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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Somatische StamrAund Vorlaufezellen
Im Laufe des gesamten Lebens gehenmultizellularen Organismen aufgrund von
traumatischen, krankheitooder alterungsbedingten Ereignissen Zeldr Blut-, Haar
und Hautzellenverloren Zur Aufrechterhaltung de®©rganismuses missensolche
Zellen neu gebildet werden Verantwortlich fur dieseErneuerungsind sogenamte
somatische Stammzellen.SomatischeStammzellen sind undifferenzierte Zellem
Organismusdie sich sowohl tber einen langergeitraum hinweg selbst erneueals
auch zu differenzerten Zelltypen entwickelnkénnen. Das Differenzierungspotential
von somatischen Stammzellen ist der Regehuf bestimmteZelltypen beschrankt
Beispielsweise bngenintestinale Stammzelledie Darmepithelzellerhervor (Potten
and Loeffler, 1990pder hamatbpoetische Stammzellen dreifen Blutzellen(Blank et
al., 2008; Giebel and Punzel, 200B)n Verlustan somatischen Stammzelldrew. der
Stammzellaktivitat fuhrt langfristig zu einer verringerten Regenerationsféalkeit
innerhalb entsprechenderGewebe(Jones and Rando, 2011; Wang et al., 20&Eir)e
unkontrollierte Vermehrungvon Stammzellerbzw. stammzelfihnlichen Zellen kann
hingegenals Ursache vieler dmore angesehen weidlen (AFHajj, 2007; Alison et al.,
2011) Die Charakterisierungsomatischer Stammzellen tragt deshalb nicht nur
wesentlich zum allgemeinen Verstandnis der Stammzellbiologie sogidern stellt
aucheine essentiellegGrundlage fur dikonzeption neuerklinischerTherapiensatze

in der Regenerabins und Tumormedizin dar.

1.2 Hierarchie somatischer Stammund Vorlauferzellen am Beispiel der
Hamatopoese

Das hamatopoetische Stammund Vorlaufersystemgilt als das langste uml
grundlichsteuntersuchtesomatischeStammezellsystem und isterarchisch organisiert
(Abb. 1) (Giebel and Punzel, 2008)n der Spie der Hierarchie stem multipotente
hamatopoetische Stammzelte (HSZ), derenEntwicklungspotential schrittweise
eingeschrankt wird. HSa&tringen zunachsmultipotente Vorlauferzellen (HVZervor,
welche die Fahigkeit zur Selbsterneuerung verloren hajeslochnoch alleBlutzelle

1
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hervorbringen kénnen(Christensen and Weissman, 2001; Morrison and Weissman,
1994) Dem klassischen Modell der Hamatopoese zur Folge bringemwltipotenten

HVZ Iynphatische HVZ hervorjie sogaany ( S ¢gomnwn lymphoid progenited
(CLB) (Karsunky et al., 2008; Kondo et al., 1997; Serwold et al., 220@)myeloisch
spezifiziertetHVZ  Rednfnoromyeloid progenitet CMR) (Akashi et al., 20000ber
weitere Zwischenformen reifen die Nachkommeireser Zellenzu differenzieten
Blutzellen heran. Aus denCMPs entwickeln sich megakaryozytare/erytroide
Progenitoeellen (MEPs) un¥orlauferzellender Granulozyten/Macrophagen (GMPS)

Linie(Akashi et al., 2000)
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Abb.1: Hierarchische Entwicklung des humanen hamatopoetischen Systems.

An der Spitze der Hemchie steht die multipotente hamatopoetische Stammzelle (HSZ), deren
Multipotenz wahrend der Entwicklung zur hamatopoetischen Vorlauferzelle (HVZ) schrittweise
eingeschrankt wird. Aus den HVZ koénnen sich sowohl Ilymphatische (common lymphatic
progenitors/@1Ps) als auch myeloische (common mykfiogenitors/CMPs) Progenitoren entwickeln,

die ihrerseits Uber verschiedene Entwicklungsstufen in reife Blutzellen differenzieren. (CMP= common
myeloid progenitor’/allgemeine myeloide Vorlauferzelle; CLP="common mphé&jd
progenitor’/allgemeine lymphatische Vorlauferzelle; GMP="granulocyte macrophage
progenitor’/Granulozyten Makrophagen  Vorlauferzelle; MEWPsegakaryocyte  erythrgte
progenitor’/Megakaryozyten Erythrozyten Vorlaufekpb.modifiziert nachGiebel and Punzel, 2008)
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Technisch konnte diese Hierarchie mit Hilfe amrikorperbasierende Strategien wie
folgt ermittelt werden. Civin und Kollegeasolierten iber den Antikérper My10 eine
Population von mononukledren Zelledie eine 16100fach héhere koloniebildende
Rate CFU als dierestlichenZellenaufwiesen(Andrews et al., 1986; Civin et al., 1984;
Katz et al., 1985My10 ist leute als Antikbrper gegen das OberflachenproteD34
bekannt Untersuchungen des Entwicklungspotentials der CD34 positiven {([CD34
Zellen inin vivoTransplantationsmodellen unauf klonale Ebenein vitro zeigen dass
nicht alle CD34Zellen das gleiche Potdgat bestzen. Daher istdie Population der
CD34 Zelen als heterogemnzuseher{Andrews et al., 1992; Cheng et al., 19%6pse
Heterogenitatwird durchdie Expression dedberflach@markers CD38&eflektiert. Nur
CD38 (CD38 negative oder schwach positivéCD38™) CD34 Zellen bringen
Progenitoren lymphatischer und myeloischer Linfervor (Baum et al., 1992; Bhatia
et al., 1998; Huang and Terstappen, 1994 Zellen de CD34CD38™ Zellfraktion
besitzen repopulierende Eigenschaftenwohingegen diese in der CD®D38
Zellfraktion nicht nachzuweisesind (Bhatia et al., 1997; Dick et al., 1992ur
Diskriminierung reiferer Prayenitoren werden CD32% Zellen ausgeschlossen, die
linienspezifische liheage/Lin Oberflachenproteine wie CD4/CD8 (Zellen),
CD14/CD19 (Bellen), CD2/CD56 (Natirliche Killerzellen/NK) und CD15/CD16/CD235a
(myeloide/erythroide Zellen) exprimierenBaum et al.,, 1992) Eine weitere
Diskriminierung primitiver hamatopoetischer Progenitorearfolgte tber das
Obefflachenprotein CD133Apb.2) (Miraglia et al., 1997)Die CD133Zelleninnerhalb
der CD3ALiNnCD38Y™ Zellfraktion besitzen die Fahigkeit NODSCID (NonObese
DiabeticSeavere Combined ImmunodeficienciMausmodelle zu repopulieren und
lymphatischeals auchmyeoische Progenitoren zu bildefde Wynter et al., 1998)
Nicht alle CD34-D133 Zellen besitzen das gleiche Potential, so dassich die
Population der CD3€D133 Zellen als heterogeanzusehen ist
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Abb. 2 : Modell zur hierarchischen Entwicklung hamatopoetischer Zellen
Hamatopoetische StammzelldHSZ)assen sich bis zum héggn Zeitpunkt nicht isolieren urmkfindet

sich in einem Pool vomnreifen Zelle(HVZ). Primitive HSZ/HVZ exprimieren das Oberflachenantigen
CD133, welches im Laufe der hierarchischen Entwickiemgterreguliert wird. Der Oberflachenmarker
CD34 wird afiprimitiven HVZ exprimiert. Reifere HVZ sind CIZ3und schwécher CD34 positiv.
Differenzierte Zellen exprimierefiir sie typische Marker (linklassisches Model der Hamatopoese
moadifiziert nach(Giebel and Punzel, 2008 MP= "‘common myeloid progenitor’/allgemeine myeloide
Vorlauferzelle; CLP= ‘common lymphoid progenitor/allgemeine lymphatische Vorlauferzelle, GMP=
“granulocyte macrophage progenitor’/Granulozyten Makrogéra VVorlauferzelle; ME “megakaryocyte
erythrogte progenitor’/Megakaryozyten Erythrozyten Vorlaufer

Die in der Hamatopoese entwickelte Methodik, verschiedene Vorlauferzellen
unterschiedlicher Entwicklungsstadien Uber Oberflachenproteine zu diskriremier
wird heute in vielen Bereichemur Analyse anderer somatischer Zellsysteme sowie

Tumoren angewendet.

