion. Wahrend die
Proliferationsfahigkeit der CEC bei beiden Patiagtappen als gleichartig zu bewerten war,
konnte eine verminderte Migrationsfahigkeit und alitt der CEC derjenigen Patienten

festgestellt werden, die unter Einsatz einer HLMrggrt worden waren (Ruel et al. 2005).

.5 Herkunft und Funktion zirkulierender Endothelze llen

Durch Bestimmung der Zellzahl und des Phénotygauli@render Endothelzellen ist also ein
direkter Nachweis von Endothelschaden moglich (&Krat al. 2006).

Die Bedeutung des vermehrten Auftretens endotleelidellen im peripheren Blut bei
Endothelschaden wird allerdings noch diskutiert,dila Herkunft der Zellen bis dato nicht
einwandfrei geklart werden konnte. Es existiereeiamterschiedliche Auffassungen Uber den

Ursprung der zirkulierenden Endothelzellen:



l. Einleitung

1. Hypothese: CEC treten primédurch einen endothelialen Schaden im peripherei &if.

Eine endogene oder exogene Noxe induziert die Aysegilekrose reifer Endothelzellen in der
GefalRwand. Diese losen sich daraufhin aus dem etbbwnd (endotheliales Detachment).
Folglich stellen die im Blut zirkulierenden Endottedlen geschadigte, absterbende Zellen dar
(Bonello et al. 2006, Delorme et al. 2005, Petitigwet al. 2001).

2. Hypothese: CEC treten sekundals Reaktion auf einen endothelialen Schaden im

peripheren Blut auf.

Eine Endothellasion induziert Gber Zytokine und emedMediatoren die Mobilisation von
Vorlauferzellen (Progenitorzellen) aus dem Knocharkn Diese werden in das periphere
BlutgefalRsystem ausgeschwemmt und sollen dorti@iDeckung des endothelialen Defekts
sorgen. Demnach sind die infolge einer Endothellasiauftretenden zirkulierenden
Endothelzellen Ausdruck eines ReparaturmechanisiBasello et al. 2006, Delorme et al.
2005, Hunting et al. 2005, Schmidt-Lucke et al. 20Gill et al. 2001).

Zirkulierende
Endothel-

Neutrophiler relle -

Shear stress
Enmyme
Radikale
Zytokine
Proteasen NO-Synihase

Bt

Nekrose —=9 Ablosung € Apoptose _ﬁ/

| Cadnerine Vironektin - Fibronektin  Integrine |

Abb. 1:Detachment von EndothelzellefSkizze aus Woywodt et al. 2002 entnommen).



l. Einleitung

Wahrend bisher von einem direkten Schaden der Betkalen ausgegangen wurde
(Traumata, Operationen, Medikamente, Strahlen atgene, vaskuldre Erkrankungen als
endogene Noxen), gibt es zunehmend Hinweise, dre efiien Reparaturmechanismus
sprechen. Gill et al. (2001) haben bei Patientent n@efallverletzung nach
Verbrennungsunfallen und nach Bypass-Operationstigdstellt, dass beide Patientengruppen
einen markanten Anstieg von CEC nach dem betrefieritreignis aufweisen. Aufgrund der
Oberflachenmarker der untersuchten Zellen (VEGF-®R]133, VE-Cadherin) schlagen sie
vor, die endothelialen Zellen im peripheren Blus @us dem Knochenmark mobilisierte
Vorstufen (EPC) zur Reparatur von Endothelschadensehen.

Hunting et al. (2005) sehen die CEC und ihre VdesttEPC als Abbild des Zustands des
Endothels im peripheren Blut, sie spiegelten Vedery, Reparatur und Gefalineubildung
wider. Die Bestimmung der Anzahl und des PhanotgrsCEC/EPC kénne aufgrund dessen
als Diagnostikum und zur Prognose von Gefal3vengizn und Tumorwachstum verwendet
werden. Es ist also von zwei Populationen die Smadie nebeneinander her existieren.
Dieser Meinung scheinen sich immer mehr Arbeitsgempanzuschlie3en. Auch Delorme et al.
(2005) sprechen von den zirkulierenden Endothemedlls einer gemischten Population, die
sich aus reifen apoptotischen CEC und unreifen BB dem Knochenmark zusammensetzt.
Ebenso fanden Bonello et al. (2006) zwei Zellpopoieen. Sie untersuchten Patienten mit
kardiovaskularen Erkrankungen und kamen zu dem uSshldass die CEC und EPC
Bestandteile einer ,endothelialen Homdostase* zwasc Verletzung und Reparatur des

Endothels darstellen.

Um eine individuelle Antwort auf die Frage nach Kerft und Funktion der CEC bei
herzchirurgischen Patienten geben zu kdnnen, midisse Zellen direkt aus dem Patienten-
Vollblut gewonnen und untersucht werden. Fur emsgechende Charakterisierung der CEC

ist eine geeignete Methode zwingend erforderlich.



1.6

l. Einleitung

Zielsetzung und Fragestellung der vorliegendeArbeit

1.

Charakterisierung von CEC direkt aus dem Votlighn HTC-Patienten

Die bereits etablierte (Schmid et al. 2006) imnmaagnetische Methode zur Isolierung von
CEC aus Vollblut mithilfe des DynaBeads Pan Mougé& I(Dynal) erlaubt einen
diagnostischen Nachweis (Quantifizierung und Zeiatd), aber keine multiparametrische
Charakterisierung der Zellen. Eine durchflusszytmisehe Analyse (FACS, fluorescence
activated cell sorting) ermdglicht hingegen die $dalfung der CEC Uber verschiedene
endotheliale Marker.

Aufgrund der zu erwartenden sehr kleinen CEC-Padjuul unserer Patienten ist eine

vorherige Anreicherung und/oder Isolierung der GiGvendig.

Anreicherung und/oder Isolierung von CEC dimks dem Patienten-Vollblut fur

anschlieRende durchflusszytometrische Analysen

Die anreichernden Methoden muissen zwingend mit danschlielenden
durchflusszytometrischen Untersuchung kompatibiel. s&ur Definition und Identifizierung
der Endothelzellen soll der Oberflachenmarker CDM#wendet werden (historisch
etablierter Marker fiur Isolierung von CEC). Zur M#rung einer Methode sollen
ausdifferenzierte endotheliale Testzellen verwemggtien: HUVEC. Als Referenz dient die
etablierte Methode der DynaBeads Pan Mouse IgG dDynlie parallel aus denselben

Patientenproben mitgefuhrt wird.



Il. Methoden

. Methoden

Die verwendeten Laborgerate, Einwegmaterialienjk@nper, antikdrperbeschichteten Partikel (Beadsyis die im

Folgenden beschriebenen Chemikalien und Reagesiridiim Anhang alphabetisch gelistet.

Fur die Etablierung einer Methode zur Zell-Anreichey/-Isolierung wurden zunachst mit
ausdifferenzierten humanen Endothelzellen gespik@iblutproben von gesunden Probanden
verwendet. Nach Optimierung wurde die Methode galiérung von endothelialen Zellen aus dem

Vollblut von Patienten verwendet.

1.1 Isolierung und Kultivierung verschiedener Zelltypen

Im Folgenden ist die Gewinnung und Behandlung eéewendeten Zelltypen beschrieben.

1.1.1 Gewinnung von Vollblutproben gesunder Probanlen

Um eine Aktivierung von Granulozyten/Thrombozytem zermeiden, ist eine vorsichtige
Entnahme des vendsen Blutes aus der Kubitalregi&@DITA-Monovetten und das Einhalten von
15 Minuten Ruhezeit der Blutréhrchen bei Raumtemoer vor der weiteren Verarbeitung

erforderlich.

11.1.2 Gewinnung von Endothelzellen aus humanen Nablschnurvenen

Zum Spiken des Vollbluts wurden Testzellen ausgdiwakie in ihren Eigenschaften den
Endothelzellen aus Patientenblut vergleichbar simdlin ausreichender Menge jederzeit im Labor
zur Verfigung stehen. Humane Endothelzellen aus Nkg#belschnurvene (HUVEC, human

umbilical vein endothelial cells) werden diesen pnishen gerecht.

! Unter Spiken versteht man das Zusetzen eineride®n Anzahl von (hier: endothelialen) Testzeltereinem
bestimmten Volumen Vollblut.
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11.1.2.1  Préaparation der HUVEC aus Nabelschnurvenen

Die Nabelschniire wurden freundlicherweise von damilKfir Geburtshilfe (Prof. Dr. Seelbach-

Gobel) St. Hedwig, Uniklinikum Regensburg und desuenklinik (PD Dr. Jakob) TU Minchen

zur Verfigung gestellt. Ein entsprechender Ethikantwurde im Rahmen des STEMMAT-

Projektes gestellt. Die Venen wurden unter sterBexingungen von der Wharton-Siilze befreit,
anschlie3end in Ethanol (70 %) gewaschen und in @B& tberfuhrt.

Praparation der Zellen unter sterilen Bedinqundtar{lwerkbank):
o T75-Zellkulturflasche mit 6 ml Gelatine ftr 30 Mirgn bei 37 °C beschichten

* Nabelschnurvene kandlieren und mit 2 x 20 ml Hapefer spilen

* Vene abklemmen, mit Kollagenase fillen, zweite &Saliklemmen

e Brutschrank: 20 Minuten, 37°C/5 % G(bgedeckt im Becherglas) inkubieren

* mit Pinzette vorsichtig die Venenwand von aul3ensneasn

* Vene aufschneiden, Veneninhalt in Falconréhrchenl stuffangen

* Vene mit 2 x 20 ml Hepes-Puffer durchspilen, Sgiliiiiy im gleichen Falcon sammeln
« Zentrifuge: 5 Minuten, 250 x g, 4 °C, Uberstandaalgen und verwerfen

o Zellpelletin 2 x 5 ml Medium (M199 + 20 % FKS, irolgenden M199) resuspendieren
e T75-Zellkulturflasche: Gelatine absaugen, 5 ml M88egen

e resuspendierte Zellen in T75-Zellkulturflasche tiberen

» Brutschrank: 37 °C/5 % CO

* nach einem Tag: mit 5 ml PBS spuilen und Medienwalchs

» anschlieRend alle 2—4 Tage Medienwechsel (mikraskbp Kontrolle)

Nach Erreichen der KonfluehZnach 3-7 Tagen) kénnen die Zellen der Primarggs$p0)
eingefroren (11.1.2.2), vermehrt (11.1.2.3) oder itgeverarbeitet (11.4) werden. In jedem Fall
mussen die Zellen hier abgeldst und resuspendexden.

Abl6sen der HUVEC von der Kulturflache:
« Uberstand aus ZellkulturgefaR absaugen, 2 x mit R&8hen ( siehe Tab. 1, S. 11)

» Kollagenase zupipettieren ( siehe Tab. 1, S. 11),
Brutschrank: 2-5 Minuten, 37 °C (mikroskopischenkolle: Abkugeln der Zellen)
e 1 Teil M199 in Falconréhrchen vorlegen (siehe ThIS. 11)

! Die Konfluenz der Zellen beschreibt den ZeitpunkWachstum einer Zellkultur, zu dem die ausgebteit Zellen
sich an ihren Randern gegenseitig beriihren und dileagresamte Kulturfliche bedecken.
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in 2 Teilen M199 Zellen in Flasche/Well resuspergtieund in Falconréhrchen tberflihren
Zentrifuge: 10 Minuten, 290 x g, 4 °C, Uberstandalgen

Zellpellet mit 0,5-1 ml M199 resuspendieren

Volumen bestimmen, Zellzahl bestimmen (CASY, sigi&)

aliquotieren—> einfrieren/ weiter kultivieren/ weiterverarbeiten

11.1.2.2  Kryokonservierung der HUVEC

5 x 1¢ HUVEC in 500 pl Einfriermediurh(2 ml-Kryoréhrchen), 30 Minuten auf Eis
500 pl Einfriermedium 1l zugeben, weitere 30 Minutauf Eis

in vorgekuhlte Kryobox (4 °C, mit 250 ml Isopropégefullt) stellen,

Kryobox tber Nacht bei =80 °C lagern (Abkuhlung-€h.°C/Minute)

am nachsten Tag in Flussigstickstofftank bei —1@2iberfihren und lagern

11.1.2.3  Kultivierung der HUVEC

Zum Kaultivieren koénnen frische HUVEC direkt aus ddabelschnurvene oder Zellen nach

Kryokonservierung verwendet werden. Letztere miusagvor aufgetaut werden. Dabei ist zu

beachten, dass das Auftauen der Zellen mdglichgigaiach Entnahme aus dem Stickstofftank

erfolgt, um die Zellen durch im Einfriermedium ealtenes DMSO (Dimethylsulfoxid) nicht zu
schadigen (2 Minuten bei 37 °C im Wasserbad).

Aussaen der HUVEC unter der Sterilbank:

Gelatinieren der Kulturflaschen/Well-Platten fur@thuten bei 37 °C (siehe Tab. 1, S. 11)
3 ml M199 in 15 ml-Falconréhrchen vorlegen, aufgetaZellsuspension tberfiihren
Zentrifuge: 5 Minuten, 250 x g, 4 °C

gelatinierte Flaschen/Platten absaugen, 1 ml MI®@gen

Zell-Uberstand absaugen, Zellpellet in 2 x 500 (1199 in Flaschen/auf Platten pipettieren
(erforderliche Mindestmenge an Zellen siehe Tals.111)

M199 auf erforderliches Volumen auffillen (siehédTh, S. 11)

Brutschrank: 37 °C/5 % CO

alle 2-5 Tage Medienwechsel (mikroskopische Kotgjol

10



Il. Methoden

well-Platten/ 6-Well-Platte T25-Flasche T75-Flasche T175-Flasche

Kulturflaschen (pro Well)
Kulturfliche [cm?] 9,6 25 75 175
Gelatine(0,25 %)
(Beschichten) [ml] L5 3 6 12
Medium M199
(Wachsen) [ml] 3 5 15 25
Kollagenase
(Ablésen) [mil] 0.5 1 15 2
PBS
(Spilen) [ml] 1 2 5 10
Minimal auszusaende 50 x 10* 1.0 x 10° 50 x 10° 1.0 x 10°
Zellzahl
Maximal zu erwartende 45x 10° 1,0 x 10° 3.0 x 10° 50 x 10°
Zellzahl

Tab. 1:Volumenangaben zur Kultivierung von Zelleim Zellkulturflaschen oder Well-Platten.

1.2 Zellzdhlung mit automatischem Zellzahler

Die Quantifizierung der Zellzahl erfolgte durch @mtisierte Zellzahlung mit dem ,Cell Counter

and Analyzer System* (CASY1, Scharfe System, Regdhn).
Das CASY1 wurde fir alle Zellzahlungen benutzt. Bigtigen Gerateeinstellungen sind im Anhang vetneét.

Messprinzip des CASY1:
Diese Methode der Zellzdhlung basiert auf Verfataaa dem Bereich der Partikelmesstechnik.

Hierbei findet eine Widerstandsmessung sowie einisflachenanalyse statt. Die Zellen werden in
schwachen Elektrolyten (CASYton, Scharfe SystembBynsuspendiert und durch eine Messpore
innerhalb einer Kapillare gesaugt. Es kommt duliehZetllen zu einer Widerstandserhéhung in der
Kapillare. Diese Impedanzerhéhung ist ein MaR fas ellvolumen. Uber die Programm-

Software erfolgt eine Integration des gesamten bigsals.

Vorgehen zur Zellzahlbestimmung aus einer Zellsusioa:

o Zellsuspension mit CASYton verdinnen (siehe Tals.2,2)
- es soll eine Konzentration von 1 x*1s 1 x 18 Zellen/ml vorliegen

* Verdinnung direkt vor Messung mischen, messen

» Messgrenzen, Spreizung der y-Achse, Verdiinnungeben (siehe Abb. 2, S. 12)

e Ablesen der Zellzahl/ml (Abb. 2, S. 12), grobe Em&Ezung von Aggregatbildungen,
Beurteilung der Zellverteilung anhand des Graphahder Standardabweichung

11
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Date 2/24/2006 File d:‘\sara\huvecp(. CASY® 1 - Measure
Capillary 150 pm
Calibration 0- 30 pm
d CalibFile K000 030.150
CNT CL:11.75 CR: 30.00um SamplevVol. 3 x 400 nl
ML 0.00 MR 22 50um Dilution 251f
100 Smoothing 0
] : Counts 8925
a0 a b StdDev. 0.3 %

Counts/ml 1.867E+06(

60— > 30um/ml 2.886E+04

i i TotVol/ml 6.431E+09 f1

40} Mean Vol. 3445, f1
Mean Dia. 18.18 pm
] Peak Vol. 3130, f1
20 C Peak Dia. 18.15 um
n
| | I
0 5 10 15 20 25 30pm

Abb. 2:Beispiel fur ein CASYgramm der Zellzahlbestimmunimer HUVEC-Zellsuspension

Untere (a) und oberg(b) Messgrenzauf der x-Achse (ZellgroRe in pm) schlieRen gid@éaggregate, oder Debris
(c) von der Z&hlung aus. (Fur die Zellzahlung von H@AEurde die untere Grenze bei etwa 12 pm und déeeobei
etwa 30 um gewahlt.)

Die Spreizung der y-Achgd) (CNT = Counts = Ereignisse) wird so eingestellisd der Peak der gemessenen Zellen

(e) optimal auf dem Bildschirm zu sehen ist. (Bei miguh Zellzahlen/ml erwies sich 30 bis 60 als padséei
hoheren Zellzahlen/ml eher 80 bis 120 - hier 100.)

Die Verdinnung(f) der Zellsuspension mit CASYton (hier 1:251) mussdie automatische Berechnung der
Zellzahl/ml(g) eingegeben werden (hier 1,867 X HUVEC/ml).

Zellsuspension CASYton Resultierende
[ul] [ml] Verdinnung
100 5 1: 51
20 5 1: 251
20 10 1: 501
10 10 1:1001

Tab. 2:Verdunnungen der Zellsuspensionen fur CASY1-Messeng
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1.3 Identifizierung von Zellpopulationen mit spezifischen Antikdrpern

Spezifische Antikorper, die Fluoreszenzfarbstofimgén, binden an Oberflachenmolekile
(Epitope) der Zielzellen (Abb. 3). Diese Markierudgr Zellen wird auch ,Antikérper-Farbung*
genannt. Durch diese Farbung konnen die Zellen iruorBszenzmikroskop oder
Durchflusszytometer von anderen Zellpopulationeterschieden und quantifiziert werden.

Epitope _ Farbstoff- X
Molekiile
£ | > I\ >x & F
A
+ NS - ~
Zellkern X% Y
K
Antikorper mit
Zielze”e F|uoreszenz_Farbstoff mal’kiel’te Ze”e

Abb. 3:Prinzip einer Zellmarkierung mit fluoreszierendenmiikdrpern, die spezifisch an Oberflachenmolekile der

Zielzellen binden (Antikdrper-Farbung).

Jede Zellpopulation wird dber ihre individuelle Kbmation an Oberflachenmolekilen
charakterisiert (Tab. 4). Danach werden Antikorpar Markierung ausgewahlt ( siehe Tab. 3). In
der vorliegenden Arbeit wurden Endothelzellen liberEpitop CD146 isoliert und PBMC uber
das Epitop CD45 abgegrenzt, das Blutzellen charsldg.

Antikorper Spezifitat
Maus-Anti-HumanCD14 Monozyten
Maus-Anti-HumanCD15 Granulozyten, Monozyten
Maus-Anti-HumanCD31 Granulozyten, Monozyten, Thrombozyten, B-Zellen
Maus-Anti-HumanCD34 Hamatopoetische Progenitorzellen
Maus-Anti-HumanCD45 Leukozyten
Maus-Anti-HumanCD62L Lymphozyten, Monozyten, NK-Zellen
Maus-Anti-HumanCD146 Endothelzellen, aktivierte T-Zellen
Maus-Anti-HumanCD184 T-Zell-Subpopulationen, B-Zellen, Monozyten, Endothelzellen
Maus-Anti-HumanVEGF-R2 Endothelzellen

Tab. 3a:Verwendete Antikdrper und ihre Spezifitate(Serotec, ,CD Antigen Expression”, from HLDAS, ().
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Reagenz Zielstrukturen
7-AAD (7-Amino-Actinomycin D) Apoptotische Zellen
DAPI (Diamidinophenylindol) DNA und RNA in allen Zellen

Dil-Ac-LDL (Dil-konjugiertes azetyliertes Lipoprotein) | Endothelzellen

Ulex europaeus (UEA1)-Lektin Endothelzellen

Tab. 3b:Weitere Reagenzien zur Zellmarkierundie selbstandig mit Zellbestandteilen reagiered nicht der

indirekten Bindung Uber Antikdrper bedirfen.

Zelltyp Epitope
Endothelzellen | CD146 positiv, CD45 negativ
PBMC CD146 negativ, CD45 positiv

Tab. 4:Definierende, charakteristische Epitope fiir Endotlzellen und PBMC.

In Abhangigkeit der Fluoreszenzspektren der Fafteserfolgt die Messung in unterschiedlichen
Fluoreszenzkanalen des Durchflusszytometers. Bepmthender Auswahl der Farbstoffe konnen
somit mehrere in Kombination zur Detektion von geliverwendet werden (siehe Tab.5, S. 15).

11.3.1 Markierung mit Fluoreszenzfarbstoff-konjugierten Antikdrpern

Im Folgenden ist ein Beispiel fur die Handhabung varbstoff-konjugierten Antikérpern
dargestellt. Die einzelnen Farbstoffe bedurfen nsetéedlich langer Inkubationszeiten, die von 10
bis 45 Minuten reichen. Falls nicht anders vermariktl bei 4 °C inkubiert. Die optimale Menge
und Konzentration der Antikérper-Lésung muss fie @ntsprechenden Zellen titriert werden
(siehe 11.3.3).

. 100 pl Suspension mit 1 x 1Bellen
+ 20 pl Antikorper

e 15 Minuten bei 4 °C inkubieren (dunkel)
1 x mit PBS-EDTA-BSA waschen
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11.3.2 Durchflusszytometrie — FACS (= fluorescencactivated cell sorting)

Das Durchflusszytometer zahlt und analysiert Zelidie einzeln einen fokussierten Laserstrahl
passieren. Dabei wird der Laserstrahl unterbroahrehgestreut. Die Streuung wird als Vorwarts-
(FSC, forward scatter) und Seitwarts-Streuung (SSfleward scatter) detektiert. Die

Vorwartsstreuung steht in Beziehung zur Zellgrafe, Seitwartsstreuung ist abhangig von der
Beschaffenheit des Zellinneren (Granularitat, Zsitikmorphe). Zusatzlich kann in vier Kanélen
Fluoreszenz gemessen werden (FL-1 bis FL-4). DieeZeind mit fluoreszierenden Farbstoffen

markiert, die Laserlicht einer bestimmten Wellegnabsorbieren und in einer anderen,
charakteristischen Wellenlangen emittieren (sietie. ).

Die elektronischen Signale eines jeden Parametatsr jeinzelnen Zelle (Grof3e, Granularitat,
Fluoreszenz) werden verarbeitet, die Werte den kKanaugeordnet und an den Computer
weitergeleitet. Dieser analysiert die Werte unddpmert das entsprechende Bild auf den

Bildschirm.

Fluoreszenz- Ex (Laserlicht) Em (Fluoreszenzlicht)
FACS-Kanal
farbstoff [nm] [nm]
FITC 495 (blau) 519 (griin) FL-1
PE 780; 565 (blau) 578 (gelb) FL-2
7-AAD 546 (blau) 647 (orange) FL-3
APC 650 (rot) 660 (rot) FL-4

Tab. 5: Eigenschaften der zur Durchflusszytometrie verwetele Fluoreszenzfarbstoffe anregende (Ex) und

emittierte (Em) Wellenlangen der Fluoreszenzfafffistalarstellende Kanéale der Farbstoffe im FACS.

Vor der eigentlichen Messung werden die Photomlidtipdes Durchflusszytometers mit
Suspensionen entsprechender Kontrollzellen koeglgestellt. Damit wird eine Grundeinstellung
der darzustellenden Zellen festgelegt. Um Einstradn eines Fluoreszenzfarbstoffs in die
Fluoreszenz-Kanale benachbarter Wellenlangen zuhingern, missen die verwendeten
Fluoreszenz-Kanale untereinander kompensiert werDazu werden Zellsuspensionen benutzt,

die jeweils mit nur einem fluoreszierenden Farldstefsehen sind.
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Kontrollen zur FACS-Einstellung:

- HUVEC nativ (ohne Antikorper-Farbung), HUVEC-COBLRE, apoptotische HUVEC-7-AAD

- PBMC nativ (ohne Antikérper-Farbung), PBMC-CD4B-€, apoptotische PBMC-7-AAD

Zur Induktion der Apoptose wurden die Zellen zwagé& bei 4 °C gelagert oder mit 70 % Ethanol

versetzt.

Mit den nativen Zellen wurde jeweils zuerst die $Egllung der Photomultiplier vorgenommen.
Darauf folgte die Kompensation der entsprechendearészenzkanale mit den Suspensionen der

einfach gefarbten Zellen.

ungefarbte HUVEC

FL-1; Anti-CD45
FL-3; 7-AAD

1 10*

FSC FL-2; Anti-CD14€-PE

Abb. 4:Darstellung einer durchflusszytometrischen Messurgn nativen HUVECnach korrekter Einstellung der

Photomultiplier und Kompensation der verschiedefleioreszenzkanéle(FL-1, b FL-2 und FL-3)

In der zweidimensionalen Darstellung der ZellgroBegen die Fluoreszenzintensitat im
Fluoreszenzkanal 1 (FSC-FL-1, Abb. 4a), muss dipuRdion der ungefarbten HUVEC klar
umschrieben im rechten unteren Quadranten zu ssfian(grin umrandet). Werden die vitalen
ungefarbten Zellen in den Fluoreszenzkanalen 23ugdzeigt (FL-2-FL-3, Abb. 4b), so missen
sie sich im linken unteren Quadranten befinden, dier Abwesenheit jeglicher Fluoreszenz

bedeutet (blau umrandet).

Messdaten:

PBMC und HUVEC/CEC stellen sich im FACS unterschetddar. Um beide Zellsorten korrekt
zu zahlen, wurden die Zellesuspensionen je einniiagimem Protokoll fur PBMC und einem fur
HUVEC gemessen. Fur beide Protokolle wurden dietdtholtiplier neu justiert und die

Fluoreszenz-Kanale erneut kompensiert. Es wurdexchdaohnittlich 200.000 Zellen aus einer
Probe gezahlt.

Die Daten der jeweiligen Protokolle fir die Messengler PBMC bzw. HUVEC sind dem Anhang zu entnehmen

16



Il. Methoden

Quantifizierung:

Die Bilanzierung der Ergebnisse erfolgte durch dewendung von sogenannten TruCOUNT-
Tubes der Firma BD.

Die Probe wird in ein TruCOUNT-R6hrchen gegebens Dgophilisat im Réhrchen wird geldst

und setzt eine bekannte Menge (variiert je nachrg@)dluoreszierender Partikel frei, die bei der
FACS-Analyse als eigene ,Population” gemessen wer@a die absolute Zahl der Partikel pro
TruCOUNT-R6hrchen bekannt ist, kann die absoluiezdel in der Probe berechnet werden:

gemessene Zellen 1
Zellzahl (absolut)/ul = x Partikel (absolut) x
gemessene Partikel Probenvolumen (ul)

Die fluoreszierenden Beads der TruCOUNT-ROhrchern $n einer zweidimensionalen FACS-

Darstellung leicht von den Ubrigen Zellen abzugeenz

R2
s gemessene Partikel

FL-2; Anti-CD146-PE

10

FL-1; Anti-CD45-FITC

Abb. 5:Zweidimensionale Darstellung einer FACS-Analyse vbilUVEC und TruCOUNT-R6hrchen

Auswertung:
Die Messdaten wurden mit den Programmen Win MDI(2.8rotter) und Cell Quest Pro 5.2 (BD

Biosciences) aufbereitet (siehe Beispiel unte8.I1).
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11.3.3 Ermittlung der optimalen Antikdrperkonzentra tion

Um ein bestmogliches Farbeergebnis zu erhalten,esstsinnvoll, die optimale Menge an
Antikorpern fur die Farbung in Vorversuchen zu dtetn. Andernfalls ist nicht auszuschliel3en,
dass falsch positive (unspezifisch angefarbte @glbzw. falsch negative (ungentigend gefarbte

Zellen) Ergebnisse resultieren.

Dazu wird der Farbstoff-konjugierte Antikérper in ergchiedenen Konzentrationen
(Verdinnungsreihe) zu einer konstant bleibendenaBhZestzellen gegeben. Vom Hersteller ist
ein bestimmter Konzentrationsbereich als Anhaltkpunrgeschlagen. Dieser Bereich und jeweils
eine Konzentration dariiber und zwei darunter wurdesgetestet. Die Starke der Fluoreszenz
wurde mittels Durchflusszytometrie ermittelt. Auerdsich ergebenden Sattigungskurve wurde
diejenige Antikdrper-Konzentration gewahlt, dieae im Bereich der Sattigung liegt.

Die ausgewahlten Testzellen tragen das EpitopKdigrollzellen exprimieren das Epitop nicht,
gegen das der Antikdrper gerichtet ist. Dadurchdeutie Spezifitat des Antikdrpers Uberpruft.

Untersuchter Antikdrper . Original- ZeII-' Testzellen BBl
losung [ul] | Suspension zellen
Maus-Anti-HumanCD15- 1 x 10° Zellen
FITC 10 in 100 pl PBMC HUVEC
6
Maus-Anti-HumanCD45-PE 20 1x10° Zellen | gy, HUVEC
in 100 pl
: 7
Maus-Anti-HumanCD146- 20 1 X 10’ Zellen HUVEC PBMC
PE in 100 pl
Ulex europaeus (UEA1)- 1 x 10° Zellen
Lektin-FITC 10 in 100 pl HUVEC PBMC

Tab. 6: Optimale Menge der AntikdrperEs ist das jeweils optimale Volumen der Originslidg des Antikorpers

gezeigt, das zur “Antikérper-Farbung” eingesetztraden soll.
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Bei Farbungen mit dem Endothelzellmarker UEA1-FIii€ eine unerwarteterweise angefarbte

Population innerhalb der PBMC auf.

2356
150

M1

= 2]
|5 £
= [E]
g &

_ ST qn' 402 4n? o 1p
Abb 6a Darstellung von HUVEC Abb6b: Darstellung von PBMC
nativ (n, weiRe Flache), nativ (n, weiBe Flache),
nach Behandlunguga rote Flache) nach Behandlunguga, rote Flache)
mit UEA1-FITC mit UEA1-FITC

artner Pfeil: unerwartete Population

Abb. 6a und b zeigen in eindimensionalen Darstgkun (Histogrammen) jeweils eine native,
ungefarbte Zellpopulation (weil3e Flache) und eimdpdpulation, die mit dem Lektin UEA1-
FITC behandelt wurde (rote Flache). Abb. 6a zeatve und behandelte HUVEC, Abb. 6b zeigt
native und behandelte PBMC. Die Zellpopulationeteurdem Marker M2 werden als negativ
definiert. Der Marker M1 kennzeichnet den positiBareich: gemessene Fluoreszenz.

In Abb. 6a ist zu erkennen, dass native HUVEC nftidreszierenrf, weil3e Flache unter M2)
und nach Behandlung mit UEA-1-FITC fluoresziereeg rote Flache unter M1). UEA-1-FITC
bindet also an HUVEC.

Da es sich bei UEA-1 um einen Endothelzellmarkemded#t, sollten sowohl native als auch
behandelte PMBC nicht fluoreszieren. Wie aus Alibbhérvorgeht, taucht neben der nativen, nicht
fluoreszierendenn weil3e Flache unter M2) und der behandelten, abdt fluoreszierenden
Population @eal, rote Flache unter M2) eine dritte Population @yrfiner Pfeil): behandelt und
fluoreszierend ea2 rote Flache unter M1). Das spricht fur eine uadgehe Anfarbung einer
Population von PBMC durch UEA-1.

UEA-1-FITC eignet sich somit nicht zur alleinigerefinition von Endothelzellen und nicht zur

Anfarbung von Endothelzellen im Vollblut.
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1.4 Methoden zur Isolierung von Endothelzellen aus/ollblut

Um vitale Endothelzellen aus Vollblut anzureichetnisolieren, wurden verschiedene Methoden

verfolgt und optimiert.

Methode Prinzip

] ] Erythrozytenlyse, Anreicherung von Leukozyten,
11.4.1.1: Ammoniumchloridlyse
Thrombozyten und Endothelzellen

BD-FACS Lysing Solution (BD Biosciences
[1.4.1.2: BD FACS Lysing Solution Pharmingen), Erythrozytenlyse dito, Fixierung der

angereicherten Zellen

Ansammlung von Zellen gleicher Dichte in Schichten,
11.4.1.3: Dichtegradientenzentrifugation Anreicherung von PBMC und Endothelzellen in der

Interphase

_ - Bindung paramagnetischer Partikel tiber spezifische
[1.4.2: Sortierung spezifischer Zelltypen ) ) )
) ) ) Antikoérper an Oberflachenantigene der Zielzellen.
mit paramagnetischen Partikeln ) ) )
Isolierung der Zellen im magnetischen Feld.

DynaBeads Pan Mouse IgG (Dynal),
superparamagnetische Polystyrolpartikel,
11.4.2.1: DynaBeads-System @ 4,5 £0,2 um, Beschichtung mit monoklonalem
Human-Anti-Maus-Antikdrper,

Konzentration 4 x 10° Beads/ml

Cellection Pan Mouse IgG (Dynal), Partikel wie oben,
11.4.2.2: DynaBeads pyaiinked Verankerung der Antikérper Uber einen DNA-linker

an den DynaBeads

BD Imag Anti-MauslgG1 Particles-DM

(BD Biosciences Pharmingen), magnetische
[1.4.2.3: BD-Partikel “Nanopartikel”, @ 0,1-0,45 um, Beschichtung mit
monoklonalem Antikdrper gegen Maus-IgG1-

Antikorper, Haplotyp Igh-Cla und Igh-Cb

Maus-Anti-HumanCD45- und Maus-Anti-PE-
[1.4.2.4: MACS-System MicroBeads (Miltenyi Biotec) mit Antikérpern gegen
HumanCD45 bzw. PE beschichtet, @ ~50nm

Tab. 7:Prinzipien der Anreicherungs- und Isolierungsmethed im Uberblick.
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11.4.1 Erythrozytenlyse und Dichtegradientenzentrifugation

Der rote Blutfarbstoff Hamoglobin weist als Porphygine charakteristische Autofluoreszenz auf,
die die durchflusszytometrische Messung der veretand Fluoreszenzfarbstoffe stort. Zudem
wird vor jeder FACS-Messung die sogenannte Couhi-Zestgelegt (= Gesamtheit aller zu
messenden Ereignisse, zum Beispiel 1,0 X Zellen). Ein prozentual groBer Anteil an
Erythrozyten in der Probe sorgt flr eine geringeza#n gezahlter Endothelzellen und PMBC.
Somit fihren in der Probe belassene Erythrozyteailileh zu einer Verfalschung der Ergebnisse
hinsichtlich Wiederfindung und Reinheit. Eine vtidisdig Erythrozyten-freie Zellsuspension vor
der FACS-Analyse ist winschenswert. Die Erythroaltge in der Vollblutprobe oder die

Dichtegradientenzentrifugation stellen Optionen Endothelzell-Anreicherung und gleichzeitigen

Entfernung der Erythrozyten dar.

11.4.1.1  Anreicherung von EC mit Ammoniumchloridlyse

Ammoniumchlorid als Lysereagenz verschafft den &fgrdass die gesuchten Endothelzellen nicht
fixiert werden und infolgedessen immer noch die Miidkeit der anschlielRenden Zellkultivierung

besteht (Lysereagenz siehe V.4.3).

V
J~>8 -0

Vorlage des Antikorpers Zugabe von lysierte Probe
+ Zugabe von Vollblut Lysereagenz

Abb. 7a-c:Prinzip der Ammoniumchloridlysea) Fluoreszenzmarkierung der Endothelzellen,

b) Lyse der Erythrozyten durch Ammoniumchloc)idétlich opaleszente lysierte Probe.
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Vorgehensweise zur Ammoniumchloridlyse:
e 20 pl Antikérper (Maus-Anti-HumanCD146-PE) vorlegébb. 7a)
300 pul Vollblut zupipettieren, 15 Minuten bei 4 ktkubieren (dunkel!)

* 4 ml Lysereagenz zugeben (Vortex!), 8 Minuten inkun (Raumtemperatur) (Abb. 7b)
* mit 8 ml PBS Lyse-Vorgang stoppen

+ Zentrifuge: 10 Minuten, 350 x g, 4 °C, Uberstandmaxfen, Zellpellet resuspendieren

* 4 ml Lysereagenz zugeben und Lyse wiederholen

o Zellpellet in 500 pl PBS-BSA aufnehmen, FACS-Analgmschlie3en

11.4.1.2 Anreicherung von EC mit ,BD FACS Lysing Sdution®

Diese Erythrozytenlyse beruht auf dem gleichen Zjpirwie die Ammoniumchloridlyse, die
Vorgehensweise ist ebenfalls identisch. Als Lysgeea wird hier Ethylenglykol verwendet und

der Zusatz von Formaldehyd dient der gleichzeitigierung der persistierenden Zellen.

11.4.1.3 Anreicherung von EC mit Dichtegradientenzatrifugation

Die Zentrifugation in speziellen Trennmedien bewigine Ansammlung von Zellen gleicher
Dichte in Schichten. Die gesuchten Endothelzellammeln sich zusammen mit den
mononukledren Zellen (PBMC, peripheral blood morbear cells) an (Woywodt et al. 2006),
wahrend die restlichen Blutzellen davon getrenntem.

Es wurden zwei verschiedene Systeme zur Dichtegmeghzentrifugation getestet.

Anreicherung von EC mit ,Ficoll Pague Plus” in Leslep Separationsrohrchen

Leukosep Separationsrohrchen enthalten eine pdtiieescheibe aus inertem Polyethylen, die
eine Durchmischung von Probenmaterial und Trennomedbeim Beflllen verhindert. Das
verwendete Medium ,Ficoll Paque Plus“ hat eine Beclkvon 1,077 g/ml (20 °C). Es wird
hochtourig unter die Filterscheibe zentrifugiertasDProbenmaterial wird auf die Filterscheibe
gegeben. Durch Zentrifugation wird eine Vorselektind Anreicherung der gesuchten
Endothelzellen in der Interphase erhalten. Ihrealhpro Volumeneinheit ist anschlieRend um ein
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Vielfaches groRRer (abhangig vom Resuspensionsveolutdee Interphase). Im Anschluss kénnen

weitere Methoden zur Isolierung durchgefihrt werdan sie von den PBMC zu trennen.

Abb. 8: Leukosep SeparationsréhrchenDarstellung
der verschiedenen Schichten nach Zentrifugation von
8 ml EDTA-Vollblut mit ,Ficoll Paque Plus®;

< a) EDTA-Plasma a) EDTA-Plasma mit Thrombozyten —

« b) Interphase b) Interphase mit PBMC und Endothelzellen —

<« ¢) Filterscheibe c) Polyethylen-Filterscheibe —
d) Trennmedium ,Ficoll Paque Plus" —

< d Trennmedium e) Zellpellet mit Erythrozyten, Granulozyten und
Debris.

< e) Zellpellet

Vorgehensweise Ficoll-Isolierung:

15 ml Ficoll Paque Plus (Raumtemperatur!) in 50Lelikosep-Rohrchen geben,
Zentrifuge: 30 Sekunden, 1000 x g, Raumtemperativiedium unter dem Filter
20 ml Vollblut auf die Filterscheibe geben

Zentrifuge: 15 Minuten, 650 x g, Raumtemperatun@Bremse!)

Interphase in frisches Falconréhrchen tGberfihren

waschen: mit PBS, Zentrifuge: 10 Minuten, 290 # §C, Uberstand verwerfen
Zellpellet in 10 ml PBS-BSA resuspendieren

Bestimmung der Zellzahl mit CASY1 (siehe 11.2)

noch einmal waschen: mit PBS-EDTA, Uberstand veliever

sofort weitere Verarbeitung (z.B. Antikdrper-Fargusiehe 11.3)
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Anreicherung von EC mit dem ,Vacutainer CPT-System*

Das BD Vacutainer CPT-System ermdglicht sowohl &ttrntahme als auch Zentrifugation und

Zellisolierung ohne Zwischenschritt. Dadurch bietst den grof3en Vorteil, den Kontakt zu

potentiell infektiosem Patientenmaterial mdglichgering zu halten. Die Dichte des

Trennmediums betragt auch hier 1,077 g/ml. Die tzlish zum Trennmedium enthaltene feste

Gelschicht garantiert ein Abpipettieren der Zelleach Zentrifugation ohne versehentliche

Durchmischung. In den CPT-R6hrchen ist Natriumtita Antikoagulanz enthalten.

a) Citrat-Plasma
Abb. 9:CPT-R6hrchenmit Natriumcitrat,

b) PBMC + Endothelzellen Darstellung der verschiedenen Schichten nach

¢) Trennmedium Zentrifugation von 8 ml Vollblut mit dem Vacutainer
System;
d) Gelschicht a) Citratplasma mit Thrombozyten —

b) ,Wolke" aus PBMC und Endothelzellen —
¢) Trennmedium —
e) Zellpellet d) feste, wachsartige Gelschicht —
e) Zellpellet mit Erythrozyten, Granulozyten und
Debris.

Vorgehensweise mit dem BD Vacutainer CPT-System:

6-8 ml Vollblut direkt in das CPT-R6hrchen entnelmnflaut VVorschrift des Herstellers)
Zentrifuge: 20 Minuten, 1650 x g, Raumtemperatut Bremse!)

etwas Plasma abpipettieren, PBMC und EC in restiitRlasma resuspendieren
Zellsuspension in frisches Falconrohrchen tberfiihre

waschen: mit PBS, Zentrifuge: 10 Minuten, 250 Rgumtemperatur

Uberstand verwerfen, Zellpellet resuspendieren

sofort weitere Verarbeitung (z.B. ,Antikorper-Farigyl, siehe 11.3)
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Zum Vergleich der beiden Systeme wurden die igelireZellpopulationen untersucht und die
Wiederfindung von Endothelzellen nach Auftrennuegtbmmt. Beide Methoden wurden zum
gleichen Zeitpunkt mit dem Vollblut derselben Pnotd@n durchgefihrt (n = 2). Es wurde
jeweils das gleiche Volumen Vollblut eingesetzt jad. x 16 HUVEC-CD146-PE zugespikt.

Die Auftrennung erfolgte nach obigen Protokollen amschlieRenden FACS-Analysen.

Die Ergebnisse zeigten, es werden die gleichenpdgllationen mit beiden Systemen
angereichert (CD45-positive PBMC und CD146-posit&@). Mit einer Wiederfindungsrate
der Endothelzellen von 10&3 % bei der Auftrennung mit Ficoll und 1117 % mit den

CPT-RoOhrchen war kein Verlust durch die Zentrifugatzu verzeichnen.
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[1.4.2 Zellsortierung mit magnetischen Partikeln

Das Prinzip der Zellsortierung mit magnetischentiRan beruht auf der Markierung der
Zellen mit Antikérpern, an die paramagnetische iRart(Beads: DynaBeads, MicroBeads,
0.4.) gekoppelt sind. Die Separation des Zellgemeis@us markierten und unmarkierten Zellen
geht in einem magnetischen Feld vonstatten. DigganZellen, die mit den Beads-gekoppelten
Antikérpern besetzt sind, werden im magnetischefd Fzairtickgehalten, wohingegen die
unmarkierten Zellen entfernt werden. So lassen &iobr spezifische Antikérper definierte
Zelltypen aus Mischpopulationen isolieren und atrein. Fir die Zellisolierung mit

paramagnetischen Beads stehen unterschiedlichenSgzur Verfiigung.

[1.4.2.1 Isolierung von EC mit ,DynaBeads Pan MouségG"

Bead & J Antikdrper
a
Beschichten der DynaBeads )——< + —< »
Y\/
| A
=
o
= — .
v @® » e@ » @
= .
X & a2 ®
¢ Q@> P
b c d
Markierung der Endothelzellen Isolierung der Endothelzellen Fluoreszenzmarkierung

Abb. 10a-d: Prinzip der Isolierung mit DynaBeads a) Beschichtung mit monoklonalem Maus-Anti-
HumanCD146,b) DynaBeads binden lber den Antikérper an CD146 gesuchten Endothelzellen) Im
magnetischen Feld bleiben die DynaBeads-markieedothelzellen an der R6hrchenwand haften, diegélori
Zellen werden entfernd) Fluoreszenz-Markierung der isolierten Endothdé&zeimit UEA-1-FITC.
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Vorgehensweise zur Beschichtung der DynaBeads niikédrpern (Abb. 10a):

» 350 ul resuspendierizynaBeadsin ein 2 ml-Eppendorf-Reaktionsgefald geben
waschen:

« ReaktionsgefaR 1 Minute in MCP-Magneten stellergrstand verwerfen,
* aus Magnet herausnehmen, mit 1 ml PBS-BSA-A resulpeen
Antikdrper-Beschichtung:

« 1 Minute MCP-Magnet, Uberstand verwerfen,

* aus Magnet herausnehmen, mit 950 ul PBS-BSA-A pesuberen,

* Zugabe von 400 pMaus-Anti-HumanCD146-Antikdrper (unkonjugiert),
* Uber Kopf mischen (Head-over-Head-Schttler) 2 @&m 4 °C

waschen: 3 x, wie oben

 DynaBeads in 1 ml PBS-BSA-A resuspendieren undtis€l lagern

(Ansatz von 1 ml ausreichend fir 20 Isolierungséoge).