1.3 Tumorstammzellen
Verschiedene Arbeiten zeig, dass Tumore aus einem heterogenen Zellgemisch
bestehen, in denen diErequenz, mit der Tumorzellen neli@more initiieren kbnnen
stark variiert(Bruce and Van Der Gaag, 1963; Hewitt, 1958; Makino, 1¥%éje
Beobachtung filhrte zu der AnnahmeéassTumore Karikaturen normal entwickelter

4



Einleitung

Gewebe darsteller{Pierce and Speers, 1988yelcheebenfallseiner hierarchischen
Organisation unterliegefDick, 2009)Dieses Modell stand dem stochastischdodell
gegenuber,in dem jede Tumorzelle nachchtiger Induktiondas Potential besitzt,

funktionell als Tumorstammzelle (TSZ) zu fungieren.

In den90er Jahrerzeigtedie Arbeisgruppe von J. Dick mit einer Reihe von Versuchen
erstmalig dassin verschiedenen Formen deakuten myeloischen LeukamiéNIL
(M1, M4 und M5)eine hierachisch organisierte Entwicklung beschrieben werden
kann.Wie ausder normalen Hamatopoedeekannt gngenauchaus der leukamischen
CD34CD34d.in Population CD3®&in" Zellen hervor. Ebenfalls konnte durch
Transplantatiosversuche gezeigt werden, dadsllen der Subpopulation CD®D38

und nicht der CD3€D38 Subpopulationdas Potential bazen, NOBSCID Mause zu
repopulieren (Bonnet and Dick, 1997; Lapidot et al., 1999adurch gelang eslie
primitiven Zellen innerhalb derheterogenan Zellpopulation des normalen und
leukamischen hamatopoetischen Systemst den gleichen Oberflacmenarkern

(CD34 und CD38) anzureichéick et al., 1997)

Nachdem fir Leukamiellen gezeigt verden komte, dassnur bestimmte Zellen
Tumore initiieren kodnnen wurden in einer &hnlichen Vorgehensweiséellen

verschiedeneSubpopulationen solideTumore aukine Heterogenitathin untersucht.

In einer Reihe solider Tumorkann das Potential, die Tumorbildung NODSCID
Mausen zu initiierenauf Zellenkleiner Subpopulationenzurticlgefiihrt werden, die
sich meist durch die Expression bekannter Stammzellsurrogatmarkeeiatren. So
exprimieren  beispielsweise emrale Stammzellen wie auch HSZ das
Oberflachenatigen CD133(Uchida et al., 2000) Trarsplantationsversuchevon
Gliomazellenin das Gehirn an immundefizienten Mausen zeig, dass 100 CD133
humane Gliomazelleausreichen, undie Entwicklung eines Glionzu initieren. Im
Gegensatz dazu bewirktek0® CD133Zellen desselben Tumors keine Gliombildung im
Empfangertier(Singh et al., 2004J-olglichkbnnenauch im neuralen Systefiber das
Oberflachenprotein  CD133 sowohl Stametlen als auch TSZ des zentralen

Nervensystems angereichesterden
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Ebenso zegn Transplantationsexperimente verschiedener maligner Zellfraktionen von
Brusttumoren in das Brustfett weiblicher immundefizienter Mause, dass ausschlief3lich
die CD44CD24zdlfraktion die Bidung von Brusttumoren initii@r(AFHajj et al., 2003)
Entsprechend wurden bei der Suche nach Heterogenitat auch in anderen Tumoren
Subfraktion@ von Zellen gefunden, die im Gegensatz zu den ubrigen Zellen der
Tumore tumorinitiierendes Potential in NGECID Mausen aufwieseERCAMCD44
Zellen aus kolorektalen Karzinom@dalerba et al., 2007)CD44CD24ESA Zellen aus
Tumoren des Pankredsi et al., 2007und ABCB5Zellen aus malignen Melanomen

(Schatton et al., 2008)

Diese Ergebnisse der verschiedenen Tumorentitaterigere dass nicht alle
Tumorzellen das Potential zur Expansion und Tumorbildung besitzen sowie aus den
Nachkommen tumorinitierender Zellen verschiedene Tumorzellen differenzieren

kdnnen.

Verschieden Systeme, die mutmallich einer Heterogenitat unterlidgemten somit
bereits Uber Marker beschrieben werden.Die resultierende Fraktionierung
verschiedener Subpopulationen ermdglicht die Identifizierung primitiver Zellen. Durch
die Separation primitiver Zellen kdonnen in Analyseverfahren deéviathanismen
welche an der Regulation SelbsterneuerwwmysusDifferenzierung von Stammzellen

beteiligt sind,untersucht werden.

1.4 Mechanismen SelbsterneuerungersusDifferenzierung
Das Zellschicksal einer Zelle kann sowohl von &ufReren (extrinsischen) als auch inneren

(intrinsischen) Faktoren beeinflusst werden

Ein Modell, in dem mehrere extrisshe Faktoren zunStammzellerhalt beitragen
stellt eine spezielle Mikroumgebung, die Stammzellnische, @ae. Existenz der
hamatopoetischerStammzellnischeerstmalig 1978 vorfraymondSchofieldpostuliert
(Schofield, 1978wurdeim Saugersytem im Endosteum des Knochenmarks und in der
Umgebung der sinusoidalen Endothelzellender Milz nachgewieseriCalvi et al.,
2003; Kiel et al., 2005; Zhang et al., 20@3¢ sich in der Nische befindend&ellen
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wie Osteoblasterund Endothelzelleinduzierendie Aktivierungdes NotchSignalwegs
in denHSZ welcherentscheidend fir den Stammzellerhadt (Butler et al., 2010; Calvi,

2006; Calvi et al., 2003)

Das Modell derasymmetrischa Zellteilung beschreibt einen intrinsischen Faktor
durch denzwei Tochtezellen entstehenpvon denen eine Stammzellcharakteristika
behalt, wéahrend die andere Tochterzelle in verschiedene Gewebetypen
ausdifferenzieren kanfKnoblich, 2008)

Der Vergleich von Differenzierung und Koloniebildungsfahigkeit verschiedener
humaner hamatopoetiscire Tochterzellen belegen, dass gepaarte Tochterzellen
individuellerHVZ nicht funktionell &quivalent sind und sich zu Nachkommensehaft
mit unterschiedlichenPotential entwickeln kdnne(Congdon and Reya, 2008; Punze
et al., 2003) Das Vorhandensein einer Asymmetrie wurde ur@ederem vorunsere
Arbeitsgruppe durch den Nachweis vasymmetrisch verteilten ProteineCD53,
CD62L, CD63 ureD7)in 20 %der teilender WZbelegt(Beckmann et al., 2007)

Im Modellorganismu®Drosoplia melanogaser konnte gezeigt werden, dassch n

der Entwicklung der sensorischen Organe 8ienesorganmutterzellen (SMZ) nach
einem stereotypen Muster zweimal asymmetrisgilen, wodurch ein aus vier Zellen
bestehends &ulleres Sinnesorgan entsteljHarterstein and Posakony, 1989)
Wahrend beider Zellteilungen kommt es zu einer ungleichen Verteilung des Proteins
Numb (Rhyu et al., 1994; Uemura et al., 198@)der Zelle, die nach der Teilung Numb
erhalt, wird die Tanslokationder intrazellularen Doméane von Notahden Kern nach
Aktivierung des Signalwegs durch Delta oder Serrate verhind@ré.l)

(Guo et al., 1996)Zellen, die kein Numb enthaltesind in der Lagedas NotchSignal

weiterzuleiten undrealisierensomit ein anderes Zellschicksal.

Der NotchSignalwegstellt einen der essentiellen Signaltransduktionsmechanismen
dar, deran der Entscheidun&elbsterneuerungersusDifferenzierung sowohl ider
Stammzellnische als auch bei der asymmetrischen Zelltetetgjligt ist (Artavanis
Tsakonas et al., 1999; Furman and Bukharina, 2011; Weber and Calvi, R@ldgr

NotchSignalweg in unserer Arbeitsgruppdatdangerem analysiert wir@Giebel, 1999;

7
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Giebel and CampeOrtega, 1997; Giebel, 2012; Hinz et al., 19924)d auch

Gegenstand dieser Arbeit ist, soll er im Folgenden genauer beschrieben werden.

1.4.1 Der NotchSignalweyin Drosophila
Mutationen von Notchwurden in der TaufliegeDrosophilamelanogaster1917 von
Thomas Hunt Morgen aufgrund einer Merkmalsbeschreibung, welche sich als
Einkerbung (englnotch) im Fligelrand &ulRerte, beschriebddie Kernkomponenten
des NotchSignalwegs ibrosophilastellen der Rezeptor Notch, die Liganden Delta (Dl)

und Serrate (Ser), sowie deffektorSupressor of Hairless (Su(Hay.