Vorgehensweise zur Endothelzell-Isolierung mit CReads (Abb. 10b und c¢):
* 1 ml PBS-BSA-AZ in ein 2 ml-Eppendorf-Reaktionsd&fiipettieren
* Zugabe von 1 mEDTA-Vollblut , mischen

» Zugabe von 20 pDktagam und 50 pDynaBeads(beschichtet)
* Uber Kopf mischen (Head-over-Head-Schiuttler) 30Wen, 4 °C
waschen: 3 x, wie oben

* markierte Zellen in 200 pul PBS-BSA-AZ resuspendigfeagerung bei 4 °C mdglich)

Vorgehensweise zur UEA-1-FITC-Markierung der istéa Endothelzellen (Abb. 10d):

« 1 Minute MCP-Magnet, Uberstand verwerfen,
e Zugabe von 100 WEA-1-FITC (1:10 mit PBS-AZ verdinnt), resuspendieren,
* Uber Kopf mischen (Head-over-Head-Schuttler) 1 &ud °C (dunkel!)

waschen: 3 x, wie oben

* markierte Zellen in 200 pl PBS-BSA-AZ resuspendiere

Analyse und Quantifizierunqg der isolierten Endatieien:

Da die DynaBeads mit 4,5 0,2 pum im Diameter zufRgritir die Kapillaren des
Durchflusszytometers sind, erfolgt die Auswertungdier Nageotte-Zahlkammer unter dem
Fluoreszenzmikroskop. Dies wird durch die Fluoregzilarkierung der Endothelzellen mit
UEA-1-FITC ermdoglicht.
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Fur diese Arbeit wurde das Fluoreszenzmikroskogd & MRE der Firma Leica Mikroskopie

und Systeme GmbH (Wetzlar, Deutschland) in gekédgneZustand verwendet.

Die Einstellungen des Mikroskops sind im EinzelirarAnhang verzeichnet.

Nageotte-Zahlkammer:

Verdinnung der isolierten Zellen 1:4 mit PBS-BSA-fD pl Zellsuspension + 90 ul Puffer).
Beschickung der Nageotte- Zahlkammer mit 100 pMesdinnung.

Definition positiver Zellen: deutlich fluoresziema Zellen mit mindestens vier gebundenen
DynaBeads (unter dem Fluoreszenzlicht) und zugleietkte Zellen (unter dem Auflicht).

Es wurden alle positiven Zellen in der vorgegebek@mmer gezahlt (siehe Abb. 11 a und b).

Abb. 11a:Nageotte-Zahlkammemnbeschickt

10 x Obijektiv, Auflicht;

Beschickungsvolumen 100 pl, Kammervolumen 50u1.28 x
Rechtecke, Kennzeichnung der Rechtecksgrenzen durch

Einfachlinien und der Kammerhalften durch eine Delfipie.

Abb. 11b:Nageotte-Zahlkammer, beschickt

mit HUVEC nach Isolierung mittels DynaBeads und
UEA-1-FITC-Féarbung; 40 x Objektiv, Fluoreszenzlicht
deutliche Fluoreszenz und Beladung mit mindestés v

DynaBeads definieren positive Zellen (Pfeil).

Die Gesamtzellzahl GZ an Endothelzellen pro ml Mall wurde wie folgt berechnet:

Zellzahl in der Zahlkammer
Gz = x Volumen der Zellsuspension x Verdinnungsfaktor
Kammervolumen
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Folgt man dem oben beschriebenen Isolierungspribtgkatl.2.1) so entspricht bei einem
Kammervolumen von 50 pul, einem Volumen der Zellemson von 200 ul sowie einem
Verdunnungsfaktor von 4 die Gesamtzahl GZ der es@n Endothelzellen pro ml Vollblut

dem 16fachen der Zellzahl in der Zahlkammer:

Zellzahl in der Zahlkammer
GZ = x 200 pl x 4 = Zellzahl in der Zahlkammer x 16.
50 pl

11.4.2.2 Isolierung von EC mit ,Cellection Pan Mous 1gG Kit*

Das Prinzip dieser Isolierungsmethode entspricht dater 11.4.2.1 beschriebenen. Der DNA-
linker zwischen Bead und Antikdrper (Abb. 12a) eghight im Anschluss an die Isolierung der
Endothelzellen die Abtrennung der DynaBea@gsked durch einen DNase-Verdau.

a

Beschichten der DynaBeadspajinked M+ { » )W—<_<

Abb. 12a:Beschichtung DynaBeagsainkes Mit monoklonalem Maus-Anti-HumanCD146

gNase-Verdau % - %‘@

Abb. 12b:Der enzymatische Abbau des DNA-linkedsirch DNase bewirkt die Ablésung der DynaBegagsked

von den isolierten Endothelzellen.

Vorgehensweise zur Beschichtung der DynaBgaglised (Abb. 12a):(wie unter 11.4.2.1)
e 250 plDynaBead$naiinked €iNSetzen
» waschen mit PBS-BSA
» 280 plMaus-Anti-CD146-Antikorper (unkonjugiert) einsetzen

* Head-over-Head-Schittler: 30 Minuten, Raumtemperatu

» zuletztin 250 pl PBS-BSA resuspendieren
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Vorgehensweise zur Isolierung der EndothelzellenDynaBeadsyaiinked (Abb. 10b/c, S. 26):

« 1 mlEDTA-Vollblut in ein 2 ml-Eppendorf-Reaktionsgefald (A) pipetier
Zugabe von 25 pbynaBead$naiinked (D€Schichtet)
Uber Kopf mischen (Head-over-Head-Schuttler) 15WN&n bei 4 °C
« waschen: 1 Minute MCP-Magnet, Uberstand verwerfen
aus Magnet herausnehmen, mit 500 pul RPMI-FKS peswudieren
 auf und ab pipettieren und in ein frisches 2 ml-&porf-Reaktionsgefal? (B)
Uberfuhren (Entfernung adharenter Monozyten!),
Reaktionsgefal’ (A) mit weiteren 500 pul RPMI-FKSilsp und in (B) Uberfihren

* waschen: 3 x, wie oben, letztlich in 600 pul RPMIFKesuspendieren

Vorgehensweise zur Abtrennung der DynaBgagisked (Abb. 12b, S. 29):

e 10 ul der isolierten Endothelzellen in Reaktion&@efC) uberfihren,
Zugabe von 100 pl vorgewarmtem RPMI-FKS (37 °C!),
Zugabe von 4 pDNase(erst direkt vor Gebrauch auftauen!),
auf Schittler (geringste Stufe) 10 Minuten bei lRemperatur inkubieren
* vom Schiittler nehmen, 8 x auf und ab pipettieren
» waschen: 1 Minute MCP-Magnet,
200 RPMI-FKS10 % in 2 ml-Eppendorf-Reaktionsgefald (D)vorlegen
Uberstand aus (C) in dieses GefaR (D) tberfiihren
* Reaktionsgefald aus Magnet nehmen, Zugabe von 2R MI-FKS,
5 x auf und ab pipettieren
« 1 Minute MCP-Magnet, Uberstand ebenfalls in Realdgefal (D) uberfiihren

Vorgehensweise zur UEA-1-FITC-Markierung der isaéa EC (Abb. 10d, S. 26):
o Zentrifuge: 10 Minuten, 290 x g, 4 °C

« 500 pl Uberstand verwerfen, restliche 100 pl resndjeren
e Zugabe von 10 WEA-1-FITC
» Uber Kopf mischen (Head-over-Head-Schuttler) 1 &uoei 4 °C (dunkel!)
* Zugabe von 1,6 ml RPMI-FKS
« Zentrifuge: 10 Minuten, 290 x g, 4 °C, Uberstandmeaxfen
* in 200 pul RPMI-FKS resuspendieren
Die Auswertung kann mittels Durchflusszytometeolkgén, da keine stdrenden Beads mehr in

der Probe enthalten sind.
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11.4.2.3 Isolierung von EC mit ,BD Imag Anti-Mauslqg G1 Particles-DM"

Die Isolierung mit den BD-Partikeln kann im Gegdnsau der DynaBeads-Methode nicht aus
Vollblut erfolgen. Mithilfe einer Dichtegradientesatrifugation (siehe 11.4.1.3) werden

Erythrozyten und Granulozyten entfernt und gleidigelie verbleibenden Zellen angereichert.

+ » a
. { @ Beschichtung der Endothelzellen

- [ b
+
{. )_< }<—<. Bindung der EC an BD-Partikel

A
— — —
I
~ =L —
v @~ @ ® &
‘e ~<<é,>,‘ 0z J
\ N )
»)

c
magnetische Isolierung der EC

Abb. 13a-c:Prinzip der Isolierung mit BD-Partikeln a) Zuerst erfolgt die Beladung der Endothelzeleih Anti-
HumanCD146-PE (beachte: beim DynaBeads-System wedie Beadsmit Antikdrper versehen!). Dieser
Antikérper muss von der Maus stammen mit einemintmasén Haplotypen (siehe Tab. 7, S. 20).Die
Antikorper-beladenen Endothelzellen binden an di-Fartikel ¢) Im magnetischen Feld bleiben die BD-

Partikel-markierten Endothelzellen an der R6hrchanwvhangen, die restlichen Zellen werden entfernt.
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Vorbereitende MaRnahmen:

» Cell-Staining Buffer und BD Imag Buffer ansetzeuf Bis stellen (siehe V1.4.3)

* 45 mIEDTA-Vollblut : Dichtegradientenzentrifugation (siehe 11.4.1.3),
Interphase-Zellen filtern (70 um-Filter), Zellzabftiimmung (CASY1, siehe 11.2),
Zellsuspension mit 2 x 1&ellen/ml in Cell-Staining Buffer herstellen

Vorgehensweise zur Positiv-Selektion der Endothielzenit BD-Partikeln:

* 500 pl Zellsuspension milaus-Anti-HumanCD146-PE farben (siehe 11.3.1)

* waschen: mit BD Imag Buffer auf 3,5 ml auffillen,
Zentrifuge: 10 Minuten, 290 x g, 4 °C, Uberstandmazfen (trocken!)
* Zugabe von 50 pBD-Partikel, sorgféaltig mischen,
30 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren (dunkel!)
* Positiv-Selektion:
Zugabe von 450 pl BD Imag Buffer, 8 Minuten BD-gnat, Uberstand verwerfen
» waschen: Réhrchen aus Magnet entfernen
Zugabe von 450 pl BD Imag Buffer, durch pipettieresuspendieren,
4 Minuten BD-Imagnet, Uberstand verwerfen
» waschen 1 x wiederholen, Zellpellet in 600 ul resuslieren
FACS-Analyseanschliel3en
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1.4.2.4  Zellsortierung mit dem ,MACS-System"

Das MACS-System besteht aus MACS-Separator, TrefmsilicroBeads und spezifischen
Antikdrpern gegen entsprechende Oberflachenstrektuder Zielzellen. Die einzelnen
Bestandteile werden je nach Fragestellung aufesramtbgestimmt. Bei der Auswahl der

Saulen ist die Art der Auftrennung und die Grol3edielzellpopulation ausschlaggebend.

Ein Epitop der Zielzellen dient als Zielstruktur fdie Antikérper-beschichteten MicroBeads.
Antikdrper-beschichtete Zellen werden mit den emtspenden MicroBeads beladen
(sogenanntes Labeln der Zellen). Bei der daragefadlen Wanderung der Zellen durch die
Trennsaule im magnetischen Feld bleiben die MicemBemarkierten Zellen haften, die nicht-
markierten Zellen durchlaufen die Sé&ule. Die matkie Zellen missen aul3erhalb des
Magnetfeldes eluiert werden.

Es stehen zwei grundlegende Optionen zur Wahl: ddgpl (= Entfernung) stdrender

Zellpopulationen oder Positiv-Selektion (= Extrakt) gesuchter Zellen.

Auch den Separationsmethoden mit dem MACS-Systendevigweils eine Dichtegradienten-
zentrifugation zur Anreicherung und Vor-Isolierungorangestellt. Suspensionen der
Interphase-Zellen wurden als Proben fir die Demtetler CD45-positiven Blutzellen bzw.

Positiv-Selektion der CD146-positiven Endothelzekengesetzt.

11.4.2.4.1 Einschub: ,FcR-Blockierung®

Einige korpereigene  Zellen (z.B. Monozyten, Makragén)  exprimieren
Oberflachenmolekile, die in ihrer Funktion als swgente Fc-Rezeptoren den konstanten
Abschnitt von Antikdrpern (Fc-Abschnitt, fragment rystallizable) binden. Bei
Zellmarkierungen mittels Antikérper kann diese Higghaft durch unspezifische Bindungen
falsch positive Ergebnisse verursachen. Um diedérfaBtor zu minimieren, werden die Fc-
Rezeptoren der betreffenden Zellen blockiert: Degemannte Fc-Rezeptor-Blocker (FcR-
Blocker) besteht aus polyklonalen IgG-Molekilene @dus humanem Poolserum gewonnen
werden. Bringt man die Zellen damit in Kontakt, éteen die 1gG-Antikorper alle Fc-
Rezeptoren.

Um die Spezifitat der Zellseparation mit dem MAC&8mM zu steigern, wurde sowohl bei der

Depletion als auch der Positiv-Selektion mit eirfetriRezeptor-Blocker gearbeitet.
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11.4.2.4.2 Depletion von PBMC mit dem ,MACS-System*

’\ a
» L™\ Bindung der
Anti-CD45-
. \ —f &: i MicroBeads an
g .
CD45 NitroBeads die PMBC

P PBMC Antikérper X

X_ | LS-Saule Abb. 14a und bDepletion der PBMC mit dem
i MACS-System
g a) PBMC tragen das Oberflachenmerkmal CD45. Anti-
g CD45-MicroBeads binden direkt an PBMC.
b) Die Zellsuspension durchlauft eine LS-Saulechein
6 einem magnetischen Feld in den MACS-Separator
eingespannt ist. Die PBMC werden in der Saule
zuriickgehalten, die nic-markierten Endothelzellen
passeren ungehindert und werden aufgefangen.
'®) (Durchlauf = Negativ-Fraktion)
O P'f’fki‘févn

b
magnetische Depletion der PBMC

Vorbereitende MalRnahmen:

« Puffer fir Saulen herstellen: PBS-EDTA entgds&$A zusetzen, auf Eis stellen
» Zellsuspension praparieren:
15 mIEDTA-Vollblut : Dichtegradientenzentrifugation (siehe 11.1.4)
Zellzahlbestimmung der Interphase-Zellen (CASYéhs 11.2),

! Nur entgasten Puffer auf die Saulen auftrageringle Gasblaschen fiihren zur FunktionsuntiichtiglesitSaule.
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Vorgehensweise zur Depletion von PBMC:

o Zellen der Interphase FcR-blockieren und mit Mams-MumanCD146-PE farben

je 10 Zellen: 80 pl PBS-EDTA-BSA
+ 20 ulFc-Blocking-Reagenz
+ 20 pMaus-Anti-HumanCD146-PE

15 Minuten bei 4 °C inkubieren (dunkel!), 1 x mB&-EDTA-BSA waschen

* Labeln mit MicroBeads

je 10 Zellen: 80 pl PBS-EDTA-BSA
+ 20 pAnti-CD45-MicroBeads

15 Minuten bei 4 °C inkubieren (dunkel!), 1 x mB&-EDTA-BSA waschen

 Depletion der PBMC mit 2 LS-Saulen

je 1C Zellen: 500 pl PBS-EDTA-BSA (entgast!

*  MACS-Separator mit grol3er Halterung, 2 LS-Saul@nt-Pre-Separationsfilter
« Filter und 1. LS-S&ule mit 3 ml entgast&BS-EDTA-BSA spiileh(wichtig!)
* Negativ-Fraktion1: 500 pl Probe auf Filter auftragen, Durchlauf anfen,
warten bis Saule ,steht” (kein Tropfen mehr),
3 x 3 ml PBS-EDTA-BSA zum Spulen auftragen, angien
* Filter und 1. LS-Saule verwerfen, 2. LS-Saule migastenPuffer spulen (wichtig!)
* Negativ-Fraktion2: 9,5 ml Durchlauf auf 2. LS-S&ule auftragen, Dilaahauffangen

* FACS-Analyse anschlie3en (Negativ-Fraktion2 enthéstuchte Endothelzellen).

! Die nachgeschaltete zweite Saule soll die Reintegiseparierten Endothelzellen erhéhen.

2 Das Anfeuchten von Filtern und Séulen ist vor Aagen der Zellensuspension notwendig, um eine tiges
Passage zu gewabhrleisten. Die Sauleninnenseitdrzsdem mit einer hydrophilen Hiille tiberzogen,vdie
Benutzung ausgewaschen werden muss.
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11.4.2.4.3 Positiv-Selektion von EC mit dem ,MACSstem*

Endothelzellen Antikodrper

_— a
O\ O + ,( /)\ —p O—\%_ Markierung der

/ Endothelzellen mit
Anti-CD146-PE
CD146 PE-Farbstoff

b

» Bindung der
O—\%\_; * J:Y O'\ S MicroBeads an die
AN

Endothelzellen
MicroBeads

Stempel

MS-Saule ‘ ’
Cc

Positiv-Selektion
der Endothelzellen
im magnetischen
Feld 1

O"‘*H

Magnet

Magnet

d
Eluierung der
O . Endothelzellen 1
Negativ- aus der Saule
Fraktion Positiv-

Fraktion

\—/

Abb. 15a-d:Positiv-Selektion der Endothelzellen mit dem MAC$Ss&m: a)Die Endothelzellen werden mit
Maus-Anti-HumanCD146-PE markierb) Anti-PE-MicroBeads binden indirekt Uber die Antiér an die
Zielzellen.c) Die Zellsuspension durchlauft eine MS-Saule (gestidur Positiv-Selektionen besonders kleiner
Zellpopulationen), welche in einem magnetischend F&i den MACS-Separator eingespannt ist. Die
Endothelzellen werden in der Séaule zuriickgehatteEnnicht-markierten Zellen passieren ungehindBrirthlauf

= Negativ-Fraktion).d) Die selektierten Endothelzellen werden auRerhakbrdagnetischen Feldes mit Puffer aus

der Saule gewaschen (Eluat = Positiv-Fraktion)
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Vorbereitende MaRnahmen:

Exakt wie zur Depletion (siehe 11.4.2.4.2)

Vorgehensweise zur Positiv-Selektion von Endothigae

» Zellen der Interphase FcR-blockieren und mit Mams-MumanCD146-PE farben

je 10 Zellen: 80 pl PBS-EDTA-BSA
+ 20 plFc-Blocking-Reagenz
+ 20 pMaus-Anti-HumanCD146-PE

15 Minuten bei 4 °C inkubieren (dunkel!), 1 x mB&-EDTA-BSA waschen

* Labeln mit MicroBeads

je 10 Zellen: 80 ul PBS-EDTA-BSA
+ 20 pAnti-PE-MicroBeads

15 Minuten bei 4 °C inkubieren (dunkel!), 1 x mB&-EDTA-BSA waschen

« Isolierung der Endothelzellen mit 2 MS-Sadlen

je 10 Zellen: 500 pl PBS-EDTA-BSA (entgast!

* MACS-Separator mit kleiner Halterung, 2 MS-Saulgh pm-Pre-Separationsfilter
* Filter und 1. MS-Sé&ule mit 500 pl entgastBBS-EDTA-BSA spiilen(wichtig!)
* Negativ-Fraktion1: 500 pl Probe auf Filter auftragen, Durchlauf verfen,

warten bis Saule ,steht” (kein Tropfen mehr),

3 x 500 pl PBS-EDTA-BSA zum Spulen auftragen

* Filter verwerfen

! Die nachgeschaltete zweite Saule soll die Reintegiseparierten Endothelzellen erhéhen.

2 Das Anfeuchten von Filtern und Saulen ist vor Aagen der Zellensuspension notwendig, um eine tiges
Passage zu gewabhrleisten. Die Sauleninnenseitdrzsdem mit einer hydrophilen Hiille tiberzogen,vdie
Benutzung ausgewaschen werden muss.
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» Positiv-Fraktionl: 1. MS-Saule aus Halterung und Magnetfeld nehmach(ig!),
1 ml PBS-EDTA-BSA zum Eluieren auf 1. MS-Saulbee,
mit Stempel gesamten Puffer durch driicken, Eduffangen

» 1. MS-Saule verwerfen, 2. MS-Saule mit entgasRerfier spilen (wichtig!)

* Negativ-Fraktion2: 1 ml Eluat auf 2. MS-Séaule auftragen, Durchlagrfwerfen,
weiteres Vorgehen wie bei 1. MS-Saule

» Positiv-Fraktion2: Vorgehen wie bei 1. MS-Saule, Eluat auffangen

* FACS-Analyse anschliel3en (Positiv-Fraktion2 entgéttuchte Endothelzellen).

Abb. 16:MACS-Separator:

a+b) der Magnet dient zugleich als
kleine Halterung

c) MS-Saule

d) Polyethylenréhrchen

Die Methode der Positiv-Selektion (MACS-System, tihlyi) der Endothelzellen aus einer
gemischten Zellsuspension von Interphase-Zellegtealie besten Werte bezuglich Ausbeute
und Reinheit (siehe Ergebnisse 111.1.2.4.2). Sierdsuanschlie3end zur Isolierung von
zirkulierenden Endothelzellen aus peripherem Bart kerzchirurgischen Patienten verwendet.
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Rekrutierung von Patienten der Herz-Thorax-Chirirgi

Die Blutentnahmen von Patienten, die sich an deniKlIfir Herz-, Thorax- und herznahe
Gefal3chirurgie der Universitat Regensburg einerzéfegration unterziehen mussten, erfolgte

jeweils sechs Stunden post-operatia zu diesem Zeitpunkt die grof3te Anzahl zirkeleler

Endothelzellen in peripherem Blut gefunden wurdeh(®id et al. 2006). Die Patienten wurden
entsprechend eines Ethikvotums (eingereicht duroh B. Eissner, Innere Med ) aufgeklart.
Bei liegendem arteriellen Katheter (radial/femoralirden 20 ml arterielles Vollblut in EDTA-

Monovetten entnommen; andernfalls wurde auf 20 mhdses Vollblut zurtickgegriffen

(ZVK). Zur Vermeidung einer Aktivierung von Granalgen/ Thrombozyten wurden die
Blutentnahmen maoglichst schonend durchgefihrt und Ruhezeit der Blutrdhrchen von 15
Minuten vor der weiteren Verarbeitung eingehalten.