Durch Bindung der Liganden Delta oder Serrate wird der NRtteptor gespalten
und die intrazellulare Bmane NICD) freigesetzt.NICD wirkt als Signalubertrager und
gleichzeitig als transkriptioneller Kaktivator der NotckhZielgene. Im Zellkern baut sich
ein Aktivatorkomplex aus mehreren Proteinen auf. Im Zentrum steht das
DNABIndeproteinSu (H) das anNICDsowie anMastermind (Mam) bindet, welches
ebenfalls als Koaktivator wirkiAls Antagonistvon Notch m Drosophilaist Hairless
bekannt welcher gemeinsam mitSu(H)und den Korepressore Groucho (Gro) und
Gterminalem Bindeprotein (CtBP) einen Repredsomplex aufbaut und die
Transkription der NotcZielgene hemmtHierbei bindetHairlessdirekt an Su(H)und

an die beiden Korepressoren.

Seit der Charakterisierung des NotGens im Jahr 198&Vharton et al., 19853tellte

sich heraus, dass déNotch-Signalweg im Tierreich in allen untersuchten Metazoen
(von der Seescheide bis zum Menschen) hochkonserviert vorliegt. In all diesen
Organismen stellt e NotchSignalweg einen wichtigen Regulator in der Spezifizierung
von Zellen dar, indem er vetsedene Aspekte in der Differenzierung von Zellen
steuert(Lai, 2004; Wu et al., 2010)
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1.4.2 Notchl
Im humanen $stementspricht Notcli dem Homolog au®rosphila. Notchl besteht
aus einer extrazellularen und intraadddren Untereinheit.Charakteristisch fur die
groRere extrazellulare Unteinheit von Notchl sind 36 EGF (Epidermal Growth
Facto) ahnlicherepetitive Sequenzendurch welchedie Interaktion mit dem Ligareh
vermittelt wird (Rebay et al., 1991 PDarauf folgt eine regulatoicbe Region, die sich
ausdrei cysteimeichenrepetitiven Sequenzennd einer Heterodimerisierungsdomane
zusammensetzt. Hierbei wird angenommen, dass dieser Bereich eine Aktivierung des
Rezeptoran Abwesenheit eines Liganden verhind@@&ordon et al., 2007)Die zweite
Untereinheit wird aus der Transmembrandoméane und der intrazellularen Domaéane

(NICD)gebildet(Aster et al., 2008; Gordon et al., 2008)

NICLCL dient der Signalweiterleitung nach Aktivierung und besteht. was einer
RAMDoméane (RBPj assoziiertes Modul)sechsAnkyrin (ANK)Doméanenund zwei
Kernlokalisationssequenzen (NL&weifel and Barrick, 2001pDie RAM und die
ANK-Domane vermitteln die Interaktion mit dem DM#ndenden Tanskriptionsfaktor
RBPj (Tamura et al., 1995yudemfungiert dieANKkDomane als Bindestelle fieltex
und Mastermind Modulatoren des Mtch-Signalweg(Rebay et al., 1993)

1.4.2.1Realisatorgene vomotchl
Zielgene des NoteBignalweg in Drosophila die essentielle Mediatoren des
NotchSignalwegs kodierensind hairy und Gene desEnhanceiof-Split (ESPL)
Komplexes. Homolog&enein Saugerrwerden entsprechend alaHairy and Enhancer
of splitht he§ und oHes relatedepressor proteia hey) bezeichnet(ArtavanisTsakonas
et al., 1999; Jarriault et al., 1999)iese Gene kodierdiir Transkriptionsfaktoren der
basischa HelixLoopHelix (bHLHFamilie

Die bHH-Transkriptionsfaktorernzeichnen sich durch einevolutionér konservierte
Domanenstruktur aus. Die-términal gelegene basische Domane hat einen hohen
Anteil an basischen Aminosauren und kann sequenzspezifisch mit DNA interagieren.
Die direkt benachbarte HelixLoopHelix (HLH)Domé&ne wird durch zwei

amphipahA & O KHelice8 gebildet, die durch einen kurzen Linker miteinander
9
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verbunden sindUber diese Doméne kénnen bHIkanskriptionsfaktoretdomo- oder
Heterodimereausilden. Diese Dimere bildemiederum eine scherenférmige Struktur,
die Uber die basische Ddine an die DNA binddMurre et al., 1989; Shimizu et al.,
1997)

Gterminal der bHLHDomane liegt beiden Hey und HesProteinen die Orange
Doméane bestehendl dza 1-eficks, die als zusatzlichotein-interagerende
Doméane fungiert (Dawson et al.,, 1995) Charakteristisch fur die aity und
E(spBhProteine sind ein konserviertes Prolin in der basischen Doméane und ein
Gterminales WRPWotiv, das den Korepressor Grouchmdet. HesProteine sind in
ihrer Amnosauresequenz sehr ahnlich Hairy und E(spl) HeyProteine hingegen
besitzen ander Stelle des konservierten Prolins ein Glycin under@inal das
YXXWMotiv (YRPW furdmanesHeyl und mmanesHey2, YHSW flirumanes HeyL)
(Davis and Turner, 2001)m Gegensatz zum WRRWbtiv der HesProteine, bindet
das YXXWotiv nicht anden Korepressor Grouch®LH-4 (Fischer et al., 2002; Iso et
al., 2001b; Pichon et al., 2004)

Direkte Zielgene von Notch in Sdugern saud der Heg-amilie Hes1, Hes5 untes

und die gesamte Hegenfamilie(Heyl, Heyaind Heyl (Iso et al., 2001a; Kokubo et
al., 1999; Leimster et al., 1999)Dabei fungieren sie als transkriptionelle Repressoren
und unterdriicken die Expression nachgeschalteter Gene, welche fir

gewebespezifische Transkriptionsaktivatoren kodieren.

1.4.2.2Liganden von Notchl
Der NotchSignalweg wird durcliigandender DSL Familie, welche nach Delta und

Serrate inDrosophilaund LA& in Caenorhabditis elegarnsenanntsind, aktiviert.

FUr das humane Systenmemden zwei Ligandeframilienbeschrieben: Serratéahnliche
Liganden mit Jagged 1 u@dsowie Deltadhnliche Lignden DeltalikgDIl) DIl 1,3 und4
(Lindsell et al., 1995; Luo et al., 199Burch Ligandenbindung an das ENkhtiv der
extrazellularen Region des Not&tezeptors wird der NoteBignalweg aktiviert
(Gallahan and Callahan, 1997; Lardelli et al., 1994; Uyttendaele et al., Yg@6jlie

Notch-Rezeptoren sind auch die Nottliganden Typ 1 Transmembranproteine, e
10
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extrazellularen Teil ausGFahnlichenrepetitiven Sequenzesowie einer DSDomane

bestehen(D'Souza et al., 2008)

1.4.2.3DerkanonischeNotch-Signalwegm Saugersytem
Wie in Drogphila melanogaser fungiert Notch im  Saugersytem als
Oberflachenrezeptqgrder nach Aktivierunglie Genexpressiorreguliert (Abb. 3). Zur
Aktivierung und Signalubertragung des Rezeptors sind drei proteolytische

Prozessierungsschritte erfderlich.

Notchwird im TransGolgiNetzwerk konstitutiv durch eine Furin @liche Konvertase
innerhalb der extrazellularen Domane gespaltdrogeat et al., 1998)Die hierbei
entstehende extrazellulare Domane (NECD) und die transmenibniazellulare
Domaéane (NICD) werden durch nicht kovalente Bindung zusammengehalten und bilden
den funktionellen Rezeptol(Aster et al., 2008; Gordon et al., 2008nh dieser
heterodimeren Form wird Notch ud der Zelbberflache prasentiert und kann von

einem Liganden der D&lamilie einer benachbarten Zelle aktiviert werden.