Im Rahmen von Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppehif8d et al. 2006) wurden bereits
Blutentnahmen wie beschrieben durchgefiihrt. Es teantCEC erfolgreich daraus isoliert
werden. Die etablierte Methode mit dem ,DynaBeads Rouse IgG* (Dynal) diente uns als
Referenzmethode. Folgende sieben Patienten derTHwerax-Chirurgie des Klinikums der

Universitat Regensburg wurden fir die VersuchsrdigrePositiv-Selektion (,MACS-System®,

Miltenyi) von CEC aus Vollblut eingeschlossen:

Patient 1 Geschlecht @ Alter 76 Jahre

Risikofaktoren Adipositas” (BMI = 28), Diabetes mellitus Il, Hypercholesterinamie,
Z. n. Myokardinfarkt

Grunderkrankung Koronare 3-GefalRerkrankung, Aneurysma des linken Ventrikels,
Herzinsuffizienz, Ventrikulare Tachyarrhythmie
Operation Aortokoronarer Venenbypass,

Aneurysmektomie linker Ventrikel (nach Dor)

Bypass-Zeit [min]

145

Besonderheiten Diabetische Nephropathie mit terminaler Niereninsuffizienz und
Dialysepflicht (3 x/Woche), pAVK, Carotis interna-Stenose
Patient 2 Geschlecht @ Alter 35 Jahre

Risikofaktoren

Positive Familienanamnese®

Grunderkrankung Kombinierte Aortenklappenstenose und —insuffizienz (postinfektios)
Ektasie der Aorta ascendens
Operation Ross-Operation (Homograft)

Aorta ascendens-Rekonstruktionsplastik

Bypass-Zeit [min]

148

! Adipositas: BMI=25

2 positive Familienanamnese: Verwandte ersten Gnaitdderz-/GefaRerkrankungen
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Patient 3

Geschlecht @ Alter 79 Jahre

Risikofaktoren

Adipositas ' (BMI = 32), Diabetes mellitus 1, Hyperlipidamie, Hypertonie, Z.
n. Hinterwandinfarkt, positive Familienanamnese®

Grunderkrankung Aortenklappenstenose, koronare 3-Gefalerkrankung,
absolute Arrhythmie bei Vorhofflimmern
Operation Biologischer Aortenklappenersatz, Carotis-TEA mit Patch-Plastik

Bypass-Zeit [min]

88

Marcumar-Medikation, chronische Niereninsuffizienz Il, Varicosis,

Besonderheiten Z. n. Thrombendarteriektomie A. carotis interna links
Z. n. aortokoronarer Bypass-Operation
Patient 4 Geschlecht & Alter 66 Jahre

Risikofaktoren

Adipositas” (BMI = 40), Diabetes mellitus II, Hyperlipidamie, Hypertonie, Z.
n. Myokardinfarkt

Grunderkrankung

Koronare 3-Gefal3erkrankung

Operation

Aortokoronarer Venenbypass

Bypass-Zeit [min]

0 (OPCAB-Technik)

Patient 5

Geschlecht & Alter 68 Jahre

Risikofaktoren

Adipositas” (BMI = 29), Hyperlipidamie, Hypertonie,
positive Familienanamnese

Grunderkrankung Koronare 3-GefaRRerkrankung, Mitralklappeninsuffizienz 9
Operation Aortokoronarer Venenbypass
Bypass-Zeit [min] 138
Besonderheiten PAVK 1I
Patient 6 Geschlecht & Alter 65 Jahre

Risikofaktoren

Diabetes mellitus Il, Hyperlipidamie, Hypertonie, ehemaliger Nikotin-Abusus
(10 packyears, seit 36 Jahren Exraucher), positive Familienanamnese

Grunderkrankung

Koronare 3-GefalRerkrankung

Operation

Aortokoronarer Venenbypass

Bypass-Zeit [min]

140
Besonderheiten Z. n. Stent-Implantation
Patient 7 Geschlecht @ Alter 45 Jahre

Risikofaktoren

Adipositas® (BMI =28), positive Familienanamnese®

Grunderkrankung

Aortenklappeninsuffizienz 11°bei Endokarditis, KHK

Operation

Ross-Operation (Homograft)

Bypass-Zeit [min]

148

Besonderheiten

Septische Embolien im Rahmen der Endokarditis (Beine bds., Milz, Niere),
Schrumpfniere links, Aneurysma spurium Leiste links

Tab. 8:Sieben herzchirurgische Patientefiir die Versuchsreihe Positiv-Selektion mit dem [BBASystem*

(Miltenyi) von CEC aus peripherem Vollblut.

2 Adipositas: BMI= 25

2 positive Familienanamnese: Verwandte ersten Gnaitdderz-/GefaRerkrankungen
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1.5 Weitere Optionen zum Nachweis von CEC im periperen Vollblut

Im Folgenden werden zwei Strategien zum Nachwers zickulierenden Endothelzellen im

Vollblut vorgestellt, die ohne Verwendung magnétescPartikel arbeiten.

[1.5.1 Einzeitige Markierung von CEC durch Antikér per und Erythrozytenlyse

Bei dieser Methode werden die gesuchten Zellerkdireder Vollblutprobe mit Antikdrpern
angefarbt und nach einer Erythrozytenlyse mittedesC5-Messung analysiert. Der Vortell
besteht darin, dass diverse Zwischenschritte (zueispBel Waschschritte) und damit
Zellverluste vermieden werden. Leider konnen digughten Zellen bei dieser Methode nicht
angereichert werden.

Die Identifizierung der CEC als endotheliale Pragerellen sollte mit folgender Antikdrper-

Kombination durchgeftihrt werden:

Antikérper Spezifitat
Maus-Anti-HumanCD31-FITC endothelialer Marker
Maus-Anti-HumanCD146-PE endothelialer Marker
Maus-Anti-HumanCD34-APC Stammzell-Marker
Maus-Anti-HumanCD45-PerCP Leukozyten-Marker

Tab. 9:Epitope auf Endothelzellen und PBMC.

Die Zusammenstellung der Farbstoffe erlaubte editgleiche Vierfach-Farbung und Messung
in allen vier Fluoreszenzkanalen in der Durchflytsmetrie. Aul3erdem lassen sich Blutzellen

gut abgrenzen (nach Furstenberger et al. 2005).

Gesuchte Population:
CD31-positiv, CD146-positiv, CD34-positiund CD45-neqativ.

Blutzellen:
CD31-neqativ, CD146-neqativ, CD34-negativ Wid45-positiv.
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Das im Lysepuffer (,Simultest IMK-Lymphocyte Lysingsolution, BD) enthaltene
Diethylenglykol sorgte fur die Lyse der Erythrozytelas Formaldehyd fur die Fixierung aller
vorhandenen Zellen. Die Lyse folgte dem gleichanZiyy wie unter 11.4.1.1 beschrieben.

Vorbereitenden MaRnahmen:

Lysepuffer (10 x konzentriert) 1:10 mit aqua d&&rdinnen> Lysepuffer (1 x)

Vorgehensweise zur einzeitigen Markierung der Bmelatllen und Lyse der Erythrozyten:
* 2 ul Maus-Anti-HumanCD31-FITC vorlegen
10 pl Maus-Anti-HumanCD34-APC zupipettieren
10ul Maus-Anti-HumanCD45-PerCP zupipettieren
10 pl Maus-Anti-HumanCD146-PE zupipettieren
* 500 pl EDTA-Vollblut zugeben, 30 Minuten bei Raumfeeratur inkubieren (dunkel!)

* 1 ml Lysepuffer (1 x) zugeben (dabei Vortex),
10 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren (dunkel!)
e Zentrifuge: 5 Minuten, 290 x g, Raumtemperatur,
Uberstand verwerfen, Zellpellet resuspendieren
* Lyse mit 1 ml Lysereagenz (1 x) wiederholen, zéungieren (wie oben)
* Lyse mit 2 ml Lysereagenz (1 x) wiederholen, zéngieren (wie oben)
* 2 x mit PBS-BSA waschen, Zellpellet in 500 pul PBSAresuspendieren
* FACS-Analyse anschliel3en

Patient 8 Geschlecht @ Alter 51 Jahre
Risikofaktoren Hypertonie, gemischte Hyperlipidamie, enemaliger Nikotin-Abusus
Grunderkrankung Trikuspidal- und Mitralklappeninsuffizienz,

dilatative Kardiomyopathie, Linksschenkelblock
Operation INCOR-Implantation
Bypass-Zeit [min] 158

Patient 9 Geschlecht @ Alter 50 Jahre
Risikofaktoren Adipositas, Hypertonie
Grunderkrankung Degenerative Aortenklappenstenose
Operation Ross-Operation (Xenograft)

Bypass-Zeit [min] 185

Tab. 10:Patient 8 und 9die fir die CEC-Isolierung aus Vollblut durch egitige Erythrozytenlyse und

Antikérper-Farbung eingeschlossen wurden.
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Vorgehensweise zur Identifizierung der gesuchtdhpdeulation im FACS:

Um die gesuchte kleine Population der CEC unterlaarkozyten sichtbar zu machen, wurden

folgende Definitionen festgelegt, die in Abb. 1#deutlicht werden sollen.

Erster Schritt: Definition verschiedener Regionemerhalb der zweidimensionalen FACS-
Abbildungen (DotPlots), welche jeweils eine oder hneee bestimmte Zellpopulationen
beinhalten (beispielhaft dargestellt anhand dee®ainer Probanden-Probe, Abb. 17a-c, S.44).

1. Darstellung der CD45-positiven Zellen entsprachi@rer Granularitat (SSC) (Abb. 17a):
DotPlot: Maus-Anti-HumanCD45-APC (FL-3) gegen Qrkamitat (SSC).

Es ist eine Unterscheidung der einzelnen Leukopgpulationen anhand ihrer

Granularitat und CD45-Farbung méglich (sichtbanedrschiedene ,Zellhaufen®). Die
Region R1 umfasst die CD45-positiven Leukozyten.
Forderung: die gesuchten CEC sind CD45-negativ, also ,Aussshvon Zellen in R1*

2. Auftrennung der Zellen nach GréRRe (FSC) und deaitéat (SSC) (Abb. 17b):
DotPlot: GrolRe (FSC) gegen Granularitat (SSC).
Hier werden alle Zellen nach Grol3e und Granulesibétiert abgebildet. In Region R2 sind

Lymphozyten und Monozyten als Zellen geringer @taritat lokalisiert, die Granulozyten
liegen aul3erhalb von R2 (stark granuliert).

Forderung: die gesuchten CEC sind mononukleéare Zellen, hexdeo_innerhalb von R2

3. Darstellung von CD45-negativen, aber CD146-pasitZellen (Abb. 17c¢):
DotPlot: Maus-Anti-HumanCD45-APC (FL3) gegen -CB1RE (FL-2).
Die Lokalisation der Zellpopulationen in dieserbddung wird durch die Expression der
Oberflachenmarker CD45 und CD146 auf den Zellestitment. Region R3 identifiziert
CD45-negative und zugleich CD146-positive Zellen.

Forderung: CEC sind CD45-negative und zugleich CD146-posi#ellen, somit
innerhalb R3jelegen.

- gesuchte Endothelzellen liegen nicht in R1, ab&2 und gleichzeitiq in R3.
- Gating (R2 + R3 ohne R1)
= CD45-neqative, CD146-positive mononukleare Zelle
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Beispiel fir das Setzen von Regionen zur AnalyseAuswertung der Daten:

FL-2 (Maus-Anti-HumanCD146-PE

SSC (Granularitat)

1023

—» CD45-positive Zellen

103 10+
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—>
CD146+ A3 c
CD45-
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FL-3 (Maus-Anti-HumanCD45-APC)
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Abb. 17~c: Darstellung der FACS-Messung de
HUVEC-gespikten Vollblutprobe eines Probanden
(mit Antikérpern gegen CD45 und CD146 gefarbt).
Es wurden folgende Regionen defini

R1: CD45-positive Zellpopulationen,

R2: mononukleére Zelle

R3: CDA4!-negative und zugleich CD146-positive Zellen.
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Zweiter Schritt: Durch Gatingénnen diese Regionen in neuen DotPlots entwedeela oder

in Kombinationen dargestellt, bzw. von der Darstadj ausgeschlossen werden.

4. Zusétzliche Abgrenzung tber Maus-Anti-HumanCIBBIC (FL-1) und
Maus-Anti-HumanCD34-APC (FL-4):
Die in Schritt 1-3 definierte Zellpopulation (CD#®&gative/CD146-positive/mononukleére
Zellen) wird in einem neuen DotPlot dargestelktlie Beispiele Abb. 28/29, S. 67/68).

Forderung: Die gesuchten CEC sind CD31-positiv und zugl€&hB4-positiv

Diese Darstellung und gleichzeitig weitere Chanagierung der Zellen gelingt durch Gating
(R2 + R3 ohne R1) der zuvor (Abb. 27a-c) gesetRegionen. Es werden diejenigen Zellen
dargestellt, die sowohl in R2 als auch in R3, atieht in R1 liegen: also_ CD45-negative,

CD146-positive mononukleare Zelleentsprechend der Definition der gesuchten entalbe

Zellen.

[1.5.2 Kultivierung von CEC nach Anreicherung aus \Vollblut

Durch das Auswachsen sollte es mdglich sein, di€ @Hsreichend zu vermehren, um die
urspriunglich sehr kleine Zellpopulation anschlieBpar FACS-Analyse zu charakterisieren.
Nach Abgang von der HLM entnommene Vollblutprobem 27 herzchirurgischen Patienten
(Patientendaten siehe unten) wurden folgendermaf¥bereitet:

1. 2 x 1 ml Blut wurden einer Erythrozytenlyse (Awmumchlorid) unterzogen (11.4.1.1)

2. 2 x5 ml Blut wurden einer Dichtegradientenziémgation (Ficoll) unterzogen (11.4.1.3).

Die resuspendierten Zellen nach Erythrozytenlyse w. bzInterphasezellen nach

Dichtegradientenzentrifugation wurden kultiviert.

45



Il. Methoden

Vorgehensweise zur Kultivierung von CEC nach Arrereing:
« 5x 10 Zellen in 3 ml Endothelzellmedium mit Wachstumséakn VEGF und IGF-1
(EBM-2 MV fur mikrovaskulare Endothelzellen, Lonz)f
Fibronektin-beschichtete Zellkulturobjekttrager {tuflache = 10 crfi Nunc) aussaen

» Brutschrank: 37 °C/5 % CQbis zur Konfluenz der Zellen (zehn bis 21 Tage)

* Abldsen der Zellen mit Kollagenase (siehe 11.1.2.3)
* Weiterkultivieren bis Passage p2 in EBM-2 MV (si¢hg.2.3)

* Abldsen der Zellen und sofort Farbung fur weitergddsuchung

Die beiden Methoden der Zellanreicherung wurdenarader gegenuber gestellt und
hinsichtlich des Zellwachstums quantifiziert. ErstAuswertungen erfolgten nach
immunhistochemischer Farbung mit Dil-Ac-LDL, UEAFRITC und DAPI unter dem
Fluoreszenzmikroskop. Eine zweite Auswertung wurbtlei ausgewahlten Patienten
durchflusszytometrisch nach spezifischer Antikoarbung (Anti-CD31-APC, Anti-CD34-
PerCP, Anti-CD146-PE und Anti-E-Selektin-FITC) asg@ossen.

Vorgehensweise zur Farbung von CEC nach Kultivigriiar Fluoreszenzmikroskopie):
. Objekttrager (OT) mit PBS waschen,
500 pl Dil-Ac-LDL zupipettieren (1:20 in RPMI undit 5 % FKS)

1,5 Stunden bei Raumtemperatur inkubieren

20 pl UEA-1-FITC zum ersten Reagenz pipettieren
30 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren
* waschen mit PBS-BSA (0,2 %), Kammer tGber OT abnehme
» Fixieren der Zellen mit Paraformaldehyd (1 %)
» waschen mit PBS-BSA (0,2 %), trocknen lassen
e 25 pl Eindeckmedium mit DAPI (Vectashield Mountindedium, Linaris) und
Deckglas auf OT geben
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Qualitative Auswertung unter dem Fluoreszenzmikopsk
Beurteilung der Zellmorphe und der Anfarbung detefemit Dil-Ac-LDL und UEA-1-FITC

(siehe Tab. 11).

Fluoreszenz ) .
Reaktion Farbeergebnis
-Farbstoff
Farbung der DNA/RNA aller
DAPI Zellkerne blau
Zellen
) Aufnahme ins Zellinnere von
Dil-Ac-LDL Zytoplasma rot
EC
Verbindung mit Kohlenhydraten | Zelloberflache
UEA-1-FITC
der Zellmembran von EC gelbgrin

Tab. 11:Eigenschaften der Farbstoffe DAPI, Dil-Ac-LDL und BA-1-FITC.

Vorgehensweise zur Antikbrper-Farbung von CEC nédivierung (fir FACS-Analyse):
Anti-CD31, Anti-CD34, Anti-CD146 und Anti-E-Selekti gefarbt (Vorgehensweise siehe
11.3.1).

Die ausgewachsenen Zellen sollten folgende Eigeftsshaufweisen:

CD31-positiv, CD146-positiv, E-Selektin-positiv

Fur die Versuchsreihe der Kultivierung von CEC naafreicherung aus Vollblut wurden
Blutproben von 27 herzchirurgischen Patienten saotrt, die im Folgenden kurz vorgestellt
werden.

Mit den Blutproben der Patienten 10 mit 18 wurde idultivierbarkeit von CEC sowohl nach
Ammoniumchloridlyse als auch nach Dichtegradiengatrzfugation Uberprift. Die Zellen
wurden wie oben beschrieben angereichert und &irwWlochen in EBM-2 MV kultiviert. Das
Vorhandensein von Zellen wurde zunachst im Phagserdsi dokumentiert, anschlieend
wurde die Beschreibung der Zellen Uber immunhistaubche Verfahren oder spezifische

Antikdrperfarbungen erweitert (siehe oben).
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Die Proben der Patienten 19 mit 36 wurden einerh@gradientenzentrifugation vor
Kultivierung unterzogen. Die ausgewachsenen CEC demur Uber spezifische
Antikdrperfarbungen im FACS charakterisiert.

Patient 10

Geschlecht & Alter 68 Jahre

Risikofaktoren

Diabetes mellitus Il, Hyperlipidamie, Hypertonie

Grunderkrankung Koronare 3-GefalRerkrankung, Linksherzinsuffizienz,
paroxysmales Vorhofflimmern
Operation Aortokoronarer Bypass

Bypass-Zeit [min]

62

Besonderheiten Diabetische Polyneuropathie und Glomerulopathie, chronische
Niereninsuffizienz
Patient 11 Geschlecht & Alter 59 Jahre

Risikofaktoren

Hyperlipidamie, Hypertonie

Grunderkrankung

Vorhofflimmern, Z.n. aortokoronarer Bypass-Operation

Operation

Aortokoronarer Bypass, Mitralklappenrekonstruktion (Re-OP)

Bypass-Zeit [min]

257

Patient 12

Geschlecht @ Alter 76 Jahre

Risikofaktoren

Hypercholesterindmie, Hypertonie

Grunderkrankung Koronare 3-Gefaferkrankung, Linksherzinsuffizienz, _
Trikuspidal- und Mitralklappeninsuffizienz, absolute Arrhythmie
Operation Aortokoronarer Bypass, Mitralklappenersatz

Bypass-Zeit [min] 188
Besonderheiten Chronische Niereninsuffizienz, Schock und Tod post-operativ
Patient 13 Geschlecht @ Alter 76 Jahre

Risikofaktoren

Diabetes mellitus I, Hypertonie

Grunderkrankung Koronare 3-GefaRRerkrankung, Mitralklappenstenose,
Aortenklappenstenose und -insuffizienz
Operation Aortokoronarer Bypass, biologischer Aortenklappenersatz

Bypass-Zeit [min]

160

Besonderheiten

Z.n. Schrittmacher-Implantation

Patient 14

Geschlecht & Alter 67 Jahre

Risikofaktoren

Fettstoffwechselstérung, Hypertonus, positive Familienanamnese”

Grunderkrankung Koronare 3-GefalRerkrankung, instabile Angina pectoris
Operation Aortokoronarer Bypass
Bypass-Zeit [min] 94

Patient 15 Geschlecht Jt Alter 59 Jahre
Risikofaktoren Keine

Grunderkrankung

Linksherzinsuffizienz 1V

Operation

INCOR-Implantation, Aortenklappenersatz-Revision (Re-OP)

Bypass-Zeit [min]

172

! Positive Familienanamnese: Verwandte ersten Graitdderz-/GefaRerkrankungen
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Patient 16

Geschlecht @ Alter 81 Jahre

Risikofaktoren

Hypertonie, Hyperlipidamie

Grunderkrankung Koronare 3-Gefaf3erkrankung, Mitralklappeninsuffizienz,
paroxysmales Vorhofflimmern
Operation Aortokoronarer Bypass, Mitralklappenrekonstruktion

Bypass-Zeit [min] 127
Besonderheiten Chronische Niereninsuffizienz

Patient 17 Geschlecht @ Alter 78 Jahre
Risikofaktoren Hypertonie

Koronare 1-GefalRerkrankung, Aortenklappenstenose und —insuffizienz,

Grunderkrankung Mitralklappenstenose und- insuffizienz, Trikuspidalklappeninsuffizienz,
Vorhofflimmern
Operation Aortokoronarer Bypass, Aortenklappenersatz, Mitralklappenersatz,

Trikuspidalklappenrekonstruktion

Bypass-Zeit [min]

175

Besonderheiten

Stenose der A. carotis

Patient 18

Geschlecht & Alter 75 Jahre

Risikofaktoren

Hyperlipidamie, Hypertonie, positive Familienanamnese®

Grunderkrankung

Koronare 2-GefalRerkrankung

Operation

Aortokoronarer Bypass

Bypass-Zeit [min]

81

Patient 19

Geschlecht & Alter 71 Jahre

Risikofaktoren

Diabetes mellitus I, Hyperlipidamie, Hypertonie, ehemaliger Nikotin-Abusus

Grunderkrankung

Koronare 3-Gefalerkrankung

Operation

Aortokoronarer Bypass

Bypass-Zeit [min]

109

Besonderheiten Atherosklerose Becken-Bein-Typ mit Gangréan, Z.n. Apoplex, diabetische
Nephropathie und Neuropathie
Patient 20 Geschlecht @ Alter 58 Jahre

Risikofaktoren

Hypercholesterindmie, Hypertonie

Grunderkrankung

Koronare 3-Gefal3erkrankung, Linksherzinsuffizienz 11

Operation

Aortokoronarer Bypass

Bypass-Zeit [min]

107

Besonderheiten

Chronische Niereninsuffizienz 9l

Patient 21

Geschlecht & Alter 68 Jahre

Risikofaktoren

Hyperlipidamie, Hypertonie, ehemaliger Nikotin-Abusus, positive
Familienanamnese’

Grunderkrankung

Koronare 3-Gefalerkrankung

Operation

Aortokoronarer Bypass, Aortenklappenersatz

Bypass-Zeit [min]

127

Besonderheiten

Stenose der A. carotis interna links

! Positive Familienanamnese: Verwandte ersten Graitdderz-/GefaRerkrankungen
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Patient 22

Geschlecht & Alter 75 Jahre

Risikofaktoren

Hyperlipidamie, Hypertonie, ehemaliger Nikotin-Abusus, positive
Familienanamnese”

Grunderkrankung Koronare 2-GefaRRerkrankung, Aortenklappenstenose, Angina pectoris,
chronisches Vorhofflimmern
Operation Aortokoronarer Bypass, Aorten-Ummantelung

Bypass-Zeit [min]

123

Patient 23

Geschlecht & Alter 67 Jahre

Risikofaktoren

Diabetes mellitus Il, Hyperlipidamie, Hypertonie, ehemaliger Nikotin-
Abusus, positive Familienanamnese®

Grunderkrankung Koronare 3-Gefér$erkrankur)g, LinKsherzinsuﬁizienz 11, instabile Angina
pectoris, Z.n. GefaR-Operation peripher/Aorta/A. carotis
Operation Aortokoronarer Bypass (Re-Re-Operation)

Bypass-Zeit [min]

90

Besonderheiten Diabetische periphere GefaRerkrankung
Patient 24 Geschlecht @ Alter 64 Jahre
Risikofaktoren Hypertonie

Grunderkrankung Koronare 1-GefaRerkrankung, Angina pectoris
Operation Aortokoronarer Bypass
Bypass-Zeit [min] 68
Patient 25 Geschlecht & Alter 71 Jahre
Risikofaktoren Hypertonie

Grunderkrankung Koronare 3-Gefal3erkrankung, instabile Angina pectoris, paroxysmales
Vorhofflimmern
Operation Aortokoronarer Bypass

Bypass-Zeit [min]

93

Patient 26

Geschlecht & Alter 68 Jahre

Risikofaktoren

Diabetes mellitus Il, Hyperlipidamie, Hypertonie

Grunderkrankung Koronare 3-Gefaferkrankung, Angina pectoris, akuter Myokardinfarkt,
paroxysmales Vorhofflimmern
Operation Aortokoronarer Bypass

Bypass-Zeit [min]

92

Besonderheiten

Stenose der A. carotis, Atherosklerose Becken-Bein-Typ

Patient 27

Geschlecht & Alter 61 Jahre

Risikofaktoren

Diabetes mellitus Il, Hyperlipidamie, Hypertonie, ehemaliger Nikotin-
Abusus, positive Familienanamnese

Grunderkrankung Koronar.e 3-GefaRerkrankung, Angina pectoris, paroxysmales
Vorhofflimmern
Operation Aortokoronarer Bypass

Bypass-Zeit [min]

56

Besonderheiten

Chronische Niereninsuffizienz 1

! Positive Familienanamnese: Verwandte ersten Graitdderz-/GefaRerkrankungen
2 positive Familienanamnese: Verwandte ersten Gnaitdderz-/GefaRerkrankungen
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Patient 28

Geschlecht & Alter 67 Jahre

Risikofaktoren

Hyperlipidamie, Hypertonie, ehemaliger Nikotin-Abusus, positive
Familienanamnese”

Grunderkrankung Koronare 3-GefalRerkrankung, Angina pectoris, paroxysmales
Vorhofflimmern
Operation Aortokoronarer Bypass

Bypass-Zeit [min]

110

Patient 29

Geschlecht & Alter 65 Jahre

Risikofaktoren

Hyperlipidamie, Hypertonie, ehemaliger Nikotin-Abusus

Grunderkrankung Koronare 3.’-Gefar$erkrankung, Linksherzinsuffizienz 1 Il, paroxysmale
Tachykardie
Operation Aortokoronarer Bypass

Bypass-Zeit [min]

82

Patient 30

Geschlecht & Alter 69 Jahre

Risikofaktoren

Diabetes mellitus I, Hypertonie

Koronare 3-GefalRerkrankung, instabile Angina pectoris, akuter

Grunderkrankung Myokardinfarkt, Mitralklappeninsuffizienz, Bradykardie, paroxysmales
Vorhofflimmern
Operation Aortokoronarer Bypass

Bypass-Zeit [min]

44

Patient 31

Geschlecht & Alter 50 Jahre

Risikofaktoren

Hypercholesterindmie, Hypertonie

Grunderkrankung

Koronare 3-GefalRerkrankung, instabile Angina pectoris

Operation

Aortokoronarer Bypass

Bypass-Zeit [min]

44

Patient 32

Geschlecht & Alter 74 Jahre

Risikofaktoren

Diabetes mellitus I, Hypertonie, ehemaliger Nikotin-Abusus

Grunderkrankung Koronare 3-GefalRerkrankung, Angina pectoris, paroxysmales
Vorhofflimmern
Operation Aortokoronarer Bypass

Bypass-Zeit [min]

105

Besonderheiten Stenose der A. carotis, Atherosklerose Becken-Bein-Typ
Patient 33 Geschlecht @ Alter 38 Jahre
Risikofaktoren Keine
Grunderkrankung Priméare pulmonale Hypertonie, akute respiratorische Insuffizienz, akutes
Leber- und Nierenversagen, Pneumonie, Emphysem
Operation Peripheral lung assist, passive extracorporal lung assist (PECLA)

Bypass-Zeit [min]

111

Patient 34

Geschlecht & Alter 76 Jahre

Risikofaktoren

Hypercholesterindmie, Hypertonie, ehemaliger Nikotin-Abusus

Grunderkrankung

Koronare 3-Gefal3erkrankung, Angina pectoris

Operation

Aortokoronarer Bypass

Bypass-Zeit [min]

94
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Patient 35

Geschlecht & Alter 72 Jahre

Risikofaktoren

Diabetes mellitus I, ehemaliger Nikotin-Abusus, positive
Familienanamnese®

Grunderkrankung

Koronare 3-GefalRerkrankung

Operation

Aortokoronarer Bypass (Re-Operation)

Bypass-Zeit [min]

65

Patient 36

Geschlecht & Alter 72 Jahre

Risikofaktoren

Hyperlipidamie, Hypertonie, positive Familienanamnese®

Grunderkrankung Koronare 2-Gefaf3erkrankung, Aortenklappenstenose, Angina pectoris,
paroxysmales Vorhofflimmern
Operation Aortokoronarer Bypass, Aortenklappenersatz

Bypass-Zeit [min]

112

Besonderheiten

Stenose der A. carotis

Tab. 12:Patienten 10 bis 36die fiir die Versuche der CEC-Anreicherung undikgrung eingeschlossen

wurden.

! Positive Familienanamnese: Verwandte ersten Graitdderz-/GefaRerkrankungen
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. Ergebnisse

Vor der Isolierung zirkulierender Endothelzellers alem Vollblut von Patienten war es zunachst
notwendig, eine Methode zur Separation endothelzdden mit bekannten Oberflachenmarkern

aus Vollblut zu etablieren.

.1 Isolierung von HUVEC aus Vollblut

Vollblut oder PBMC-Suspensionen gesunder Probandemien mit einer definierten Zahl an
HUVEC versetzt und anschlieRend aufgereinigt. Digir®ierung der Methode erfolgte Gber die
Darstellung der Wiederfindung, Vitalitat und Reiithder HUVEC nach den verschiedenen

Separationsmethoden (siehe Begriffserklarungenl)S. V

.1.1 Erythrozytenlyse und Zellanreicherung

Aus Vorversuchen war bekannt, dass zirkulierenddoHErelzellen eine sehr kleine Population im
peripheren Blut von koronaren Bypass-Patiententeldes (Schmid et al. 2006a). Bei einer zu
erwartenden Zahl von maximal 200 CEC pro ml Blud @mer fur die durchflusszytometrische
Analyse geforderten Menge von 2.000 bis 10.000efefiro Analyse war eine Anreicherung
dieser Zellen zwingend notwendig. Dartber hinaufor@erte eine FACS-Analyse zur
Charakterisierung der Zellen aufgrund der Autofaszenz von Erythrozyten deren vollstéandige
Entfernung aus dem Reaktionsansatz.

Mithilfe der Ammoniumchloridlyse wurde eine Erytlaggen-freie Zellsuspension angestrebt.
Nach einem einzelnen Lyse-Durchgang (11.4.1.1.) wach ein prozentual grof3er Anteil an
Erythrozyten in der Probe nachweisbar (siehe Al8). Die groRe Population der Erythrozyten
erschwerte in der FACS-Analyse die Abgrenzung denddihelzellen zu anderen
Zellpopulationen. Trotz einer grof3ziigigen Schwellerisetzung (Threshold), die
Verunreinigungen wie Zelldebris und Erythrozytenssuhlie3t, Uberlagerten die restlichen
Erythrozyten die Populationen der PBMC und HUVEG@HKs Abb. 18, Erythrozyten orange
umrandet). Eine eindeutige Zuordnung der einzekaipopulationen und eine korrekte Statistik

war nicht moglich.
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Abb. 18:Zweidimensionale Darstellung der Zellpopulationerner FACS-Analyse(Zellgrof3e und Granularitat)
nach unzureichende’Ammoniumchloridlyse: Eine mit HUVEC gespikte Matirobe wurde einmal lysiert
(11.1.1.1). Die Population der HUVEC (rot umranglast nur schwer von den tbrigen Populationen abeogen

(100.000 Zellen gemessen, 50.000 Zellen darggstellt

[11.L1.1.1 Optimierung der Erythrozytenlyse

Fur eine erfolgreiche Erythrozytenlyse wurde dietf@mung der Erythrozyten, sowie die
Unversehrtheit der Endothelzellen gefordert. Einasr@eichende Lyse wurde bereits
makroskopisch durch einen rétlich opaleszenten $lhed und fehlendes Erythrozytensediment
nach Zentrifugation erkennbar. Die Optimierung ¥esfahrens wurde durch eine zweimalige
Lyse und Verkirzung der Lysezeit erreicht (siehetemp Zur Verifizierung der
Endothelzellpopulation wurde eine spezifische Eheiell-Farbung (Anti-HumanCD146-PE,
FI-2) eingefuhrt. Mittels 7-AAD-Farbung (Apoptoseakker, FL-3) war eine Aussage uber die
Vitalitat der Zellen méglich.
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Abb. 19: Zweidimensionale Darstellung der Zellpopulationeniner FACS-Analyse nach _erfolgreicher
Ammoniumchloridlyse: Die Population der HUVEC (wohrandet) ist gut abgrenzbar (100.000 Zellen gesress
50.000 Zellen dargestellt).

In den ersten Lyse-Versuchen erwies sich Ammonilonchzwar als potentes Lysemittel fur
Erythrozyten (Abb. 19), jedoch als sehr aggressyegiber Endothelzellen (Abb. 20, S. 56).

Aus Abb.20a geht hervor, dass nach eingmse-Durchgang mit 15 Minutelnysezeit ein grofRer
Teil der HUVEC-Population apoptotisch war: So waraehr als 65 % der Endothelzellen
(definiert Uber CD146-Positivitat, FL-2) 7-AAD-paisi

Eine Variation der Reaktionszeit des Lyse-Vorgabgwairkte eine Zunahme der Anzahl vitaler
Zellen: Zweiaufeinander folgende Lyse-Schritte (11.4.1.1) yeracht MinuterDauer flhrten zu
einer vollstandigen Erythrozytenlyse bei gleichgeit Schonung der Endothelzellen. Mit diesem
Protokoll (siehe 11.4.1.1) waren mehr als 95 % lde¥VEC vital (Abb. 20Db).
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Abb. 20a und bZweidimensionale Darstellung nur der Population détUVEC einer FACS-AnalyseHUVEC-
gespikte Vollblutproben wurden mit Ammoniumchlidygiert,
a) 1 x (Lysezeit 1 x 15 mir)) 2 x (Lysezeit 2 x 8 min). (100.000 Zellen geme&A00 Zellen dargestellt).

Die optimierte Methode wurde mit der Isolierung VBIUVEC aus Vollblutproben von drei
unterschiedlichen Probanden Uberpruft (Abb. 21)
Eine zweimalige Lyse mit Ammoniumchlorid von je adinuten Lyse-Dauer erbrachte eine

hohe Wiederfindung und Vitalitat, jedoch eine urggende Reinheit an Endothelzellen.

140

120

100

80 1

60 +

40 +

20 +

Ergebnisse der NH,Cl-Lyse (%)

Wiederfindung Vitalitat Reinheit

Abb. 21:Optimierung der Endothelzell-Anreicherung mittelsmdmoniumchloridlyse Spiken von jeweils 300 pl
EDTA-Vollblut mit je 1 x 10 HUVEC, Farbung mit Maus-Anti-HumanCD146-PE, zwdigea Lyse mit

Ammoniumchlorid (11.4.1.1). Es wurden die Blutprob@n drei Probanden als Doppelbestimmung unteitsuch
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[11.1.1.2 Anreicherung von HUVEC mit Dichtegradientenzentrifugation

Die zweite Mdglichkeit endotheliale Zellen anzuhsm und Erythrozyten aus der Suspension
zu beseitigen, besteht in der Zentrifugation miteed Dichtegradienten (11.4.1.3). Auch aus
dieser Methode sollten die Endothelzellen mdglichrdieschadet hervorgehen um anschlieRend

im FACS analysiert zu werden, oder fur weitereié&sahgsschritte zur Verfigung zu stehen.

Zur Isolierung von HUVEC aus Vollblut mittels Didgradientenzentrifugation (Ficoll) wurde
eine definierte Anzahl von HUVEC zu Probandenblugjesetzt, Uber Ficoll angereichert und
anschlieBend einer FACS-Analyse unterzogen. Diedé/fendung, Vitalitat und Reinheit der

Ficoll-angereicherten HUVEC ist in Abb. 22 wiedaggben.
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Abb. 22:Ergebnisse der Dichtegradientenzentrifugatiorarbung von HUVEC mit Maus-Anti-HumanCD146-PE,
Spiken von 1 ml EDTA-Vollblut mit je 1 x °l0der gefarbten HUVEC und anschlieRende
Dichtegradientenzentrifugation (11.4.1.3.1 und 1L48.2). Dargestellt sind die Ergebnisse der Doppstimmung

aus Blutproben von zwei Probanden.

Die angereicherte HUVEC zeichneten sich durch litotee Wiederfindungsrate und Vitalitat aus.
Allerdings lag die Reinheit der Zellen unter 10 %.
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1.1.2 Zellsortierung mit magnetischen Partikeln

Mit magnetischen Partikeln kdonnen Zellen auf eipezd#ische Art und Weise nicht nur
angereichert, sondern gezielt isoliert oder degfeterden. Dadurch sollte es mdglich sein, eine
hohere Reinheit der Endothelzellen im Vergleich aareicherung (siehe 111.1.1) zu erzielen.

Um dies zu Uberprifen, wurden unterschiedlichee3ystgetestet (siehe 1.4, Tab. 7, S. 20).

[11.1.2.1 Isolierung von HUVEC mit ,DynaBeads Pan Mouse 1gG*

Die Methode der Endothelzell-Isolierung aus Voltbioit dem DynaBeads-System der Firma
Dynal (unter 11.4.2.1 beschrieben) wurde aus demmotaler Hamatologie/Onkologie, Klinikum
der Universitat Regensburg (Prof. Dr. G. Eissnbgriommen. Um das optimale Verhaltnis von
DynaBeads zu Zellen zu eruieren, wurde eine defmidenge an Anti-HumanCD146-
gekoppelten Beads zu steigenden Mengen an HUVEQmprvollblut gegeben. Die Proben
wurden nach bekanntem Protokoll (11.4.2.1) behandel
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(zugespikte HUVEC/mI VB)
Abb 23: Ergebnisse der HUVEC-Isolierung aus Vollblut mit de ,DynaBeads Pan Mouse IgG“-Systents

wurden jeweils eine konstante Menge an DynaBeads1(/ml EDTA-Vollblut, 11.4.2.1b) und variierende Zahle
an HUVEC (1 x 19 5x 10, 1 x 1d, 5 x 16, 1 x 16, 1 x 16) eingesetzt.
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Abb. 23 stellt die Spezifitat des Systems dar. @ake Ausbeuten zeigten sich besonders bei
kleinen Endothelzell-Konzentrationen in der Vollipkobe. Die Methode sollte sich also
hervorragend fur die Isolierung von kleinen Popalen wie den zirkulierenden Endothelzellen

eignen.

[11.1.2.2 Isolierung von HUVEC mit ,Cellection Pan Mouse IgG Kit*

Da das unter 11.4.2.1 beschriebene System der Dga@8eine anschlieRende FACS-Analyse der
isolierten Endothelzellen aufgrund der GroR3e dehrenhaftenden DynaBeads verbietet, wurde
das Ziel verfolgt DynaBeads-freie Endothelzellen igolieren. Eine Mobglichkeit bot das
,Cellection Pan Mouse IgG*“-Kit (Dynal).

Zur Uberprufung des Systems wurden erneut Vollbalipn von Probanden mit definierten
Mengen an HUVEC gespikt und der Isolierung zugedfihbas Protokoll sah laut
Herstellerangaben einen 15-minttigen DNase-Verdau(N.4.2.2). Nach dieser Zeit lag die
Wiederfindung der HUVEC bei lediglich 21 % (Abb.,23. 60). Die mikroskopische Kontrolle
zeigte zwar eine vollstéandige Entfernung der DyreaBsainked aUS der Probe, allerdings waren
auch grol3e Zellaggregate und viele Zellfragmentkeratbar. Letztere erschwerten die
Quantifizierung in der Nageotte-Zahlkammer undatkln die schlechte Wiederfindung.

Zur Verbesserung der Wiederfindung der HUVEC wuiieReaktionszeit mit DNase reduziert:
Der DNase-Verdau wurde auf 5 Minuten herabgesBizt.Abtrennung der DynaBeasiGiinked
war bereits nach dieser Zeit erfolgreich. Allerdingrbrachte die Isolierung nur 27 %
Wiederfindung der HUVEC (Abb. 24, S. 60). Die migkopische Kontrolle lieferte ein

vergleichbares Bild: Zellaggregate und Zelldebris.

Je kurzer die Reaktionszeit der DNase gehalten eyuddsto gréfiere Wiederfindungsraten der
HUVEC konnten verzeichnet werden. Eine weitere \Jeziing der DNase-Reaktionszeit unter
funf Minuten war unter der Pramisse einer vollstjaed DynaBeads-Ablosung jedoch nicht

maoglich. Die Ausbeuten lagen zwischen 20 und 30 %.
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Abb. 24:Ergebnisse der HUVEC-Isolierung mit dem ,CellectioRan Mouse IgG“-Kit Spiken von je 1 x 10
HUVEC zu je 100 pl Vollblut; anschlielende Isoliegumit den DynaBeadsDNq und im Fall a) 0 Minuten, im
Fall b) 5 Minuten und c) 15 Minuten DNase-Verdaoréhensweise siehe 11.4.2.2).

111.1.2.3 Isolierung von HUVEC mit ,BD Imag Anti-Ma uslgG1 Particles-DM*

Eine weitere Variante der Zellisolierung bot dienka BD mit dem System der ,BD Imag Anti-
MauslgG1 Particles-DM*. Der Vorteil dieses Systewear der Einsatz kleinster, bei der FACS-
Analyse nicht storender Partikel (siehe auch Talk. 20).

Zur Erprobung der Methode wurden erneut Vollbluggne mit HUVEC versetzt. Die
zugespikten HUVEC wurden sodann mit dem Imag AnditlslgG1l Particles-DM-System der
Firma BD isoliert und die Wiederfindung, Vitalitéind Reinheit ermittelt. Trotz verbesserter
Ergebnisse hinsichtlich der Reinheit traten hohlév&duste auf (siehe Abb. 25, S. 61).
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Abb. 25:Ergebnisse der HUVEC-Isolierung mit den ,BD Imag AinMauslgG1 Particles-DM". Es wurde jeweils
eine Zellsuspension aus PBMC und HUVEC vorbereltet:10 Gesamtzellen, davon 5 % HUVEC-CD146-PE (= mit
Maus-Anti-HumanCD146-PE gefarbt). Vorgehen nachtékoll (siehe 11.4.2.3). Es wurden fiinf Proben usiieht.

11.1.2.4 Zellsortierung mit dem ,MACS-System"

Super-paramagnetische Partikel (MicroBeads) demdiMiltenyi besitzen im Mittel einen
Durchmesser von 50 nm und beeintrachtigen dahez ECS-Analyse nicht. Aul3erdem
zersetzen die MicroBeads sich in Kultur und wedankion noch Uberlebensfahigkeit der
Zellen werden beeinflusst (laut HerstellerangabeB)es hielt die Madglichkeit einer
anschlieBenden Kultivierung offen.

Fur die Etablierung der Methode wurden Vollblutprolgesunder Spender mit HUVEC gespikt,
oder PBMC-Suspensionen aus Probandenvollblut heijesund anschlieend HUVEC
zugesetzt. Es wurden sowohl Versuche zur DepletwonCD45-positiven PBMC (111.1.2.4.1) als
auch zur Positiv-Selektion von HUVEC (lll.1.2.4&)s der zusammengesetzten Zellsuspension
durchgefuhrt.
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[11.1.2.4.1 Depletion von PBMC mit dem ,MACS-Systeni
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Abb. 26: Ergebnisse der Depletion CD45-positiver PBMC mitndg MACS-System! Spiken von Probanden-
Vollblut mit 1 x 18 HUVEC/mI vor der Dichtegradientenzentrifugationieo der PBMC-Suspension der Interphase
mit 5 % HUVEC (1 x 10PBMC + 1 x 18 HUVEC). AnschlieRende Depletion der PBMC mit deACH-System
und FACS-Analyse der depletierten Probe. Es wusiglnen Proben untersucht.

Wie aus Abb. 26 ersichtlich, konnte mit dieser Meth die Reinheit der HUVEC erh6ht werden.
Die Wiederfindung der Zellen war allerdings sehrialael: Bei sieben Versuchen lag sie

zwischen zwo6lIf und 100 %. Dies stellte die Repraoeitmarkeit der Versuche in Frage.

Um diese Methode zu optimieren, wurden in einersuehsreihe verschiedene verfugbare
Trennsaulen fir die Depletion verwendet und dieb®ugen verglichen.

Vollblutproben von Probanden wurden mit HUVEC g&spind diese Zellsuspension durch
Dichtegradientenzentrifugation vorab angereicHgchliel3lich wurden die PBMC/HUVEC unter

Verwendung einer MS-, LS- oder LD-Saule deplefigd.2.4.2).

Wiederfindung, Vitalitdt und Reinheit der HUVEC habepletion der CD45-positiven Zellen

mittels verschiedener Saulen sind in Abb. 27 argetellt.
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Abb. 27a-c:Ergebnisse nach Depletion der CD45-positiven PBNMY a) MS-Saulep) LS-Sauleg) LD-Saule im
MACS-System. Dichtegradientenzentrifugation vonb&nden-Vollblut und Spiken der PBMC-Suspension der
Interphase mit 5 % HUVEC (1 x 1®BMC + 1 x 18 HUVEC). AnschlieBende Depletion der PBMC mit dem

MACS-System und den verschiedenen Saulen.
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Mit den MS-Saulen wurde die grof3te Wiederfindund &einheit der HUVEC nach Depletion der
PBMC erzielt (Abb. 27a). Die LS-Saulen liefertemdegen eine Reinheit von weniger als 40 %
(Abb. 27b). Bei der Verwendung von LD-S&aulen gingémtliche eingesetzte HUVEC verloren.
Diese Saulen waren fir diese konkrete Fragestelloiofpt geeignet (Abb. 27c). Da die

Wiederfindung selbst bei den MS-Saulen im Schnutt lmei 50 % lag, wurde dieses System nicht
weiter benutzt.