Die Intemktion desRezeptors mit dem Liganden bewirkt eine Konformationsanderung,
durch welche die MetalloproteasédDAM17 binden kann und die extazellulare
Doméane von Notch apalte (Brou et al., 2000)Die Abspaltungszon NICD von der
Transmembrandoméanerfolgt dann durch den‘-Sekretasekomplex Presenilumd
bewirkt vermutlichdie Freisetzung von NICD ins Zytoplag®a Strooper et al., 1999;
Kopan and llagan, 2009Yon dort aus wandert NICD in den Zellkern uelrutiert
Kaaktivatoren(CoA)wie Mastermindikel (MAML1)YWu et al., 200Q)welches hierbei

an die ANKDomane von NICD bindet undndere transkriptionale Aktivatoren mit
einbezieht(Jeffries et a).2002) Nach derBildung dieses Komplex@geragiert NICD

mit dem TranskriptionsfaktoRBFPj, welcher darafhin von einemtranskriptionellen
Repressor zweinem transkriptionellen Aktivator umgewandelird. Infolgelessen
kénnen die Notchabhangigen Zielgenexprimiert werden (Kovall, 2008)In vitro
Versiche konnten zeigen, dass verkirzte Mutanten von MAML1 (dominant negatives
MAML1/dnMAML1), welche nur die-tdrminale NICD Bindedoméane besitzen, einen

dominant negativen Effekt auf NICD bewirk@myer et al., 2002;ih et al., 2002und
11
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somit als direkterinhibitor des NotckSignalwegs fungierendknen (Maillard et al.,
2004)

Signalsendende Zelle

DLL1

HOI

1
m
@ pLL1

aktiv inaktiv

DSL- ~
Doméne

Adaml7

Abb. 3 : KanonischéNotch-Signalweg.

Der NotchSignalweg wird durch die Interaktion der Ligangsprimierenden und Notchrezeptor
exprimierenden Zellektiviert. Nach Bindung des Liganden (DLL/JAG) an die extrazellulare Doméne des
Notchrezeptors (NECD) erfolgt die proteolytische Spaltung der inttaretitDoméane von Notch (NICD),
welche anschlieend in den Kern wandert. Im Kern rekrutiert NICD Koaktivatoren (CoA) wie
Mastermirdlikel (MAML1). Dies fiihrt zu einer Umwandlung des transkriptionellen Repressdrs RBRjz
einem Aktivator und bewirktinter anderemdie Transkription der Zielgene (Heyl, Hesl). (Abbildung
modifiziert nach (Ranganathan et al., 2011 ys: cystareiche Domé&ne; DLL: Deltke, DSL: Delta
Serrate Lag2; EGF: epidereral Wachstumsfaktor Hesl: hairy and enhancer of

split 1;Hey1: Heselatedrepressor proteinJAG: Jagged

1.4.3 Numb als Modulator von Notch
Die Zellschicksalsdeterminanidumb ist én zytoplasmatisches, den NoteBignalweg
negativ regulierendes ProteifHartenstein and Posakony, 1989Yie bereits erwahnt
(1.4), fuhrt bei Drosophia wahrend der Entwicklung des peripheré&ervensystems
eine asymmetrische Verteilungrzon Numb auf die Tochterzellen mmterschiedlichen
Zellschicksalen: IBellen mit Numb wird die NoteBignaltransduktiomnterdrickt und

sodie neuronale Differenzierung eingeleitet
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Im humanen System liegt Numb in vier Isofien vor, dabei scheinen Numhind
Numbk2 Uberwiegend plemamembrangebundeworzuliegen,wahrend Numb3 und
Numb4 zytosolisch vorzuliegen scheingbho et al., 1999)Alle Numblsoformen
enthalten eine Phgshotyrosinindedoméne (PTB), die der Inéktion mit
verschiedenen Proteinen diefiti et al., 1997; Li et al., 1998; Zwahlen et al., 20Di@)
Isoformen Numbl und Numbesitzeneine langere Variante der PTB DomdR&BL)
als die Varianten Numb3 und NuAl{PTBS)Die Isoformen Numb2 und Numb4
enthalten eine verklrzte Variante der prolinreichen Region (PRR) dmr@inus des
Proteins (Abb. 4). Diese PRRoméane weist mehrere SHEBIndemotive (PXXP), ein
Eps15 sowie ein h-Adaptin Bindemotiv aufSmith et al., 2004)iber dasNumb mit
h-Adaptin (Berdnik et al., 2002)nd Proteinen mit einer EpsitomologerDoméne,
die als Regulatoren ddsndozytosenetzwerkes geltdBato et al.; Smith et al., 2004)

interagieren kann.

Numb2 Eii:-:]
Numb 3 Eii:':-:
Numb 4 Eii:_:)

Abb.4: In Sugern existieremier Numb-Isoformen.
Numbl und Numb?2 besitzetie gro3ePTB Doméane (PTBL), wohingegen Numb3 und Numb4 die kleine

PTB Doméane (PTBS) besitzeer CTerminus der vier Nuralsoformen unterscheidet sich liggich der
Lange der PRR Doméarmd¢umb 1 und desitzen eineverkirzte PRR Doméane (PRRS) und Numbd2iun
eine langere Vaainte (PRRL). (Abbildung modifiziegch(Verdi et al., 1996)

Numbfordert in S&ugern die Ubiquitinierung des membrangebundenen Notchl sowie
die proteasomale Degradain von NICD(McGill and McGlade, 20Q3)Fur die
vermittelte Degradation von Notchl sowie von NICD istdemnach die
Phoghotyrosinbindedoméane (PTB) von Nunadsforderlich (McGill and McGlade,
2003) Die durch Numb vermittelte Ubiquitinierung von Notchl wird durch die

Interaktion von Numb mit der E3 Ligakehy (Itch) induziert. Es wird vermutet, dass
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Numb nach Bindung an Notchl als Adapter fur Itch und andere Komponenten der
Ubiquitinierungsmaschinerie fungiert und diese rekrutiet wodurch die
Ubiquitinierung von Notchl an der Zellmembran begunstigt wird. Dudif
Ubiquitinierung wirddie Degradation von NICD geftérderhd die Translokation von
NICD in den Kern verhindertvodurch dieZielgene von Nott nicht transkribiert
werdenkdnnen(McGill and McGlade, 2003)ch gehdrt zu Familie der Nedd4/Rsp5p
E3Ubiquitinligasen, welche sowohl Transmembranproteine durch
Monoubiquitinierung als auch zytoplasmatische ténoe durch Polyubiquitinierung
und proteasomale Degradatioherunterregulieren kénnen(Rotin et al., 2000)Die
Monoubiquitinierung wn Oberflachenrezeptoren l6st den Internalisierung ausnd

einen anschlieenden Abbau in Lysosor(ieatin et al., 2000)

In den lekzten Jahren wurde gezeigt, dass Notchl konstitutiv von der Plasmamembran
in endozytotische Sortierungskompartimente internalisiert wird. Von dort wird es dann
entweder zuriick an die Zelloberflache gefuhrt (recycelt) oder in spaten Endosomen
degradiert(Chastagner et al., 2008; McGill et al., 203 wird vermutet, dagsICD

erst in den endozytotischen Kompartimenten durch diSekretase gespalten wird
und anschlielendin den Kern wandern kan{McGill et al., 2009)Hierbei scheint
Numb die Sortierung von Notchl in die spaten Endosomen zu fordern, indem es
Notchl von dem konstitutiven Weg des Recyclings in ein spates endosomales
Kompartimentdirigiert (McGill et al., 2009)Dieser Schritt scheint wiederrum abhangig
von der Interaktion zwischen Numb un@htzu sein, da nur ubiquitinierte Rezeptoren

in die spaten Endosomen geleitet werden konn@&akata et al., 2004; Wilkin et al.,
2004)

Numb gibt demnach den intrazellularen Weg vor, den Notchl durch den
endozytotichen Sortierungskomplex nimminfolgedessenwirde Numb die Anzahl

von aktivierbarenNotchl regulierer{Le Borgne et al., 2005; McGill et al., 2009)
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1.5 Endotheliale Vorlauferzella
Endotheliale Vorlauferzellen (EVZ gewinnen aufgrund ihrer Rolle bei der
Revaskularisation von verletzten, ischamischen und regenerierenden Organen eine
immer groRer werdende klinisch&edeutung da eine rasche Resiularisation
essentiellfir den funktionellen Erhalt der betroffenen Omgist (Carmeliet, 2003;
Potente et al., 2011)lhre Beteiligung an dem Prozess dergiogenesgHerbertand
Stainier, 2011¢roffnet die MoglichkeitEVZzu implantieren, unden eingeschranken
Prozess deWundheilung beiPatienten mit verminderten Angiogenesepotentiatu
behandeln(Shepherd et al., 2006VZstellen eine Zellresource fur die artifizielle
Vaskularisierung von Transplantatdar, damit dieseausreichendmit Sauerstoff und
Nahrstoffenversorgt werden(Au et al., 2008; Levenberg et al., 2005; Rouwkema et al.,
2009; Tremblay et al., 2005)In den letzten Jahren wurden verschiedene
Endothelentitatenmit gefal3bildendem Potential beschrieben, welche im Folgenden

naher betrachtet werden sollen.