[11.1.2.4.2 Positiv-Selektion von HUVEC mit dem ,MACS-System*

Nach einer Dichtegradientenzentrifugation wurde@ angereicherten Zellen mit MicroBeads

markiert und die Endothelzellen nach Vorschrifi4I2.4.3) isoliert.
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Abb. 28:Ergebnisse der Positiv-Selektion von HUVEC mit dgMACS-System*” Spiken von Probanden-Vollblut
mit 1 x 16 HUVEC/ml vor der Dichtegradientenzentrifugationieo der PBMC-Suspension der Interphase mit 5 %
HUVEC (1 x 16 PBMC + 1 x 16 HUVEC). AnschlieRende Positiv-Selektion der HUMBIEdem MACS-System
und FACS-Analyse.

Wiederfindung, Vitalitat und Reinheit der HUVEC hadositiv-Selektion mit den Anti-

HumanCD2146-markierten MicroBeads sind in Abb. 28jdatellt. Mit einer durchschnittlichen
Wiederfindung der HUVEC von uber 80 %, einer Vitliund Reinheit von tber 75 % sollte
dieses System optimal zur Isolierung von Endotlielzeaus Vollblut geeignet sein. Dartber

hinaus erlaubt die Methode eine Charakterisierigrgsblierten Zellen mittels FACS.
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1.2 Isolierung von CEC aus peripherem Blut

Der nachste Abschnitt beschreibt die VerwendungRaesitiv-Selektion von Endothelzellen zur
Isolierung von CEC aus peripherem Patientenblut.

Peripheres Vollblut von herzchirurgischen Patiengeatientenauswahl siehe 11.4.2.4.3) wurde
zunachst mit einem Ficoll-Dichtegradienten zengiéut, die Interphasezellen mit Maus-Anti-

HumanCD146-PE gefarbt und einer Positiv-Selektioit dem MACS-System unterzogen

(Positiv-Marker: CD146). In der anschlie3enden FAGflyse wurde zudem 7-AAD zugesetzt,
um den Anteil an vitalen CD146-markierten endotleh Zellen zu bestimmen.

(Vorgehensweisen der einzelnen Schritte siehellB411.3.1 und 11.4.2.4).

Als Referenzmethode diente eine Isolierung endiatleelZellen aus denselben Proben mit dem

DynaBeads Pan Mouse IgG der Firma Dynal (siehe2lil).

S DynaBeads-System MACS-System, Positiv-Selektion
[CEC/mI Vollblut] [CEC/mI Voliblut]
Patient 1 720 35
Patient 2 704 7
Patient 3 2928 4
Patient 4 560 24
Patient 5 592 9
Patient 6 1024 4
Patient 7 1600 6

Tab. 13:Isolierung von zirkulierenden Endothelzellen (CEQus Patienten-Vollblutmit dem DynaBeads-System
der Firma Dynal bzw. mit dem MACS-System (Posgieldion tber CD146) der Firma Miltenyi.

Wie aus Tab. 13 hervorgeht, erlaubte lediglich OgsaBead-System den Nachweis von CEC.
Die Positiv-Selektion mit dem MACS-System war uréaiig von der Patientenprobe negativ.
Weder bei Patienten mit gefalRschadigenden Erkraggtunvie Diabetes mellitus II, noch bei
Patienten mit einer langen Bypass-Zeit, wie z.B. Patient 2 und 7, die sich einer Ross-
Operation unterziehen mussten, konnten mit diesgete® CEC isoliert und mittels FACS
dargestellt werden. Diese Methode eignet sich ef@dnlich nicht flr die Isolierung von

zirkulierenden endothelialen Zellen aus Vollbluhveatienten.
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1.3 Weitere Optionen zum Nachweis von CEC im pegpheren Vollblut

Da eine Isolierung von zirkulierenden Endothelzeldeis Patientenvollblut mit der optimierten
Methode (Positiv-Selektion mit dem MACS-System) wiger 111.2 beschrieben nicht mdglich

war, wurden andere Strategien verfolgt:

11.3.1 Einzeitige Markierung von CEC durch Antikdr per und Erythrozytenlyse

Kleine Zellpopulationen lassen sich auch direkt ribpezifische Antikorperfarbungen im
Vollblut nachweisen. Dazu wurde ein Aliquot der Mbltprobe mit den entsprechenden
fluoreszenzmarkierten Antikérpern zur Detektion de@nzelnen Zelltypen gefarbt. Bei der
anschlielBenden Erythrozytenlyse (BD-Lysereagent.11R) erfolgte gleichzeitig eine Fixierung

der Zellen mit Formaldehyd.

Die gesuchten endothelialen Zellen sollten im Malibgleichzeitig mit vier verschiedenen

fluoreszenzmarkierten Antikorpern identifiziert \den:

e Maus-Anti-HumanCD31-FITC (Endothelzell-Marker)
* Maus-Anti-HumanCD146-PE (Endothelzell-Marker)
* Maus-Anti-HumanCD45-PerCP (Blutzell-Marker)

* Maus-Anti-HumanCD34-APC (Stammzell-Marker)

Diese Vierfach-Kombination erlaubte eine Abgrenzutey Endothelzellen von den PBMC.
Gesucht wurden per Definition (Furstenberger e2@05) zirkulierende Endothelzellen, die als
endotheliale Progenitorzellen aus dem Knochenmasktrieben sind (siehe Einleitung). In der
FACS-Analyse wurden somit Zellen erwartet, die CBpbsitiv/CD31-positiv/CD34-positiv

und CD45-negativ waren.
Im Folgenden sind die Ergebnisse dieser Methodarahiion zwei Patientenféllen dargestellt.

Es wurden herzoperierte Patienten ausgewahlt, éeerd lange Bypass-Zeiten an der HLM

dokumentiert worden waren (Rekrutierung der Pagiesiehe 11.5.1).
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1. Nachweis der CEC im Vollblut eines PatienterhndCOR-Implantation (Patient 8):
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Abb. 29a-d:CEC-Nachweis im Vollbluteines Patienten (Patient 8) vor Implantation (dyekt nach Abgang von
der HLM (b) und zwei (c) bzw. 18 Stunden nach dgsldntation (d). Darstellung von CD45-negativen, X2B-
positiven mononuklearen Zellen (Definition It. ILh Die Prozentzahlen geben den Anteil der UbeikArper-
Markierung identifizierten Zellpopulationen an (bgen auf die Anzahl aller CD45-negativen, CD146Hpan

mononuklearen Zellen).

In der Vollblutprobe des INCOR-implantierten Pateankonnte von Abgang von der HLM bis
zwei Stunden postoperativ eine Zunahme der CEC{Bb@u von 27,3 % auf 62,6 %
nachgewiesen werden (Abb. 29b und c). 18 Stundeim der Operation war die Anzahl der CEC
mit 19,2 % bereits wieder auf das praoperative alivgefallen (Abb. 29d).
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2. Nachweis der CEC im Vollblut eines Patientenhniderzoperation nach Ross (Patient 9):
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In der Vollblutprobe des herzoperierten Patientennke mit einem Anstieg von praoperativ
2,5 % auf 48,0 % sechs Stunden nach Beendigun@gderation ebenfalls eine Zunahme der

CEC-Population nachgewiesen werden (Abb. 30a bis c)
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111.3.2 Kultivierung von CEC nach Anreicherung aus Vollblut

In einer ersten Versuchsreihe wurde die Kultivieked von CEC, die entweder nach einer
Ammoniumchloridlyse bzw. nach einer Dichtegradieantrifugation gewonnen wurden,
Uberpruft. Trotz der optimierten Lyse-Bedingungéhl(.1.1) war bei den Proben der Patienten
10 bis 18 auch nach einer Kultivierungszeit von #@vechen in der Primérkultur noch keinerlei
Zellwachstum zu verzeichnen. Aus diesem Grund wdidser Versuchsteil eingestellt und die

weiteren Praparationen nur nach Dichtegradientdriiggation analysiert.

Das Wachstum der Zellen wurde wie folgt beschrieben

Schwaches WachstunEinzeln wachsende Zellen, kein Konfluieren, kepitheltypischer

Kopfsteinpflaster-Aspekt, eher reiskorn- und y-étiré Morphologie.

Deutliches WachstumAusbilden von Zellfortsdtzen und spater konflaretes Wachstum der

Zellen mit epitheltypischem Kopfsteinpflaster-Aspek

Von den 27 Praparationen, die nach Dichtegradiget@nifugation ausgesat worden waren,
konnte in vier Fallen kein Wachstum, in funf Fallem schwaches und in 18 Fallen ein

deutliches Zellwachstum nach drei Wochen festgesterden.

Abb. 31 (S. 70) zeigt ein Beispiel einer ausgewanba CEC-Kultur nach Anreicherung mittels
Dichtegradientenzentrifugation. Ein Problem stetlie lange Kultivierungsdauer dar. In einem
Zeitraum von vier bis sechs Wochen waren von derOBjekttragerkulturen lediglich zwei
weiterkultivierbar. Bei den restlichen Kulturen géerte das Wachstum bereits in der
Primarkultur (p0), oder die Kulturen mussten aufgrueiner Kontamination mit Pilzen

verworfen werden.
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Abb. 31:Kultivierte CEC nach Anreicherung aus
peripherem Vollblut Auflichtmikroskopie, 40er-Objektiv.
Deutliches Wachstum der CEC (Pfeil), noch n

konfluierend. (Passage p2).

Die Objekttrager-Kulturen mit deutlichem Wachstumniten mit Dil-Ac-LDL und UEA-1-
FITC positiv markiert und somit unter dem Fluoresdieht als endotheliale Zellen
charakterisiert werden.

Abb. 32:Darstellung von Endothelzellen im
Fluoreszenzlicht 40er Objektiv,

Farbung mit DAPI = blauer Zellkern),
Dil-Ac-LDL (- rotes Zytoplasma) und
UEA-1-FITC (= gelbgrine Zellmembran).

Zwei Kulturen mit deutlichem Wachstum wurden weiteultiviert. Zur weiteren FACS-
Untersuchung erfolgte zunachst eine zweistundigenuierung der Zellen mit TNF.
Anschliel3end wurden die Zellen mit Antikorpern gbta(Anti-E-Selektin-FITC, Anti-CD31-
APC und Anti-CD146-PE und Anti-CD34-PerCP).
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Abb. 33a und bbarstellung einer FACS-Analyse von kultivierten CE@ach Anreicherung

aus peripherem Vollblut eines Patienten nach Byssration (Patient 30).

Wie aus Abb. 33a hervorgeht, zeichneten sich dsgewachsenen CEC durch eine positive
Farbung mit Anti-CD146 und zugleich mit Anti-E-Sldi@ aus (Uber 95 %). Dariber hinaus

zeigten die ausgewachsenen CD146-positiven Zelleh aine positive Farbung fir CD31 (Abb.

33 b). Diese Zellpopulation trug allerdings kein &Dals Oberflachenmarkeaysgewachsere

reife Zellen!).

In der durchflusszytometrischen Analyse zeigteh die ausgewachsenen CEC BiSelektin-/

CD31-/CD146-positiveZellen und wiesen sich somit als reife endotheli&llenaus.
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Ergebnisse im Uberblick:

Ammoniumchloridlyse allein reichert mit Erfolg Entielzellen (HUVEC) aus einer

Vollblutprobe an, jedoch kann keine zufriedenstalle Reinheit erzielt werden.

Durch eine Dichtegradientenzentrifugation alleimfén Endothelzellen (HUVEC) aus

einer Vollblutprobe angereichert werden, aber éuehist die Reinheit nicht ausreichend.

UEA-1-FITC und CD146 sind nicht als alleinige Markerr EC-Definition geeignet.

Immunomagnetische Zell-Isolierungen mit ,Cellectidéan Mouse IgG* (Dynal),
,BDImag Anti-MauslgG Particles-DM“ (BD Pharmingen) und Depletion minde
~,MACS-System* (Miltenyi) kbnnen Endothelzellen (MEC) nicht in gewtnschter
Weise aus Vollblut/einer gemischten Zellsuspengsoheren.

Immunomagnetische Zell-Isolierung der Positiv-Setekmit dem ,MACS-System*
(Miltenyi) trennt erfolgreich Endothelzellen (HU\ZE und PBMC nach

Dichtegradientenzentrifugation.

CEC konnen uber Positiv-Selektion mit dem ,MACS{8ys* (Miltenyi) nicht aus
peripherem Vollblut von herzchirurgischen Patiansoliert werden.

Einzeitige Farbung der CEC im peripheren Vollblah\nherzchirurgischen Patienten mit
Anti-CD31, Anti-CD34, Anti-CD45 und Anti-CD146 urtgrythrozytenlyse reichert die

Zellen an und erlaubt eine durchflusszytometrisshalyse.

Kultivierung der CEC aus peripherem Vollblut derdwhirurgischen Patienten gelingt
nach Dichtegradientenzentrifugation mit ,Ficoligea Plus” und ermdglicht nach
TNF-Aktivierung eine Identifizierung und Charaksserung der Zellen mit
Anti-E-Selektin, Anti-CD31, Anti-CD34 und Anti-CRIb zur durchflusszytometrischen

Analyse.
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Die Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems ruckenden industrialisierten Landern
zunehmend in den Vordergrund. In Europa steherasieder Liste der Todesursachen an
erster Stelle. Neben den konservativen Behandltnagsgien bietet das interventionell-
operative Gebiet mehr und mehr Therapiemdglichkeifenfang der 50er Jahre des letzten
Jahrhunderts wurde mit der Entwicklung der HerzgeamMaschine (HLM) eine wichtige
Voraussetzung fir langere Operationen am offenemdnegeschaffen (Gibbon 1954). Knapp
100.000 Operationen werden in Deutschland jedasutdér Einsatz einer HLM durchgefihrt
(Muller et al. 2006). Bei diesen herzchirurgischi@atienten tritt in ein bis zwei Prozent der
Falle ein sog. post-pump-Syndrom auf (Shah 1999). Die zugrundeliegenden
Pathomechanismen sind noch nicht bis ins Detasgtaaden. Der entscheidende Faktor in
einem komplexen System aus Aktivierung von Granglz, Freisetzung von
gewebszerstorenden Mediatoren und vielen weitextedie Schadigung des Endothels (Shah
1999, Ehrhardt 1999, Elhendy et Hamby 2007). Fahgkommt es zu einer Mannigfaltigkeit
an Komplikationen durch gestorte Sauerstoffversoggund Funktionsausfallen in den

unterschiedlichen Geweben und Organen.

Bisher wurde deNachweis endothelialer Lasionéiber indirekte Marker wie Zytokine und
andere Entzundungsparameter gefiihrt: CRP (Wand 20@6), IL-6 (Lytvyn et al. 2004,
Wang et al. 2005, Lee et al. 2005), von Willebr&adttor, I0sliches E-Selektin (Chong et al.
2006). Der Nachweis von zirkulierenden Endothe&rel{CEC) im peripheren Blut schaffte
die Voraussetzung, den Endothelschaden direkt diatien.

Aus Voruntersuchungen unserer Arbeitsgruppe waamak dass nach Verwendung einer
HLM bei einer Bypass-Operation signifikant mehr CEBCBIlut des Patienten nachzuweisen
sind, als beim off-pump-Verfahren (Schmid et al0&0 In der vorliegenden Studie sollte der
Frage nachgegangen werden, ob es sich bei dieséien Zam apoptotische reife
Endothelzellen der Gefaliwand, oder aus dem Knocadnmobilisierte Progenitorzellen
handelt. Dazu war eine Charakterisierung der CEfRIBIFACS-Analyse erforderlich.

Bis dato erfolgte diddentifizierung und Quantifizierunder CEC aus peripherem Blut der
Patienten durch die paramagnetische Zell-IsoliemrigoynaBeads (,DynaBeads Pan Mouse
IgG“, Dynal) (Schmid et al. 2006). In der vorliegiem Arbeit konnte zwar eine hohe

Sensitivitat dieser Methode nachgewiesen werdent (mhen Ausbeuten bei kleinen
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Zellzahlen), allerdings beschréankte sich die |detirung der CEC auf zwei Marker: CD146
und Ulex-Lektin (UEA-1). Eine weitere Einschrankusigllt die unspezifische Bindung von
UEA-1 an eine Subpopulation von PBMC dar, die loiglaicht beschrieben wurde. So wurde
eine nahere Charakterisierung der CEC Uber einebfmtion von endothelialen Markern
angestrebt.

Die Durchflusszytometrie stellt eine elegante Methalerweiteren Charakterisierungler
CEC dar: Uber eine Kombination mehrerer Oberflaohaker und eine multiparametrische
Analyse kdnnen Aussagen zur Herkunft der Zellenoffein werden. Aul3erdem kann bereits

mit geringen Probenmengeigearbeitet werden. Das ist sowohl bei periopezativ

Untersuchungen von schwerkranken Patienten voafgilals auch bezuglich der erwarteten
geringen CEC-Population (Schmid et al. 2006). Nmhietzt bietet die Durchflusszytometrie
die Mdglichkeit der Isolierung definierter Zellpdptionen aus einer Zellsuspension mittels
Cell-Sorting Die sortierten Zellen kdnnen dann kultiviert, mehrt und weiter charakterisiert

werden.

Neben der geforderten FACS-Analyse beeinflusstigefale Uberlegungen die Auswahl der

Isolierungsmethoden:

1. Um die Charakteristika der CEC mdglichst unvediit untersuchen zu kdénnen, sollte

eine Analyse der Zellen direkt aus dem Vollblut Batientererfolgen.

2. Aufgrund der zu erwartenden kleinen Zellpopolatvon ungefahr 100 CEC pro ml
Vollblut (Schmid et al. 2006a) wurde zunachst eifiereicherung der Zellen
angestrebt. Eine Erythrozytenlyse mit Ammoniumdhildreeintrachtigte die Vitalitat
von Endothelzellen und reduzierte die  Ausbeute lidbut Eine
Dichtegradientenzentrifugation reicherte mononuidezellen des peripheren Blutes
(PBMC) und CEC zusammen an (Woywodt et al. 2006)eatie Vitalitdt der Zellen
zu beeintrachtigen.

3. Das bisher verwendete DynaBead-Verfahren koreaiégrund der Grof3e der
verwendeten Beads fur die Isolierung der CEC nethgesetzt werden. Systeme mit
Beads kleineren Durchmessers stellten eine Altemalar (MACS-System, Miltenyi
oder BD Imag Anti-MauslggParticles-DM, BD).
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Zur Methoden-Validierung wurde eilystem mit Testzellererwendet, da es ethisch nicht
vertretbar war, grof3ere Mengen an PatientenbluYalidierung einzusetzen.

Als Testzellen dienten HUVEC (human umbilical veindothelial cells) (Woywodt et al.

2004, Woollard et al. 2002). Diese Zellen sind hoem endothelialen Ursprungs und
exprimieren unter anderem den Oberflachenmarker 46D(Strijbos et al. 2007), der

vornehmlich zur Identifizierung von CEC verwendetdMMutin et al. 1999 und Blann et al.

2005). AulRerdem sind HUVEC leicht zu prapariered standen in unserer Arbeitsgruppe in
ausreichender Menge zur Verfligung.

Das genannte Testsystem setzte sich aus Probantgohl freiwilligen gesunden Spendern
und einer definierten Anzahl an HUVEC-Testzellersaaamen. Damit war gewahrleistet,
dass nach erfolgter Isolierung und Analyse reckobridie Wiederfindung, Reinheit und
Vitalitat der eingesetzten HUVEC ermittelt werdesnhkte. Zudem war eine Uberprifung der

Reproduzierbarkeit der Testergebnisse maoglich.

Zunachst wurden die Proben eirgythrozytenlysainterzogen, mit dem Ziel Erythrozyten-
freie Zellpellets zur FACS-Analyse einzusetzen. edurch ihren hohen Gehalt an
Hamoglobin storten die Erythrozyten die durchflyssmetrischen Messungen.

Bei Versuchen mit unserem Testsystem garantiegt@dnimoniumchloridlyse zwar eine hohe
Wiederfindung der Testzellen, jedoch stérte eirrks® Hintergrundsignal (Debris und
verbliebene Erythrozyten) die anschlieRende FACSdUeg. Eine Wiederholung der Lyse
eliminierte diese Verunreinigungen, allerdings érathohe Verluste durch Apoptose bzw.
Zerstorung der Testzellen auf, was sich in einemusderten Wiederfindung und Vitalitat der
HUVEC bemerkbar machte. Rustemeyer et al. (2007)chiea eine vergleichbare
Beobachtung: Der Prozentsatz Uberlebender endalreliProgenitorzellen (EPC) nach
Erythrozytenlyse war signifikant herabgesetzt. gak eine vergleichende EPC-Isolierung
durch Erythrozytenlyse und magnetische Beads eih&o2niedrigere Wiederfindung nach
Lyse. Dartber hinaus werden formaldehyd-haltige geeaien zur Erythrozytenlyse
eingesetzt. Diese Methode erlaubt allerdings kehssage Uber die Vitalitat der
Endothelzellen, da die Zellen durch Formaldehyefixwerden. Gleichzeitig wird damit die
Option einer anschlieRenden Kultivierung der Zellten vorneherein ausgeschlossen.
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Alternativ zur Erythrozytenlyse wird eirl@ichtegradientenzentrifugatiomorgeschlagen. Sie
stellte mit einer Wiederfindung von 100 % und eik@alitdt der HUVEC von Uber 90 % in
unserem Testsystem einen suffizienten Isolierutggsaer Zellen aus Vollblut dar. Da
keine spezifische Isolierung erfolgte, sonderndkch Zellen derselben Dichte zusammen
angereichert wurden (HUVEC finden sich in der F@akder mononukleéren Zellen = PBMC
wieder, Woywodt et al. 2006 ), war auch keine hBenheit zu erwarten. Somit kann die
Methode nicht allein zur Isolierung von CEC verwenderden. Allerdings eignet sie sich
hervorragend als erster Schritt der Zellanreichgruror einer immunomagnetischen

Isolierung oder in Kombination mit anderen Verfah(siehe unten).

Um das Problem der geringen Reinheit zu beheben, sstau die

Dichtegradientenzentrifugation mit anderen Verfahkembiniert werden. In diesem Sinne
wurden einige Systeme ausgetestet, die zur Isolierdefinierter Zellpopulationen mit

paramagnetischen Partikeln arbeiten. Dmnunomagnetische Isolierurgglgemein ist laut

Woywodt et Haubitz (2003) und Dignat-George e{2000) der Goldstandard zum Nachweis
und der Quantifizierung von Endothelzellen. Cell®g mithilfe von immunomagnetischen
Partikeln wird in der Literatur vielfach als adatpaethode zur Endothelzell-lsolierung
beschrieben (Delorme 2005, Mutin 1999, Griwatz 3)99%r gemeinsame Nenner aller
Isolierungstechniken war die Isolierung Uber CD12&mit wurde zwar die Forderung einer
Kombination von endothelialen Markern noch nicHtiér Doch zunéchst sollte erst einmal

der Nachweis CD146-positiver Zellen aus peripheBdm per se gefiihrt werden.

Als Erstes wurde das sogenanpellection Pan Mouse IgG* (Dynal)luntersucht, eine
Modifikation des bewahrten Isolierungs-Systems {Bgeads Pan Mouse IgG*“, Dynal).
Dieses System arbeitet mit den gleichen Beadsindies mit einem DNA-linker zwischen
Beads und Antikdrpern versehen sind. Durch einenads#\Verdau nach erfolgter
Zelltrennung sollte es mdglich sein, die Beads wtien den Zellen zu lI6sen. Der DNase-
Verdau war zu 100 % erfolgreich. Eine quantitatikaswertung der isolierten Zellen
gestaltete sich aber schwierig, da ein Grof3teilzdien zerstort war (viele Zellfragmente).
AulBerdem waren grol3e Zellaggregate in den Probehalean. Dies bedingte eine
Wiederfindung von 55 bis 60 %.

Werther et al. (2000) verwendeten ein ahnliches BjeAnktes System zur Isolierung von
Karzinomzellen aus PBMC-Suspensionen (,RAM IgGl I€&mion Kit*, Dynal). Sie
bestatigten mit 60 % eine geringe Wiederfindung Isalierung mit Systemen dieser
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Funktionsweise. Die Grunde flr die Schadigung daled durften bei den Reagenzien und
Bedingungen wahrend des enzymatischen Lyse-Schatie Ablésung der Beads zu suchen
sein, da bis zu diesem Zeitpunkt kein Zellverlustverzeichnen war. Am naheliegendsten
war die Veranderung der Inkubationszeit mit DNaBe. eine Variation hinsichtlich der
Reaktionszeit keinerlei Einfluss auf die Integritéler Zellen hatte, die gewollte
Enzymwirkung aber nachliel3, wurden weitere Versuunlieiesem System eingestellt.

Das System,BD Imag Anti-MauslgG Particles-DM*“ (BD Pharmingen) verwendet
mikroskopisch kleine Beads, die den Vorteil bieterit, durchflusszytometrischen Analyzern
kompatibelzu sein.

Im Gegensatz zu den DynaBead-Systemen war hier Haustellerangaben eine Zell-
Isolierung  aus  Vollblut _nicht mdbglich. Deshalb  wurde  zuvor eine
Dichtegradientenzentrifugation vollzogen und mihegi Suspension der Interphasezellen
weitergearbeitet. Unsere Versuchsansatze mit Tiestzdeeferten hohe Zellverluste von tber
40 %. Einen Zellverlust durch die Dichtegradienttrfugation konnten wir ausschliel3en.
Andere Ursachen kénnten haufige Pipettierschrittel wWlas geforderte Absaugen des
Uberstandes ,bis das Pellet trocken ist* sein. @egeschriebene Einsatz eines 70 um-Filters
zur Entfernung von Zellaggregaten konnte eben@atisGrund fur den Zellverlust darstellen.
Die Gr6Re von HUVEC wird mit (10) 20 bis 50 um agejeen (Woywodt et al. 2004, Mutin
et al. 1999), jedoch kann nicht ausgeschlossenememiass der Filter einen Teil der Zellen
zurtckhalt. Weiterhin ware eine unspezifische Bmglwvon Maus-Anti-HumanCDA45 an die
Anti-Maus-Antikorper, die die Grundbeschichtung dBD-Beads darstellen, denkbar.
Letzteres wirde die Auswertung im FACS beeinflussaufgrund der hohen Zellverluste

wurde diese Methode nicht weiter verfolgt.

Neben den oben beschriebenen Systemen zur immunetrspen Zellisolierung gibt es das
.MACS-System*“ der Firma Miltenyidessen extrem kleine paramagnetische Beads dbenfa
fur die geforderte FACS-Analyse geeignet sind. Z&&ategien boten sich im Anschluss an
eine Dichtegradientenzentrifugation fur die Isalieg von CEC an: Eine Positiv-Selektion der
endothelialen Zellen (siehe unten) sowie eine Neg@lektion (= Depletion). Letztere
entfernt unerwinschte Zellen aus der Suspensionassd die Zielzellen unberihrt (Prinzip
der ,untouched cells®). Je geringer die BelastuagZkllen ist, umso gunstiger wirkt sich das

unter Umstanden auf eine eventuelle spatere Kettivig oder weitere Untersuchung aus.
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In diesem Sinne verfolgten wir mit ein&epletion das Ziel, alle Blutzellen Uber den
Oberflachenmarker CD45 aus den Proben zu entfer(@ntzellen: CDA45-positiv,
HUVEC/CEC: CD45-negativ) und nur CD45-negative Zeltler FACS-Analyse zuzufiihren.
Trotz wiederholter Experimente konnten wir in umeserTestsystem unter vergleichbaren
Bedingungen keine reproduzierbaren Ergebnisse lenzieGro3tes Problem bei dieser
Isolierungsmethode waren die starken Schwankungerddr Wiederfindung der HUVEC,
die zwischen zwolf und 100 % lagen. Ein Grund d&dnnten Zellverluste wahrend der
Prozedur der Depletion sein. So wurde diskutidstde Beschaffenheit der Trennsaule (z.B.
GroRRe, Trennmaterial, Trennflache) die hohe Strguugdingen kdnnten. Alle verfiigbaren
Saulen wurden getestet, allerdings konnte die Wiedieing der HUVEC nicht verbessert
werden. Dartber hinaus lag auch die Reinheit deliersen Zellfraktion bei< 60 %
Endothelzellen. Dies kdnnte auf eine ungeniugendek@mper-Bindung an die Blutzellen
zuruckzufihren sein. Unspezifische Bindungen derkénper wurden ausgeschlossen, da der
Anti-CD45-Antikorper nachweislich nicht an HUVECniet.

Die schlechte Reproduzierbarkeit der Depletion diedunzureichende Reinheit der isolierten
HUVEC waren Argumente, die gegen eine Anwendungatidethode zur Isolierung von

CEC aus Patienten-Vollblut sprachen.

Wie oben erwahnt, erlaubt das MACS-System auch eRwsitiv-Selektion von
Endothelzellen. Zwar wurden die Endothelzellen &t Anti-HumanCD2146-Antikérper
markiert und somit nicht vollstdndig unberthrt gsken, die Isolierung erfolgte aber Uber die
Fluoreszenzmarkierung (PE) des Antikdrpers. Mit 8efektion tUber Anti-PE-MicroBeads
erzielten wir Reinheiten von 75 bis 100 %. Die Widohdung der HUVEC war ebenfalls
sehr hoch% 80 %), die Vitalitat der Zellen lag Gber 75 %.

Martin et al. (1998) validierten ein ahnliches Bgstem mit ,MACS" zur Isolierung von
zirkulierenden epithelialen Tumorzellen aus Volthjiber Anti-Zytokeratin8-Antikérper auf
MicroBeads). Sie arbeiten nach eigenen Angabenitbeegfolgreich mit Patientenblut,
obwohl sie bei Versuchen mit dem Testsystem nue ®ihederfindung von 58 % angeben

kdnnen.

Die Positiv-Selektion mit dem ,MACS-System* (Miltgin lieferte also vielversprechende
Ergebnisse fir die Isolierung von Testzellen (HUYE&us Vollblut. So wurde diese
validierte Methode fur die erste Versuchsreihe malierung von CEC aus peripherem

Vollblut von herzchirurgischen Patienteingesetzt. Als Referenz diente die Quantifizierung
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mit dem System ,DynaBeads Pan Mouse IgG*” der Fibgaal (Schmid et al. 2006, Skrabal
et al. 2006).

Zur Isolierung von CEC oder EPC aus dem Vollblut VYx@rzchirurgischen Patienten gibt es
nur wenig Literatur. Es handelt sich um eine sdéink Fraktion von Zellen, die bei FACS-
Analysen nur schwer nachweisbar ist. Erst eine ifaktorielle Untersuchung sollte
Aufschluss lber die Beschaffenheit und die geriRgpulationsdichte dieser Zellen geben
(Dignat-George, Sabatier, Blann et Woywodt et @07). Ein wesentliches Problem stellt die
geringe Zellzahl dar, die haufig unter der Nachgxsinze des Mel3systems liegt (Dignhat-
George et al. 2007).

Wahrend die Referenzmethode zwischen 500 und 4@ @o ml Vollblut der Patienten
dokumentierte, war eine Isolierung oder Quantifinigy dieser Zellen mittels Positiv-
Selektion des MACS-Systems (Miltenyi) nicht mogliddie Ausbeuten lagen bei 0 bis 30
CEC pro ml Vollblut in denselben Proben. Eine lsalng von CEC aus Vollblut Gber die
Markierung des CD146-Oberflachenmarkers war miselie System entgegen der Erwartung

nicht moglich. Die Grinde dafur werden im Folgendeakutiert:

1. Verlust der CEC bei der Dichtegradientenzergation
Eventuell ist die Vulnerabilitdt der CEC verglichert den HUVEC erhdht, sodass sie bei der

physikalischen Belastung durch die Dichtegradiezgatrifugation (15 Minuten bei 650 x g,
Raumtemperatur) zerstort werden. Ein Verlust vonVIHQ bei der Ficoll-Auftrennung
wurde ausgeschlossen (100 % Wiederfindung). Diemmgmene Empfindlichkeit der CEC
konnte die Hypothese der apoptotischen Endothelzetlie sich von der Gefallwand I6sen
und so in das periphere Blut gelangen (Bonelld.e2G06, Delorme et al. 2005, Petrishchev
et al. 2001), stitzen. Woywodt et al. (2006) speactbeim Vergleich verschiedener
Isolierungsmethoden von CEC aus Vollblut ebenfaits schlechteren Ausbeuten nach
Dichtegradientenzentrifugation. So lag die Ausbengeh Anwendung der Referenzmethode
bei 4,25 CEC pro ml Vollblut von Patienten mit akut Koronarsyndrom bzw. bei 1,37 CEC
pro ml Vollblut von gesunden Probanden. Nach Digtadientenzentrifugation wurden
lediglich 3,37 CEC pro ml Vollblut von Patiententnakutem Koronarsyndrom bzw. 1,00
CEC pro ml Vollblut von gesunden Probanden gefunden
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2. Sukzessiver Verlust der CEC durch viele Einzeige.

Unser Protokoll beinhaltet eine Vielzahl von Eirsoélritten (Dichtegradientenzentrifugation,
Beschichtung mit Anti-CD146-Antikorpern und Anti-R#icroBeads, ,MACS“-Separation,
Gegenfarbung mit Anti-CD45-Antikorpern und 7-AAD rfilFACS-Analyse). Schon im
Testsystem konnte gezeigt werden, dass durchdainitt0 % der eingesetzten HUVEC in

der Trennsaule zurtickbleiben kénnen. Es kann atéd ausgeschlossen werden, dass bei der
Isolierung ein gewisser Prozentsatz an Zellen venlagyeht. Bei sehr kleinen Populationen

machen sich schon geringe Verluste prozentual stmerkbar.

3. Probleme bei der Darstellung der CEC im FACS.

Wir vermuten, dass nach (vorausgesetzter) erfalyeei Positiv-Selektion die CEC bei der

FACS-Analyse eventuell nicht nachweisbar waren: OC-Population konnte bei Patienten
der HTC daflur zu gering sein (bis ~ 50 CEC/ml I18utabal et al. 2006, bis ~ 100 CEC/m|
laut Schmid et al. 2006). Um eine FACS-Messungwtirdurchfihren zu kénnen, werden
mindestens 5.000 bis 10.000 Zellen in Suspensiaitige. Ab 500 Zellen ist eine Population
deutlich als solche definierbar, wie wir in unserehastsystem zeigen konnten. Bei
herzchirurgischen Patienten mit 100 CEC pro ml Mall waren mindestens 50 ml Blut pro
Analyse zu entnehmen, um vergleichbare Ergebnissrtzmalten. Das ist aus klinischen und
ethischen Grunden nicht durchfihrbar, noch dazupnwenehrere Analysen pra- und
postoperativ erfolgen sollen.

Die Arbeitsgruppe von Gill et al. (2001) hat hingadoei einem ahnlichen Patientenkollektiv
sehr viel hohere Zellzahlen ermittelt: Ihre Messmgergaben bei Bypass-Patienten 6
Stunden postoperativ Zahlen von 18.000 bis 52.000C Cpro ml Vollblut. Nach
Dichtegradientenzentrifugation wurden die CEC UhAati-HumanVEGF-R2 (positiv) bzw.
Anti-HumanVE-Cadherin (positiv) und Anti-HumanCD{i%egativ) identifiziert. Fraglich ist
bei den angegebenen FACS-Daten, warum alle PopuéatiCD15-negativ dargestellt waren,
obwohl auch Monozyten diesen Marker tragen. Morgzyt sind nach
Dichtegradientenzentrifugation noch in der Zellarsgpon enthalten. Die Vermutung liegt
nahe, dass der entsprechende Antikdrper nicht geourhat. Folglich kénnten die
Endothelzellen zu hoch beziffert worden sein. Leideirde keine weitere endotheliale
Markierung durchgeftihrt. Die Zellzahlen erscheisemit fragwirdig.
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4. Aggregatbildung der CEC

Ein weiteres Problem fur die durchflusszytometresdlessung stellte die Aggregatbildung

der Endothelzellen dar, die eine korrekte Messund dellzahlbestimmung im FACS
verhinderte. Woywodt et al. (2004) beschreiben ai&sscheinung. Selbst die mit der
Referenzmethode isolierten Zellen zeigten haufeseliAggregatbildung, die mikroskopisch

nachgewiesen werden konnte.

Abschlie3end bleibt Folgendes kritisch zu bemerkénbeitsgruppen unterschiedlicher
Fachrichtungen isolieren seit Jahrzehnten Endathefz (Bouvier et al. 1970, Hladovec et al.
1978). Seit den 90er Jahren erfolgt dies zunehnibed den Oberflachenmarker CD146, der
sich infolgedessen als Endothelzellmarker etalli¢gbarbati et al. 1991, George et al. 1992,
Hristov et al. 2004, Blann et al. 2005, Khan et 2005). Allerdings haben inzwischen
mehrere Forschungsgruppen festgestellt, dass vedscte Populationen endothelialer Zellen
im Blut vorkommen und nicht alle Zellen CD146 expieren (Hristov et al. 2004, Hunting et
al. 2005, Duda et al. 2007, siehe auch Tab. 14JeZuwurde klar, dass nicht ausschlief3lich
Endothelzellen CD146 auf der Zelloberflache traggmdern z.B. auch aktivierte T-Zellen
(Elshal et al. 2005, Middleton et al. 2005, Dudalet2007, Strijbos et al. 2007, siehe auch
Tab. 15, S. 82).

Hristov et al. 2004 Hunting et al. 2005

Oberflachenmarker | Unreife EPC| Reife EC Oberflachenmarker | Unreife EPC| Reife EC
CD133 + CD133 +

CD34 + - CD117 +

VEGF-R2 + + CD38 + -
CD31 - + VE-Cadherin + +
CD146 + CD34 + +
ENOS + VEGF-R2 + +
VE-Cadherin + CD146 +
vWF + VWF +

Tab. 14: Zwei Beispiele fudie inkonstante Zuordnung verschiedener Oberflachmearker und der daraus

resultierenderuneinheitlichen Definition von EPC bzw. CEC
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Arbeitsgruppe CD146-positive Zellen
Elshal et al. 2005 T-Lymphozyten-Subpopulation
Middleton et al. 2005 Perizyten, glatte MuskelzeNM®n GefalRwanden
Duda et al. 2007 Lymphozyten-Population
Strijbos et al. 2007 T-Lymphozyten-Subset

Tab. 15: Auswahticht-endothelialer, CD146-positiver Zellen

Darlber hinaus kann CD146 auch in I6slicher FormPiasma auftreten, sich an beliebige
Zellen anlagern und fir falsch positive Ergebnissieder Isolierung von CEC sorgen (Bardin
et al. 1998, Malyszko et al. 2004, Elshal et aD%)0

CD146 ist also ein Marker fir endotheliale Zellaber nicht mit der absoluten Spezifitat wie
lange Zeit angenommen. Er sollte demnach nichinalter Definition der Endothelzellen
herangezogen werden. Zusammen mit anderen Endelthedzkern (CD31, VEGF-R2, VE-
Cadherin u. a.) oder Progenitorzellmarkern (CD3B183 0. a.) wird er aber nach wie vor
zum Einsatz kommen. Moglich ist auch eine Komboratder Antikdrper-Farbung mit
anderen Methoden zur Isolierung von CEC, wie beir dBiskussion zur

Dichtegradientenzentrifugation bereits angemerkt.
Da es uns nicht gelungen ist, CEC aus Vollblut lierechirurgischen Patienten mit der neu
validierten Methode des MACS-Systems darzustehaiben wir zwei weitere Strategien zur

Isolierung/Charakterisierung von CEC verfolgt.

1. Einzeitige Markierung von CEC mit AntikdrpernduBrythrozytenlyse:

Nach Furstenberger et al. (2005) verfolgten wirdainst eine direkte Farbung der CEC im
Vollblut. Die Identifizierung der Zellen erfolgtebér folgende Epitope: CD31-positiv, CD34-
positiv, CD45-negativ und CD146- positiv. Fiurstergaee et al. (2005) beschreiben eine
Isolierung und Quantifizierung von EPC aus dem Mall von Brustkrebspatientinnen mit
dieser Methode. Eine parallel durchgefuhrte reaktiPCR der CD146-mRNA bestétigte
durch signifikante Korrelation der Ergebnisse dawezlassigen Nachweis der Zellen mittels

der Durchflusszytometrie.
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In die vorliegende Untersuchung wurde ein Patidet, herztransplantiert und ein weiterer
Patient, an dem eine Operation nach Ross durchdefilinde, eingeschlossen. Es wurde ein
positiver Nachweis der CEC gefihrt. Der verzeichnpbstoperative Anstieg der CEC
(Patient 8 und Patient 9) mit einem Maximum beit@8en nach der Operation (Patient 9) ist
aus friheren Untersuchungen bereits bekannt (Sclemnial. 2006, Gill et al. 2001) und
bestatigte die Erwartungen des quantitativen Engsbs.

Die Mehrfach-Farbung mit Antikdrpern und eine Ergitytenlyse scheint die CEC aus
peripherem Vollblut der HTC-Patienten verlassliczareichern und zu markieren, sodass sie
durch die FACS-Analyse charakterisiert, quantifiziend von Blutzellen sicher abgegrenzt
werden kénnen. Dieses positive Ergebnis bedarBdstatigung in weiteren Versuchsreihen.

2. Kultivierung von CEC nach Anreicherung aus Vhitb

Die zweite Option verlangte eine Anreicherung deEQCdurch Erythrozytenlyse oder
Dichtegradientenzentrifugation, der Aussaat undierung folgen. Die kultivierten Zellen
wurden mit Endothelzellmarkern gefarbt und untendduoreszenzmikroskop analysiert.

Wir verwendeten ,Ficoll Paque Plus” zur Dichtegeadenzentrifugation und EBM-2 MV mit
Wachstumsfaktoren zur Kultivierung. Fluoreszenzneadhg erfolgte mit Dil-Ac-LDL,
UEA-1-FITC und DAPI vor Auswertung unter dem Fluszenzmikroskop, bzw. mit Anti-
CD31-APC, Anti-CD34-PerCP, Anti-CD146-PE und Antigelektin-FITC fir die FACS-
Analyse.

Da unsere vorherigen Ergebnisse der Erythrozytenlysd Markierung mit Antikérpern
erfolgreich waren, wurden parallel zum Ansatz dehiegradientenzentrifugation Versuche
mit Ammoniumchloridlyse und anschlieRender Aussiat Zellen durchgefihrt, restliches
Protokoll wie oben.

Die ausgesaten Zellen nach Erythrozytenlyse zeigererlei Wachstum. Wir vermuten, dass
die Zellen durch das aggressive Lysereagenz sg@stthadigt wurden, dass kein Anwachsen
in Kultur mehr moglich war. Rustemeyer et al. habereits ein herabgesetztes Uberleben der
EC nach Erythrozytenlyse beobachtet (20 % wenigdled nach Lyse im Vergleich zu
anderen EC-Isolierungen, Rustemeyer et al. 2007).

Die nach Dichtegradientenzentrifugation kultiviertéellen zeigten in 15 % der Félle kein
und in 19 % der Falle nur ein schwaches Wachstang6l% der Préaparationen (18 aus 27)
war ein deutliches Wachstum erkennbar. Allerdinggingerte sich die Ausbeute auf 2 von
27 Praparationen. Grund dafur war ein hoher Preaéntan Kontamination durch Pilze

(lange Kultivierungszeit von bis zu sechs Wochaul3erdem stellten 7 von 18 Kulturen

83



V. Diskussion

(39 %) ihr Wachstum nach der ersten Passage einvébleibenden zwei Kulturen wurden
anschlie3end positiv fur Dil-Ac-LDL und UEA-1 daggellt. Eine durchflusszytometrische
Analyse beschrieb die ausgewachsenen Zellen alsttezithle Zellen — sie waren CD34-
negativ, E-Selektin-positiv, CD31-positiv und CD3gésitiv. Vergleichbare Untersuchungen
an ausgewachsenen mononukleéren Zellen wurden adka ket al. (2000) durchgefihrt.
Nach einer Kultivierungszeit von sieben Tagen ird@&helzell-Basalmedium (EBM-2) mit
Supplement wurden die Zellen mit Dil-Ac-LDL und UEIAFITC gefarbt und die doppelt
angefarbten Zellen unter dem FluoreszenzmikroskogRC identifiziert. Chen et al. fihrten
die Dichtegradientenzentrifugation mit Ficoll durahd kultivieren die Zellen in M199 mit
20% FKS, VEGF, Streptomycin und Penicillin (Chenakt 2004). Auch diese Gruppe

identifizierte diese Zellen als endotheliale Progenellen.

Fur zukinftige Kklinische Fragestellungen muss Hesigbtigt werden, dass die DynaBeads-
Methode lediglich zur Quantifizierung der CEC, nidu deren Charakterisierung geeignet
ist. Letzteres erreicht man nur durch eine direktgikorper-Markierung im Vollblut mit
anschlielBender Erythrozytenlyse und FACS-Messumdjrdkt ist es auch méglich, die CEC
Uber Dichtegradientenzentrifugation anzureichernd umlie mononuklearen Zellen
anschlieBend zu kultivieren. Allerdings handelt s&h dann nicht mehr um die
ursprunglichen gesuchten und isolierten ZelleneHxfferenzierung der Zellen wahrend der

Kultivierung muss in Kauf genommen werden.
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V. Ausblick fur den klinischen Einsatz von CEC

Mit der Isolierung der CEC aus Patientenvollbluifren sich mehrere neue Mdglichkeiten
auf den Gebieten der Diagnostik, Prognostik undrdpie diverser Herz-/Gefal3- und

Tumorerkrankungen.