1.5.1 Endotheliale- und EndothetéhnlicheVorlauferzelen
Eine endotheliale Ziguelle stellen die humanen umbilikalen Venenendothelzellen
(human endothelial colony forming ceMdJVEQsdar, welche bereits Mitte der 1970er
als humanein vitro kultivierbare Endothelzellen beschrieben wurdéBooyse et al.,
1981; Gimbrone et al., 1974; Maciag et al., 1988)vitro reprasentierenHUVECs
robust proliferierende EVZ, den Proliferation durch eine bestimmte erreichte Dichte

inhibiert wird.

Zur Beschreibung von HUVHE®sl zur Diskriminierung voanderen Zelltyperwerden
verschiedene endotheltypische Charakteristika verwen@Bab. 1): Morphologisch
bilden HUVECseine multidimensionalen Kolonien au&imbrone et al., 1974)
Endothelzellerkdnnen durch ihre FahigkeifcLDlaufzunehmen(Voyta et al., 1984)
und das LektirUlex europaeus dgglutinin (UEA 1) zu binde(Holthofer et al., 1982)
von Perizyten und glatten Muslzellen diskrinmiert werden.Zur Unterscheidung von
Endothelzellen und hamatopoetischen Zellevird die Expression verschiedene
Oberflachenantigene verwendeHierbei gelten CD31, C08, CD144, CDl46nd
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VEGHR2 als Endothektypische Oberflachenantigenaund C[4 und CD3 als
hamatopoetische Oberflachenmarkéngram et al., 2005Der Nachweis des Proteins
ovon WillebrandFakbra (VWF), @r als Tragerproteindes Blutgerinnungsfaktors/Iil
eine wichtige Rolle bei dlutstillungspielt und h Endottelzellen in den sogenannten
WeibelPaladebodies (WPB) gelagertwird, wird ebenfalls zur Beschreibung von

Endothelzellen verwenddialentijn et al., 2011)

Neben den HUVECs werdeneggnwartig die zirkuliereden endothelialen
Vorlauferzellea und die endothelialem koloniebildende Zelleh als endotheliale

Vorlauferzekn diskutiert:

Zirkulierende endotheliale VorlauferzeeEVZ) Eine entscheidende Rolleei der
Neubildung von GefalRerkann bei aus dem Knochenmarkstammenden Zellen
nachgewiesemwerden, welcheerstmalig1997 von Asaharat al. aus dem peripheren
Blut argereichert wirden (Asahara et al., 1997; Rafii and Lyden, 2003; Urbich and
Dimmeler, 2004)Zirkulierende endothelialé/orlauferzellenexprimierensowohl die
fur Endothelzellentypischen Antigene CD31, CD62KEGHR2, den Angiopoietin
Rezeptor Ti€ als auch das fur hanatopoetische Zellen charakteristische
Oberflchenantigen CD45. Aufgrund derPrasez von endothelialen und
hamatopoetischen Oberflachenantigemauf der Oberflache dieseZellenwird diese
von Asaharaet al. als Endothelbildende hamatopoetische Stammzellbezeichnet
welche in vitro zur endothelialen Vorlauferzelle (EV@jfferenziert (Asahara et al.,
1997)

Endotheliale koloniebildende Zef{endothelial colonyforming cellsSECFQsECFCsind
HUVE&hnliche Zellen, die aus Nabelschnurrestblut und peripherem Blotiert
werden konnen (Ingram et al., 2004) Sie zeichnen sich durch eimrobustes
proliferatives Potential asi(Case et al., 2007binden UEA und nehmen AcLDL auf
(Yoder et al., 2007)Immunoph&notypisch exprimieren sie die Endottyglischen
Oberflachenantigene CD31,DC05, CD14, CD146 und VEGR2 sie exprimieren
weder auf Proteinnoch auf RNAbenedas fur hamatopoetische Zellen typische CD45

oder dasfur Makrophagerypische CD11%Yoder et al., 2007)n vitro bilden ECFCs
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tubularartige Struktuen in 3DMatrices, wie Kollagen oder Matrigelus(Sieveking et

al., 2008)

Weiterhin wurden folgendé&igenschaften vorEVAind ECFCsiiteinander verglichen
zEVZunterstitzen den Prozess der Neoangiogenese, indem sie sich in bereits neu
gebildete Gefalie integrieren, jedo&dnnensie sellst keine Gefal3bildunghduzieren
(Case et al., 2007; Kalka et al., 2000; Vasa et al., 20@ter et al., 2007ECFCs bilden
funktionelle BlutgefalRele novoaus, wenn diese in einer 3atrix aus Kollagen und
Fibronektin in die Flanke einer immungeschwachten Maus transplantierdem

(Yoder et al., 2007)

Ein Charakteristikum von Makrophagen stellt ihre Fahigldar, Bakterien zu
phagozytieren(Hume et al., 20B). Ein Vergleich zeigte, da&CFCs und HUVEGs
Gegenteil zuzEVZund der murinen Makrophagenlinie J7kkine Eschechia coli

phagozytierer(Yoder et al., 2007)

Der Vergleich von zEVZ und ECFCs lasst datdigii®n(zusammengefasst ifiab.1),
dasszEVZ eine Subpopulation endothelmimikrierender, hamatopoetischer, adharent
werdender Monogten/Makrophagen darstellerfHirschi et al., 2008Fir diese Arleit
wurden aufgrund dieser Resultateeben HUVECdie HUVE@hnlichen ECFCs als

Zellquelle endothelialer Vorlauferzellen gewahlt.

Tab.1: Vergleich von zEVZ, ECFCs und HUVECs

ZEVZ ECFE HUVEE
Endothelialer Immunphéanotyp  einige Zellen: alle Zellen: alle Zellen:
CD31CD105CD144 CD31CD105CD144 CD31CD105CD144
CD146VEGRZ CD146VEGRZ CD146 VEGRZ
Bindung von Ulex europaedis ja ja ja
VWF pos pos pos
Aufnahme von AcLDL ja ja ja
Hamatopoetischer ja (CD45CD14) nein (CD45CD19 nein (CD45CD19
Immunph&notyp
Expression Makrophagen ja (CD113 nein (CD11% nein (CD11%
typischer Marker
Expression auf RNBbene CD45CD14CD115 CD45CD14CD115 CD45CD14CD115
Phagozytose von Bakteni ja nein nein
Vaskularisierung immundefiz. nein ja ja
Mause
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1.5.2 In vitro weisenECFCs/HUVEEme hierarchische Entwicklung auf
Werden zuiUntersuchung des Proliferatiopstentialsvon ECFCs und HUVECS einzelne
Zellen fur 14 Tagéultiviert und die Kolonidildungsrate analysiertzeigt sich, dass
55 % der ECFCs und 52 % der HUVECs nach Einzelzellablage teilisnigdtsdgdie
gebildeten Kolonien unterschiedliche Grol3en agisgn (Ingram et al.,, 2005)
Aufgrund dieser Ergebnisseirds geschlussfolgert, dass die initiale Kolonie aus
unterschiedlich primitiven endothelialen Vorlauferzellen leddf in der die
primitivsten endothelialen Vorlauferzellen das hochste koloniebildende Potential
bestzen. ECFCs undlUVECsvurden somitin vitro eine Hierarchie untersgedlicher
Progenitorzellen ausbilder{lngram et al., 2005; Ingranet al., 2004) Fur die
Diskriminierung in primitive und reif&ubpopulationeninnerhalb dieser Hierarchie
sindbis zum heutigen Zeitpunkieine Oberflachenmarker identifizientorden (Abb.5)
(Ingram et al., 2004; Nagano et al., 2007a)

A) B)