Eine quantitative Bestimmunder CEC dient dem direkten Nachweis endotheli@lgraden
(Boos et al. 2007, Delorme et al. 2005). Die Disknierung zwischen CEC als apoptotische,
abgeschilferte Zellen und EPC als Vorlauferzellers @em Knochenmark, die Teil der
Reparaturvorgdnge des Endothels sind, kann dahei &ussage Uber das Gleichgewicht
zwischen Verletzung und Reparaturmechanismen ddstkels treffen (Bonello et al. 2006).
Obwohl CEC bei Gesunden kaum auftreten (Bonelloalet2006) und die Hohe der
nachgewiesenen CEC mit der Schwere der GefalRetkngrikision des Endothels korreliert
(Boos et al. 2007), kann kein pathologischer ctiaofyegeben werden, da weitere Faktoren
wie Alter (Scheubel et al. 2003), Medikation (PGIl3&jnzinger et al. 1988) und
Risikoverhalten (Rauchen, Blache et al. 1992, & et al. 1988) die CEC beeinflussen.
Die Bedeutung der CEC-Quantifizierung liegt vielmeh Verlaufskontrollen, die die
Entwicklung der aktuellen Situation zeigen. Im Idchen Alltag kann dies Anwendung zur
Therapiekontrolle oder Kontrolle des Fortschreitemer Krankheit finden. Furstenberger et
al. (2005) bezeichnen CEC beispielsweisesalsogate markeftur Tumor-Angiogenese und

somit Tumorwachstum und Metastasierung.

Mit der Korrelation der Anzahl der CEC und der Sehsveiner Erkrankung lassen sich
prognostische Aussagémeffen. Boos et al. 2007 fanden eine signifikgmisitive Korrelation
zwischen steigenden CEC-Werten und steigendemdiaaskularem Risiko bei Patienten mit
akutem Koronarsyndrom (Boos et al. 2007). Auch ékal. untersuchten den prognostischen
Wert der CEC bei Patienten mit akutem Koronarsymdund entdeckten sie als einzigen
unabhangigen Vorhersage-Parameter fir den sogamanMACE" (major cardiovascular
endpoint) und den Todesfall (Lee et al. 2005).

Aufgrund der prognostischen Wertigkeit der CEC k#tme Bestimmung zur Einschatzung

einer Krankheit bei Diagnosestellung und Auswahéeilherapie beitragen.

Erste Untersuchungen zum Einsatz von CEC bzw. B®fDerapeutisches Mittedur Heilung

diverser Erkrankungen wurden bereits vorgestellt.
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Roberts et al. (2007) untersuchen Blutproben votieRan bei elektiven und Notfall-
Herzoperationen. Sie zeigten eine Mobilisation #3?C (lber den Nachweis von EPC-CFU,
colony forming units) nur bei elektiven Eingriffeand bezeichneten die EPC als ein
»,magliches therapeutisches Ziel“.

Kalka et al. waren bereits im Jahr 2000 einen bieshelen Schritt weiter gegangen, indem sie
humane EPC in Mause mit Isch&mie eines Hinterlaafsplantierten. Sie verzeichneten eine
deutliche Zunahme der Kapillardichte und Durchbhgtuund eine signifikant geringere
Verlustrate der Extremitaten nach Transplantatiém. das Gleichgewicht zwischen Angebot
und Nachfrage an EPC auch bei menschlichen Patientgunsten des Angebots zu
verschieben, schlagen sie vor, mit Wachstumsfaktofgum Beispiel GM-CSF,
granulocyte/monocyte- colony stimulating factor)e dMobilisation der EPC aus dem
Knochenmark zu férdern und/oder in vitro vermehp&tienteneigene EPC zurick zu
transfundieren (Kalka et al. 2000).

Nicht nur die schnelle Revaskularisierung bei iscisghen Arealen ist winschenswert,
sondern auch eine rasche Re-Endothelialisierund n&erletzung des Endothels. Zum
Beispiel verursachen therapeutische MaRnahmenof&lllatation oder Stent-Implantation)
bei atherosklerotischen Verdnderungen der HerzgefdBe Endothellasionen, die zu einer
lokalen Thrombusbildung und Re-Stenosierung desi@esf fihren kénnen (Shirota et al.
2003). So entwickelten Shirota et al. mit Verfahmes tissue-engineeringrerschiedene
Stents, die mit EPC besiedelt wurden. Diese Zedtammen aus dem peripheren Vollblut von
Kaninchen und wachsen auf dem Stent-Material umdbg&a hinaus in den Zwischenrdumen
als konfluente monozellulare Schicht.

Neben verletztem Endothel stellen auch alle impatein, nicht-beschichteten Grafts an sich
eine potentiell thrombogene Gefahrenquelle dar.ig®o@t al. beschaftigten sich mit der
Entwicklung von kinstlichen Herzklappen. Sie koumistten eine Drei-Flugel-Klappe aus
Polyhydroxyalkanoat, die ebenfalls mit vaskularetieh Giberzogen wurde. Hier wurden die
Zellen aus den Halsschlagadern von Schafen gewosienvuchsen als Monolayer auf und
in die Poren des Klappenmaterials, zeigten guteigkéh zur Proliferation und
Kollagenbildung (Sodian et al. 2000).

Es wird kunftig eventuell mdglich sein, auch humaBBC der Patientex vivo zu
expandieren und damit Stents oder andere Graftseegahichten, um diese den Patienten zu

implantieren und dadurch die Thrombogenitat derldmiate zu minimieren.
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VI. Anhang
VIi.l Hilfs- und Analysengeréte
Autoklav Varioclav Dampfsterilisator H + P Labortechnik GmbH (OberschleiRheim, D)

Bunsenbrenner Fireboy mit automatischer Ziindung Tecnomara Deutschland GmbH (Fernwald, D)
CASY1 Cell Counter and Analyser System, Model 7 Scharfe Systems GmbH (Reutlingen, D)
CO,-Begasungs-Brutschrank G@uto-Zero Heraeus Holdings GmbH (Hanau, D)
Dispensiersystem Multipette plus Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH (Hamburg, D)
Durchflusszytometer FACS Calibur 4CA-E1913 Becton/Dickinson GmbH (Heidelberg, D)
Fluoreszenzmikroskop Leica DMRE Leica Mikroskopie und Systeme GmbH (Wetzlar, D)
Gilson Pipetten pipetman P 20/100/200/500/1000ul Gilson Medical Electronics (Villiers-Le-Bel, F)

Glasexsikkator | Carl Roth GmbH + Co. KG (Wertheim, D
Handstuickzahler Carl Roth GmbH + Co. KG (Wertheim, D)
Head-over-Head-Schuttler Intelli Mixer Neo Lab M@gbaborbedarf-Vertriebs GmbH (Heidelberg, D)
Knick Lab-pH-Meter Digital Typ 647 Escolab (Utrecht, NL)

Kryobox Nalgene Cryo 1 °C Freezing Container Naligmc International Corp. (Naperville, USA)

LTI ED AL gg}:ﬁoi?l%iﬁrason GmbH (Heidelberg, D)

Magnet MPC-S Dynal/Invitrogen GmbH (Karlsruhe, D)

Magnetriihrer MR 2002 und MR 3002 Heidolph Elektro GmbH & Co. KG (Kelheim, D)
Mikroskop Fluovert FU Leitz GmbH (Wetzlar, D)

N,-Tank biorack 5400 statebourne Statebourne cryogenics (Washington, GB)

Nageotte Zahlkammer Brand GmbH + Co. KG (Werthédn,

Neo Lab-Rotator mit VVortexer Neo Lab Migge Laborbedarf-Vertriebs GmbH (HeidethdD)
Pipettierhilfe Pipetboy acu Integra Biosciences @GinfBernwald, D)
Préazisions-Analysenwaage von Sartorius Sartorius AG (Gottingen, D)

Schuttelgerat Heidolph Reax 2000 Heidolph Elektrol® & Co. KG (Kelheim, D)

Sterilbank Hera safe Heraeus Heraeus Holdings GmbH (Hanau, D)
Universal-Flaschendispenser Optifix Walter Graf @a GmbH & Co. (Wertheim, D)

Vortex Mixer Genie 2 Model G-560E/ K-550GE Scientific Industries, Inc. (Bohemia, NY, USA)

Zentrifuge Megafuge 1.0 R Heraeus Systems Sepatedieraeus Holdings GmbH (Hanau, D)
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VI.2 Einwegmaterialien

BD Vacutainer CPT System mit Na-Citrat

Blue Max Jr.15 ml, Polypropylene Conical Tubes
Bottle Top Filter mit Cellulosenitrat-Membran 0,@2n
CASY Cups-Cellcountergefal3e mit Deckel
Cellstar TC-Plate 6 Well/12 Well, steril, pyrogesifr
Cellstar Tissue Culture Flasks 25/75/175 csteril
Cryovial 3 ml, roundbottom, self-standing, steril
Eppendorf Combitips plus 0,5/1,0/2,5/5,0/10/50 ml
Eppendorf Safe Lock Tubes 1,5/2,0 mi

Nunc Brand Products, Disposable Conical Tubes 1
Pipettenspitzen 200/1000 pl
Polypropylen-Rundbodenréhrchen 12 x 75 mm
Polystyrol-Rundbodenréhrchen 12 x 75 mm
Pre-Separations-Filter 30/70 um
Separationsrohrchen Leukosep 15/50 ml

Venenverweilkanile Medi-Cath

Zellseparationssaulen Typ MS/LS/LD

Becton/Ditdan GmbH (Heidelberg, D)
Becton/Dickinson Labware (Franklin Lakes, USA)
Becton/Dickinson Labware (Le Pont de Claix, F)
Scharfe System GmbH (Reutlingen, D)

Greiner Bio-One GmbH (Frickenhausen, D)

Greiner Bio-One GmbH (Frickenhausen, D)
imPport Plastics LTD. (Beloeil, Quebec, CDN)

Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH (Hamburg, D)

Eppendorfilier-Hinz GmbH (Hamburg, D)

Nalge Nunc International Corp. (Naperville, USA)

Sarstedt Aktiengedait& Co. (NUmbrecht, D)
Becton/Dickinson Labware Europe (Meylan Cedex F)

Becton/Debn Labware Europe (Meylan Cedex, F)
Becton/Dickinson Labware Europe (Meylan Cedex F)

Greiner Bie-GmbH (Frickenhausen, D)

1,3 x 45 mm, 18 G, #118010218,
KENDALL GmbH (Neustadt/Donau, D)

Miltenyi Biot€enbH (Gladbach, D)
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VI.3 Antikorper, antikbrperbeschichtete Partikel (B eads)

VI.3.1 AntikOrper

Human-Anti-HumanFc-Rezeptor

Human-Anti-HumanFc-Rezeptor “Octagam”

Maus-Anti-HumanCD14-FITC

Maus-Anti-HumanCD15-FITC

Maus-Anti-HumanCD31(PECAM1)-FITC

Maus-Anti-HumanCD34-APC

Maus-Anti-HumanCD34-PE
Maus-Anti-HumanCD34-PE

Maus-Anti-HumanCD45-FITC
Maus-Anti-HumanCD45-FITC
Maus-Anti-HumanCD45-PerCP
Maus-Anti-HumanCDA45, unkonjugiert
Maus-Anti-HumanCD62L-PE
Maus-Anti-HumanCD146, unkonjugiert
Maus-Anti-HumanCD146-PE
Maus-Anti-HumanCD184-APC

Maus-Anti-HumanVEGF-R2-PE

Miltenyi Biotec (GladhaD)

2,5 g in 50 ml, PZN-686429 1, gebrauchsfertig,
Octapharma GmbH (Langenfeld, D)

Miltenyi Biotec (Gladbadb)

Cat# 332 778,
BD Biosciences Pharmingen ( Erembodegem-Aalst, B)

Ancell CorporatiBayport, USA)

Cat# 555824, 2 ml
BD Biosciences Pharmingen ( Erembodegem-Aalst, B)

BD Biosciences PharmingEnembodegem-Aalst, B)

Miltenyi Biotec (Gladbach, D)

Cat# 555 482, Was 31254X,
BD Biosciences Pharmingen ( Erembodegem-Aalst, B)

Miltenyi Biotec (Gladbach, D)

Cat# 345809
BD Biosciences (San Jose, Calofornia, USA)

BD Biosciences Pharmingen ( Erembodegem-Aalst, B)
Immunotech Coulter Compévigrseille, F)

Biocytex American Diagnostica GmbH (Pfungstadt, D)

Cat# 5050-PE100T,Clone F4-35H7 (S-Endol), Isotypllg
Biocytex American Diagnostica GmbH (Pfungstadt, D)

BD Biosciences Pharmingen ( Erembodegem-Aalst, B)

Cat# FAB357P,
R&D Systems GmbH (Wiesbaden, D)

VI.3.2 Antikoérperbeschichtete Partikel (Beads)

BD Imag Anti-MauslgG Particles-DM
Cellection Pan Mouse Igkit
DynaBeads Pan Mouse IgG
Maus-Anti-HumanCD45-MicroBeads

Maus-Anti-PE-MicroBeads

Cat# 557983, 5 ml, Clone A85-1,

BD Biosciences Pharmingen ( Erembodegem-Aalst, B)
Produkt-Nummer 115.31, Konzentration 4 ¥ Beads/ml,
Dynal Biotech ASA (Oslo, N)

Produkt-Nummer 110.22, Konzentration 4 X Beads/ml,
Dynal Biotech ASA (Oslo, N)

Cat# 458-01, 2 ml, Isotype mouse IgG2a, clone 5B1,
Miltenyi Biotec (Gladbach, D)

Cat# 130-048-801, 2 ml, Isotype mouse 1gG1,

Miltenyi Biotec (Gladbach, D)
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VI.3.3 Sonstiges

7-AAD (7-Amino-Actinomycin D) BD Biosciences Phamgen ( Erembodegem-Aalst, B)

Cat# 340334, 25 Tubes/Pouch,

BD Biosciences Pharmingen ( Erembodegem-Aalst, B)
Cat# BT902, Konzentration 200 pg/ml, Ex 514 nm/Em 55(
Paesel + Lorei Diagnostica (Hanau, D)

Cat# L9006-2MG,

Sigma-Aldrich GmbH (Steinheim, D)

Cat# H-1200, Ex 360 nm, Em 460 nm,

Linaris Biologische Produkte (Wertheim, D)

BD TruCOUNT Tubes
Dil-Ac-LDL
Ulex europaeus (UEA1)-Lectin-FITC

Vectashield Mounting Medium mit DAPI

VI.4 Chemikalien, Puffer, Medien, weitere Reagenzie

Vi.4.1 Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien wurden von den Firveick KGaA (Darmstadt, D), Carl
Roth GmbH + Co. (Karlsruhe, D), Sigma-Aldrich CherimbH (Steinheim, D) erworben.

Vi1.4.2 Puffer, Medien, Reagenzien

Amphotericin Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, D)

Cat# 349202, Diethylenglycol <50%, Formaldehyd <]5%
BD Immunocytometry Systems (Erembodegem-Aalst B)
10 x konz., Cat# 555899

BD Immunocytometry Systems (Erembodegem-Aalst, B)

CASYton-Verdinnungslosung fir Zellkulturen 10 |  Scharfe System GmbH (Reutlingen, D)

BD FACS Lysing Solution

BD Pharm Lyse Lysing Reagent

EBM-2 Endothelzellmedium Cat# CC-3156, Cloneticambrex
Gentamycin Roche Diagnostics (Indianapolis, IN, USA)

GIBCO Trypsin 2,5 %, 10 x, 100 ml mit 2,5 g Trypsirinvitrogen GmbH (Karlsruhe, D)

Stammldsung 1M,

s PUTE Biochrom AG (Berlin, D)

Humanserum Blutgruppe A/B/0 Uniklinikum Regensblrgobanden der HTC
Separationsmedium Accuprep Accurate Chemical&Scientific Corp. (Westbury, USA)
Separationsmedium Ficoll Paque Plus Amersham Pleiarbatech (Uppsala, S)

Cat# 340182, Konzentration 10 x, Diethylenglyco0%g
Simultest IMK-Lymphocyte Lysing Solution Formaldehyd <15%,

BD Immunocytometry Systems (Erembodegem-Aalst B)
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VI.4.3 Weitere Medien, Puffer, Gebrauchslésungen

Nach der Herstellung wurden folgende Medien, Puffet sonstige Losungen grundsatzlich
mit einem 0,22 um-Bottle Top Filter steril filtrier

Humanserum wurde aus Vollblutspenden von ProbaddeflTC Uniklinikum Regensburg
gewonnen.

«  Ammoniumchloridlyse-Reagenz:

NH.CL 8,29 g
KHCO; 1g
EDTA 0,037 g

mit aqua bidest. ad 1000 ml, pH = 7,47, steritiglen.

« BD IMag Buffer:

PBS-Puffer 500 ml

BSA 2,5 mg > 0,5 % BSA
EDTA 2 mM (= 0,5844 g/L): 0,5844 g
Na-Azid 0,05 mg - 0,01 % BSA

* Cell-Staining Buffer:

PBS-Puffer | 500 ml
FKS 15 ml -> 3 % FKS
Na-Azid 50 mg - 0,01 % Na-Azid

* Einfriermedium I:

M199 | 90 %
Hepes 0,05 M 10 %

e Einfriermedium II:

M199 70 %
Hepes 0,05 M10 %
DMSO 20 %
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EC-Medium:

= Endothelial Cell Basal MediunPfomoCell GmbH (Heidelberg, D))

Das Basalmedium enthéalt keine Wachstumsfaktoramn$bzw. Antibiotika. Diese
werden zusétzlich zugegeben (Supplement Pack Eelddt@ell Growth Medium

PromoCell GmbH (Heidelberg, D))

Endothelzellmedium 500 ml
FCS-10 (fetal calf serum) 10 ml
ECGS/H-2 (endothelial cell growth supplement/hepgri 2 mi
HEGF (human epidermal growth factor 0,05 pg) 05 m
HbFGF (human basic fibroblast growth factor 0,5 ug) | 0,5 ml
HC-500 (Hydrocortison 500 Q) 0,5 ml
Gentamycin 500 pl
Amphotericin B 100 pl

Gelatine:

Vorratslosung:

Gebrauchsldsung:

Gelatinepulver (0,25 %) 2,5g Gelatine | 200 ml

PBS 1 x | 11 Gentamycin 1 ml

Ansetzen der Vorratslosung: bei ca. 30 °C mit Mawgihrer |I6sen, autoklavieren.

Gebrauchslosung lediglich mit Gentamycin verset{eght autoklavieren!).

Hepes-Puffer( Stammlésung 1 MBiochrom AG (Berlin, D)
Gebrauchslosung (0,05 M)

Hepes-Puffer 1M | 50 ml

aqua bidest. | ad 1000 ml

autoklavieren bzw. steril filtrieren.

M 199:

= Bio Whittaker Medium 199dambrex Bio Science Verviers (Verviers, B))

Earle’s balanced salt solution, L-Glutamin (Konmjl Hepes-Puffer (Konz.)

enthalten,

M 199 160 ml

FKS 40 ml - 20 % FKS
Gentamycin 500 pl

Amphotericin B 100 pl
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PBS-Puffer:(Stammlésung 10 x)

NaCl 80 g
Na,HPO, 1159
KCI 20
KH,; POy 29

pH = 7,4 mit HCI/NaOH einstellen, mitJ® ad 1000 ml,
autoklavieren bzw. steril filtrieren.
Gebrauchslésung (1 x): 1:10 mit aqua bidest. verdiinpH = 7,4 einstellen wie oben.

PBS-Azid-Zitrat-Puffer (PBS-AZ-Puffer):

PBS (1 X) 50 ml

BSA 50 mg - 0,1 % BSA
Na-Azid 50 mg - 0,1 % Azid
Na-Zitrat 300 mg - 0,6 % Zitrat

PBS-BSA-Puffer( mit 0,5 bzw. 0,02 % BSA-Zusatz)

PBS (1 X) 1L
BSA 5g - 0,50 % BSA
0,2g - 0,02 % BSA

pH = 7,4 mit HCI/NaOH einstellen, steril filtrieren

PBS-BSA-Azid-Puffer:

PBS (1 x) 50 ml
BSA 50 mg—-> 0,1 % BSA
Na-Azid 50 mg-> 0,1 % Azid

PBS-EDTA-Puffer:

PBS (1 x) | 11
EDTA (2 mM) |584 mg

pH = 7,4 mit HCI/NaOH einstellen, autoklavieren bateril filtrieren.

PBS-EDTA-BSA-Puffer:

PBS 11
EDTA (2 mM) 584 mg
BSA 5g -2 0,50% BSA

pH = 7,4 mit HCI/NaOH einstellen, steril filtrieren
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Daten und Einstellungen von Analysengeraten

Vis.1

Automatischer Zellzahler CASY1

CASY1 Cell Counter and Analyser System, Modell TTC
Scharfe Systems GmbH (Reutlingen, D)

x-Achse 0 bis 30 um
y-Achse variabel
Kapillarendurchmesser 150 pm
CalibFile KO00_030.150
Angesaugtes Probenvolumen 3 x 400 pl
Verdinnung variabel
Smoothing 0

VI.5.2 Durchflusszytometer

Durchflusszytometer FACS Calibur 4CA-E1913,
Becton/Dickinson GmbH (Heidelberg, D)

Aquisition and Storage:

Aquisition Gate

No Gate

Collection Criteria

Event Count

Aquisition Stop

100.000 of all Events

Storage Gate

All Events

Resolution

Detectors/Amplifiers:

256 Parameters saved

Parameters | Detectors |Voltage |AmpGain |Mode
P1 FSC E-1 1.23 Log
P2 SSC 273 1.00 Log
P3 FL1 410 1.00 Log
P4 FL2 390 1.00 Log
P5 FL3 460 1.00 Log

Compensation:

FL1 1.1 % FL2
FL2 30.4 % FL1
FL2 5.0 % FL3
FL3 12.4 % FL2
Threshold:

FSC-H: Primary Parameter: Value 460
Secondary Parameter: None
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VI.5.3 Fluoreszenzmikroskop

Fluoreszenzmikroskop Leica DMRE,
Leica Mikroskopie und Systeme GmbH (Wetzlar, Dehitsad)

Lampenspannung 10,5

Vergrolierungswechsler 1x

Kondensorfrontlinse in den Strahlengang geklappt
Polarisator aus dem Strahlengang geklappt
Analysator aus dem Strahlengang gezogen
Kondensorrevolver Position H

Interferenzrevolver Position HF
Fluoreszenzrevolver Position 1

Aperturblende weit zugezogen

10er Objektiv, 40er Objektiv

FITC-Filterblock

VI.6 Software

Win MDI Version 2.8

Build # 13 01-19-2000

Windows Multiple Document Interface
Flow Cytometry Application

Copyright 1993-1998 Joseph Trotter.

Cell Quest Pro Version 5.2

1994-2001

The Premier Aquisition and Analysis Software
Apple Computers Inc.

Becton Dickinson Biosciences.
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Lehrstuhl fir Herz-, Thorax- tnetznahe Gefal3chirurgie
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Prof. Dr. C. Schmid.
Thema: ,Isolierung und Charakterisierung vakulierenden
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