CcD34- cD7n

CD?|

aquatodin

EEHENI=NrY

ua||azia nepo A ajajyouaiuaiun

Abb.5: Modell desEntwicklurgsverlaus somatischer HSZ und ES
(A) Die hamatopoetische Stammzelle befindet sich in einer Zellpopylatéstehendaus Stamm(HSZ)

und Vorlauferzellen (HVZ). Die hierarchische Entwicklung der HSZ/HVZ kann mit der Hilfe von
Oberflachenantigenereschrieben werderDifferenzierte Linien exprimieren fur sie typische Marker
(lin); (klassisches Modetler Hamaopoese modifiziernach (Giebel and Punzel, 200¢B) Darstellung
der heterogenen Zellpopulation vandothelialen VorlauferzellerEY3, deren Diskriminierung Uber
OberflackenantigenezumheutigenZeitpunktnicht maglich istprientiert an dem hierechischen Modél
der Hamatopoese (Modifiziert nach (Giebel and Punzel, 2008ESZendotheliale Stammelle;
EVZendotheliale  Vorlauferzelle;  HSZ&matopoetische  Stammzelle;  HW&matopoetische
Vorlauferzelle; CMPesommon myeloid progenitor’/allgemeinmyeloide Vorlauferzelle; CLEsmmon
lymphoid progenitor’/allgemeine lymphatische Vorlauferzelle; GMRyanulocyte macrophage
progenitor’/Granulozyten Makrophagen  Vorlauferzelle; Rdinegakaryocyte  erythrgte
progenitor’/Megakaryozyten Erythrozyten Vorlaufer
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1.6 Fragestellung
Wie unter 1.5.2 geschildet, bilden endotheliale kolonibildende Zellen (ECFGs)d
humane umbilikale Venenendothelzellen (HUVEC&hnlich wie primitive
hamatopoetische Zellen eine Hierarchie unterschiedlicher Progenitorzellen aus, fur
deren Diskriminierung bisher noch keine Oberflachenmarker identifiziert gogind
(Ingram et al., 2004; Nagano et al.,, 20Q7Bufgrund der Tatsache, dass wir
ECFQBIUVECssowohl durchflusszytometrisch wie auch morphologisch als aufRerst
heterogene Zellpopulation darstellen kénnen, sindr wn der Lage, einzelne
Teilpopulationen durchflusszytometrisch voneinander zu trennen und sowohl
funktionell als auch deskriptiv zu analysierém.Analogie zu dein der Hamatopoese
entwickelten Methodik, verschiedene  Vorlauferzellen unterschiedlicher
Entwicklungsstadien Uber Oberflachenproteine zu diskriminieren, sofiteRahmen
der vorliegenden Dissertatiodie Hierarchieendothelialer Vorlauferzellemmit Hilfe
von Zelloberflachenmarkernatigestellt werden Ebenfalls sollte Gber diese Hierarchie
Aufschuss Uber ihr Proliferationspotential und deren Differenzierungszustand gegeben

werden.

Da derNotch-Sgnalwegeine entscheidende Rolien Prozess Selbsterneuerumgrsus
Differenzierung von Zellen spie{Bigas andEspinosa, 2012; Herbert and Stainier,
2011) sollte im weiteren Verlaufder Einfluss desNotchSgnalweg auf die
hierarchische Entwicklungntersucht werden. Esvurden Komponenten des Noteh
Signalwegdentiviral in HUVECgransduziertund de Einfluss af das Zellschicksal
dieser Zelleranalysiert Ebenfalls wurdesin méglicher modulativer Einfluss von Numb
und Numblikeauf den NotckSignalweg durch Analysen des Funktmgewinns(gain

of function) und Funktionsverluss (loss of functiohuntersucht.

Mogliche Effekie des Uberexprimiertenoder herunterregulierten Proteins auf die
hierarchische Entwicklungder enothelialen Vorlauferzellensollten {ber das
Proliferationspotentihund das Koloniebildungspotentider Zellensowie mit Hilfe von

funktionellenAnalyseverfahremntersuchtwerden.
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2. Material und Methoden
2.1 Materialien und Gerate

2.1.1 Ubersicht tiber die verwendeteiitsund Assays

Bezeichnung Firma

Apo One Kit Promega
CellTiterBlue Cell Viability Assay Promega

High Capacity cDNA Reverse Transcripkii Applied Biosytems
RNeasy Microkit Qiagen

2.1.2 Ubersicht tUber die verwendeteMedien/Medienzusétze

Bezeichnung Firma
EGM2 bullet kit Lonza
DMEM 4,59/l Glukose PAA
FBS Biochrom
L-Glutamin Gibco
Pen/Strep 100x Gibco
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2.1.3 Antikorper und Seren

2.1.3.1Ubersicht tiber die verwendeterkonjugierten Antikorper

Bezeichnung Markierung Klon Firma Bezeichnung  Markierung Klon Firma

Cbh2 PE S5.2 Immunotech CD62L Fitc DREG56 Immunotech

CD4 PE RPA-T4 BD CD62P Fitc AK-4 BD

CD7 Fitc MEM-186 Exbio CD63 Fitc H5C6 BD

CD8 Fitc HIT8a BD CD71 Fitc YDJ1.2.2 Immunotech

CD9 Fitc MEM-61 EuroBioScience CD74 Fitc M-B741 BD

CD10 PE HI10a Immunotech CD79% PE CB3-1 Beckmann Coulter
CDl11la PE 25.3 Immunotech CD81 PE JS-81 BD

CD11b PE Bearl Immunotech CD83 PE HB15a Immunotech
CDllc PE BU15 Immunotech CD87 PE VIM5 Beckmann Coulter
CD13 Fitc SJiD1 Immunotech CD90 PE F15-42-1-5 Beckmann Coulter
CD14 PE M5E2 BD CD95 Fitc LT95 Exbio Testalliquot
CD15 Fitc 80H5 Immunotech CD97 Fitc VIM3B BD

CD18 Fitc TE4 Immunotech CD99 Fitc TU12 BD

CD24 PE ML5 BD CD102 PE CBR-1C2/2 BD

CD25 Fitc 1HT44HH3 Beckmann Coulter ~ CD103 PE 2G5 Beckmann Coulter
CD26 Fitc M-A261 BD CD106 PE STA eBioscience

CD27 Fitc L128 Immunotech CD109 PE TEA2/16 BD

CD28 PE CD28.2 Immunotech CD110 PE BAH-1 BD

CD29 Fitc K20 Immunotech CD116 PE 4H1 BioLegend

CD30 PE HRS4 Immunotech CD117 PE 95C3 Immunotech
CD31 Fitc WM59 BD CD122 PE CF1 Immunotech
CD33 PE HIM3-4 Exbio CD123 PE 6H6 Beckmann Coulter
CD34 Fitc 581 Immunotech CD126 PE M9l Beckmann Coulter
CD34 ECD 581 Beckmann Coulter CD127 PE R34.34 Beckmann Coulter
CD36 Fitc CB38 BD CD131 Fitc CF1 Immunotech
CD37 Fitc NMN46 EuroBioScience CD133 PE AC133 Milteny

CD38 PE HIT2 BD CD135 PE SF1.340 Beckman Coulter
CD40 PE MAB89 Immunotech CD135R

CD41 PE P2 Beckmann Coulter ~ CD138 PE B838 Beckmann Coulter
CD4la PE HIP8 BD CD144 PE TEA1/31 Immunotech
CD43 Fitc 1G10 BD CD146 Fitc P1H12 eBioscience
CD44 Fitc J.173 Immunotech CD150 PE Al2 BD

CD44 APC 1219 BD CD151 PE 14A2.H1 BD

CD45 Pcy-7 J33 Beckmann Coulter CD152 PE BNI3 Immunotech
CD45RA PE HI100 BD CD156b PE 111633 R&D

CD46 Fitc J33 Beckmann Coulter CD164 Fitc N6B6 BD

CD47 Fitc B6H12 BD CD166 PE 3A6 Pharmingen

CD48 Fitc J4-57 Immunotech CD184 PE 44717 R&D

CD49b Fitc AK-7 BD CD252 PE k-1 BD

CD49d Fitc HP2/1 Immunotech CD253 PE 75402 R&D

CD49%e PE L25 BD CD312 Fitc 2A1 AbD Serotec
CD49f PE GoH3 BD CD324 PE 180224 R&D

CD50 PE HP2/19 Immunotech CD333 Fitc 136334 R&D

CD52 PE HI1186 Exbio BCRP1 Fitc MAB4155F

CD53 Fitc HI129 BioLegend HLA-ABC Fitc IMMU-W6/32  Immunotech
CD54 Fitc 84H10 Immunotech HLA-DR PE IMMU-357 Immunotech
CD55 Fitc JS11KSC2.3  Immunotech MDR1 Fitc 17F9 BD

CD56 PE NCAM16.2 BD VEGF-R1 PE 49560 R&D

CD58 PE AICD58 Immunotech VEGF-R2 PE 89106 R&D

CD59 Fitc p282(H19) BioLegend VEGF-R3 PE 54733 R&D

CD62E PE H5C6 BD
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2.1.3.2U0bersicht tiber die verwendeten sekundaren Antikorper und Seren

Sekundare Antikorper Spezies Konzentration Firma
Alexa 488 Ziege anti Maus  1:1000 extra; 1:1500 intra  Invitrogen
FAB Cy3 Affe anti Maus 1:50 extra; 1:300 intra Dianova
Seren Stock Konzentration Firma
Serum aus Maus 50 mg/ml 5-10 % Dianova
Serum aus Kaninchen 60 mg/ml 5-10 % Dianowa
Serum aus Affe 60 mg/ml 5-10 % Dianowa

2.1.4 Ubersicht uber die verwendeteiGerateund der dazugehérign Software

Geréat Modelbezeichnung Firma
CO2Inkubator Hera Cell240 Thermo Scientific
Durchflusszytometer FC500 Beckmann Coulter
Software: CXP 2.2 und Kaluza 1.1
FACS Aria | BD
Software: Diva 6.1.2
Fluorometer GENios Tecan
Geldokumentationsgetd  Fusion FX7 Vilber Lourmat
Heizblock HX2 peqgLab
Biotechnologie
Mikroskope CKX41 Olympus
Observer Z1 Zeiss
Software: AxioVision Rel 4.8
Klimakammer XL multi S1 1018910 Pecon

Sequenzanalysegerat

Spektralphotometer

Taumler

Thermocycler
Zellkulturbank
Zentrifugen

ABI PRISM 7900HT Sequence Detectors
Software: SDS.2
Power wave XS

NanoDrop 1000 Spektralphotometer
Typ VX7

GeneAmp PCR System 9700
Hera KS12

5810R

5424

Applied Biosystems

Biotek

peqLab
Biotechnologie
Janke & Kunkel
electronic

Applied Biosystems

Kendro
Eppendorf
Eppendorf
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2.2 Methoden
2.2.1 Molekularbiologische Methoden

2.2.1.1Verwendete Plasmide zur Herstellung virushaltiger Uberstande
Die reverse Transkriptase von Retroviren ermdglicht ihnen, ihr-@&m in DNA
umzuschreiben und diese afdiel3end in das Wirtsgenom zu integrieren. Durch die
Integration der viralen DNA wird das Provirus stabil in das Genom der Zielzelle
integriert und wahrend der Zellteilung auf beide Tochterzellen weitergegeben. Dies

macht Retroviren zu idealen Vehikelrr fien Transfer von Genen in Stammzellen.

Die retroviralen Hullproteine stellen fir die Stabilitéat der retroviralen Partikel und far
den Gentransfer in verschiedene Zielzellen einen limitierenden Faktor der retroviralen
Gentransfersysteme darDurch die Psadotypisierung kann der Tropismus des
retroviralen Vektors verdndert werden. Haufig wird dasP@tein desVesicular
Stomatitis VirugVSVG) zur Pseudotypisierung verwendda eszu einem sehr breiten
Wirtsspektrum der Retroviren fihr{Yee et al., 1994)Fur diese Arbeit wurde ein
foamyviraler Pseudotyyektorverwendet der anstelleeinesretroviralen Hullproteins

fur das virale Hullproteinles Foamyvirusp(imate/prototyp foamy viruskodiert. Das
Verwenden @s Hullproteins zur Pseudotypisierung der Viruspartikel bietet im
Gegensatz zlentiviralen Hullproteinen den Vorteil, dass es aufgrund @x63e des
FoamyvirusGenoms von 13 kbeine potenziell hohe Kapazitat besitzgroRle
heterologe Gensequenzen zu verpackeesweiterenscheinen Foamyviren keine
Pathogenitat bei Menscheru verursacheifLinial, 2000; Yee et al., 1994)d besitzen

einen breiten Wirtsund Gewebetropismu@Meiering and Linial, 2001)

In dieser Arbeit wurden flr die Pdaktion virushaltiger Uberstandein Vektorplasmid,

ein Helferplasmid und ein Hullplasmid verwendet.

Uberexpression verschiedener Komponenten des Noteignalwegs Fir die
UberexpressiongExpressionsStudien wurdeals Transfervektordas Vektorplasmid
pA.61EGwo verwendet, welchesuns freundlicherweise von Prof. H. Hanenbefgnik
fur KinderOnkologie,-Hamatologie &Immunologie Universitatsklinikum Dusseldorf)

zur Verfugung gestelkvurde. Das VektorplasmidpCLEIEGwo basiert aufdem zur
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Familie de Rdroviren gehérendem Lentivirus HIV (humanes immundefizienz Virus).

Die viralen Gengag, pol und envwurden entfernt und autlasHelferplasmid und das
Hullplasmid verteilt. Das Plasmid enthalt eineultiple Klonierungsstellenfultiple

cloning site MCS undeGFRenhanced Green Fluorescent Proteils)Reportergendie

unter der Kontrolle desSFFWPromoters stammend aus denSpleen Focus Formin

Virus (SSFV), steherim Vektor enthalten sind zudendas Verpaoctzy 3a aA 3y | /
welches notwendig ist, um die Inkorporierung viraler mRNA in den neu gebildeten
viralen Partikeln zu ermdéglichen sowgie fir die Integration in das Genom der

Zielzelle nétigen LTRsrfg terminal repeatsdes VirugAbb.6A).

Die Plasmide, die strukturelle Komponenten fir den Viruspartikel bereitstellen,
werden als Helferplasmide bezeichndder als Helferplasmid verwendet&ekior
pCD/NEBH kodiert fir die retroviralen Strukturgenegag (kodierend fir die
strukturellen Komponenten des Virus: MatjiXapsid und Nukleokapsidproteine)nd

pol (kodierend fur die Enzyme des Virus: Protease, Integrase und reverse
Transkriptase)Die regulatorischen Geneif, vpr, vpu, rev und tat werden unter der

Kontrolle des CMWromotersreguliert(Mochizuki et al., 1998Abb.6B).

Der als Hullplasmid verwendeteVekior pcoPEOL kodiert das foamyvirale
(primate/prototyp foamy virus Hullpotein, dessen Expressiorebenfalls vom
CMVtPromoter reguliert wirdHeinkelein et al., 199&Abb.60).

Die durch Helferund Hullplasmid bereitgestellten Sequenzen fur die Ggag pol
und envkodieren fur die jeweilige virale mRNAid3e kann jeddt nicht in die viralen
Partikel inkorporiert werden, da ihnen das Verpackungssignal fehltmi&owird
sichergestellt, dass die hergestellten Viren nicht zur Replikation fahig dandie
Sequenzen fir die Strukturproteine des Virus nicht in das Genomialeelle gelangen
konnen Eine gleichzeitige Transfektion mit den doeschriebena Plasmiderfihrt zu
einer Generierung von effizienten rekombinantergplikationsdefekten Retroviren

(Naviaux et al., 1996; Soneog&gal., 1995)

Bei den verwendeten retroviralen Plasmiden ist der Promotmd EnhanceBereich
im 3'LTR deletiert, weshalb sie zu den seibaktivierenden gelfinactivatingSIN)

Vektoren gehorenDurch die Integration in das Genom déelzellewird der defekte
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U3-Bereich des LTRs auf den-B@&eich der 5LTRs geschrieben: beide LTRs des

Provirus sind somit transkriptionell stumm.
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Abb. 6 : Karten der verwendeten Plasuié
(A) Als Transfervektor wurde das Plasmid p{EH®wo verwende{B) Als Helferplasmid wurde der Vektor
pCD/NEBH verwendet{C)AlsHullplasmidder Vektor pcoPE.

In dieser Arbeit wurden die folgenden in unserer Arbeitsgruppe bereits bestehenden
Transfeplasmide zur Herstellung virushaltiger Uberstande verwengét 6lEGwo-
Numbl, pCLEIEGwo-Numi2, pCLEBIEGwo-NumiB, pCLEIEGwo-Numb4, pCLEIEG
wo-Numblike pCLEIEGwo-MAML1(:302) pCL-IEGwo-NICD1, pCLEIEGwo-Hey1,
pCLEIEGwo-Hey2 pCLEIEGwo-Hedl.

Diese wurden urspringlich wie folgioniert:
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Die Pasmide, die die verschiedeneruib-lsoformen entlelten, wurden urspriinglich

von Verdi et al.(Verdi et al., 1999)zur Verfigung gestelltAlle vier fur die
verschiedenen Numidtsoformen kodierenden Regionen [Numbl (1956 bp), Numb2
(1812 bp), Numb3 (1923 bp) und Numb4 (1779 bp)] wurden durch einen
Restriktionsverdau mit derRestriktionsendonukleaserEcoRlund Xhol aus dem
Expressionsvektor pIRESFP ausgeschnitteund anschlie3end in den entsprechend
mit EcoRund Xholbehandelen Transfervektor pCH&Gwo ligiert. Das906 bp grolRe
cDNAFragment, das fir humanes MAML1(2302) kodiert, wurde aus dem
Expressionsvektor pFLATMV?2 érhalten von Lizi WY Wu et al., 200Q)uber Sallund
BamHIausgeschnitten und tber die SchnittsteX@olund BamHlin den pCL8EGwo
ligiert. Das 2400 bp grofRe cDMfagment, kodiered fur die humane intrazelluléare
Domane von Notch, wurde durch @en Restriktionsverdau mit den
RestriktionsendonukleaseBamHIlund Xhol aus dem pCDNA3Mektor (Invitrogen)
ausgeschnitten und anschlie3end in den entsprechendBgltl und Xholgeotffneten
Transfervektor pCLEEGwoligiert. FUr die Klonierung voNumblke, Heyl, Hey2 und
Hesl wurden zunéchst aus unterschiedlichen Zellen (humanen umbilikalen
Venenendothelzellen sowie endothelialen koloniebildenden Zellen) eBahken
erstellt. Aus diesen wurden mit Hilfe von spezifischen Oligonukleotiden mittels PCR die
offenen Leseraster vorNumblike Heyl, Hey2 und Hesl amplifiziert. Nach der
Amplifikation fand ein Restriktionsverdau der PRRdukte statt, so dass spezifische
3-Uberhange an den Sequenzenden generiert wurden. Mittels dies€lb8thange
wurden die PCIiRrodukte vorerst in den Expressionsvektor plREFP eingebracht.
Hierbei wurden die Amplifikate der offenen Leseraster Niiimblike (1830 bp), Heyl
(915 bp) und Hesl (843 bp) jeweils mit den Restriktionsendonuklex$ehund
BamHI verdaut und anschlieendn den entsprechend mitXhol und BamHI
behandelten Vektor pIRESSFP ligiert. Das 1014 bp groRe Amplifikat des offenen
Leserasters Hey2 wurde durch einen  Restriktionsverdau mit den
RestriktionsendonukleaseiXhol und Bglll ausgeschnitten und anschliel3end den
entsprechend mitXholund BamHIbehandelten Transfervektor pIRESFP ligiert, da
die Uberhange deBglllund BamHlkompatibel sind.
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Anschliel3end wurden die Fragmente vidnmblike Heyl, Hey2 und Hegéweils mit
Hilfe der Restriktionsendonukleasedhel und BsrGlaus dem Vektor pIREESFP
ausgeschnitten und in den Vektor pGE&Swo, der mit den gleichen

Restriktionsendonukleasen geotffnet wurde, ligiert.

Herunterregulation der Genexpression von Numb und Numblike. Zur
Herunterregulation der Genexpraes von Numb undNumblikewurde neben dem als
Helferplasmid verwendete Vekior pCD/NEBHund dem als Hullplasmid verwendete
Vektor pcoPEO1der von Open Biosystems entwickelpd RIPAhRNAmiVektor als
Vektorplasmidverwendet (Abb. 7) (Das et al., 2004; Silva et al., 200Burch den
Vektor pTRIPAhRNAmirwerden permanent kurze Haarnad@NAs ghort hairpin
RNAShRNA) produziert(Paddison et al., 2004)Der Vektor ist mit einem
Teton®System ausgestattet, mit dems Hilfe die Induktion der Gerpression durch
die Zugabe vonDoxyzyklin reguliert werden kann. Diese Doxyzydihangige
Induktion wird durch zwei Komponenten ipTRIPZX/ektor ermdglicht: dentetracyclin
response elemenfTRE und demreversen TetrazyKin abhangigen Transékator 3
(tTA3. Der rtTA3 kann Tetrazhn bzw. dessen Derivat Doxyzyklin binden. Der
gebildete Komplex aus Doxyzyklin und rtTA3 aktiviert GREPromoter des Zielgens.
Zusatzlich wird zu der Expression dgdRNAmidas ReporterproteirtRFP(turbo Red
HuorescentProtein) exprimiert. Das Tedbn®System kann durch Entzug des Induktors
Doxyzyklin wieder deaktiviert werden. In dieser Arbeit wurden die in unserer
Arbeitsgruppe bereits bestehenden pTRHPRNAmM#Numb [freundlicherweise von
Prof. Dr. med N. Stdcklein(Klinik fir Allgemein, Viszeal und Kinderchirurgie,
Universitatsklinikum Dusseldgrfzur Verfugung geste]lt und pEGIPBhRNAmMir
Numblike Konstrukte verwendet.Bei dem pEGIPZAhRNAmi#Numblike Konstrukt
wurde die kodierende Reagn fir tRFP im pTRHBBRNAmMirgegen die &dierende
Regon von eGFP mittels der Oligonukleotide e@HRéhingfwd (5- TCA ACA ACC GGT
GCC ACC ATG GTG AGQ 4nd eGFEloning rev (5ACA TAG ATC GAT TAC TTG TAC
AGC TCG TCC AZaus demPlasmid peGFR1 amplifiziert.Durch die Verwendung
der Oligonukleotie wurde eine Kosagequenz vor dem amplifizierten eGFP sowie die

SchnittstellenAgelund Claleingefuihrt Die kodierende Region des tRFP wurde durch
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einen Restriktionsverdau mit deRestriktionsendonukleaseAgelund Clalaus dem
pTRIPAhRNAmMIr ausgeschien und anschlieBend die kodierende Region fur das
eGFP ligiert.

Die shRNAKassetten wurden durch die von Paddiseinal. (Paddison et al., 2004)
beschriebene&lonierungsstrategienittels PCR amplifizietnd UberXholund EcoRIn

den pEGIPhRNAmikloniert. Die verwendeten Oligonukleotide waren die folgenden:
5-CAGAAGGCTCGAGAAGGTATATTGCTGTTGACAGTGAIGCG

5-CTAAAGTAGCCCCTTGAATTCCGAGGCAGTAGGCA
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Abb.7: pTRIPAhRNAmiIr Vektoder Firma Open Biosystems

2.2.1.2Arbeiten mit RNAund DNA

2.2.1.2.1 Extraktion von GesamRNA
Die Extraktion von Gesam®NA wurde mit Hilfe von Anionenaustauschefsa
durchgefuhrt Bei dieser Methode handelt es sich um eine spezifische Aufreinigung der
GesamiRNA mittels hydrophiler Siliziumgelsaulen unter Verwendungiggeéer
Puffersysteme. Zuerst wden die Zellen in einem Guanidiniumisothiocyanat

28



Material & Methoden

enthaltendem  Rffer  homogenisiert und lysiert.  Durch  das Salz
Guanidiniumisothiocyanatverden samtliche Proteine inklusive R&&n denaturiert
und die RNA vor Degradierung bewal®ias Prinzip dieser Methode beruht auf der
Bindung der RNA mit mehr als 200 Nukleetidan die Silimmdioxidmembran,
wahrend Zellbestandteile abgewaschen werden. ER&Ste wrden durch eine
Behandlung mit DNs entfernt. AnschlieBendwurde die RNA mit 40 ul
nukleasefreiemWasser von der Saule eluiawnhd bis zur weiteren Verwendung bei

-80°Cgelagert

Die Isolierung derGesamiRNA aus humanen endothelialen Vorlauferzeléfolgte
mit dem RNeasy Micro K{Qiagen, Hilden, Deutschland) gemald dermga@ben des
Herstellerprotokolls. Die hierbei verwendetépiagenAnionenaustauschesaulen des
RNeay Micro K& wurden speziell fur die Isolierung voiRNA aus wenig

AusgangsmaterigbK  p °EZellen) entwickelt.

2.2.1.2.2 Konzentrationsbestimmung von RNA
Die Konzentration der isolierten RNA wurde mitt8gektralphotometer(NanoDrop
1000 Spektralphotometer, Peaid) bestimmt. Fir die Messung wurdeul eluierte RNA
gegennukleasefreies WassgemessenPurin- und Pyrimidinbasen besitzen beiner
Wellenlange  von 260m ihr ~ Absorptionsmaximum, weshalb die
Konzentrationsbestimmung der RMNpkoben auf dem NanoDrop 100bei 260nm
erfolgte. Um Verunreinigungen durch Proteine auszuschliefemde zwséatzlich die
Extinktion bei 280m bestimmt und der Quotient E260/E280 gebildet, der bei

proteinfreier RNAPraparation zwischen 1-30liegt.

2.2.1.2.3 Reverse TranskriptioiReaktionzur Synthese von cDNA (RT)
Das Umschreiben von RNA in kompésitiire DNA(cDNA)erfolgt durch Enzyme, die
als everse Transkriptasen oder RidBhangige DNA&olymerasen bezeichnet werden
Das Umschreibemon cDNA aus RNA erfagv A & RSY al A 3 KRevelsdJ OA (i &
Tray & ONR LJG A 2y Y A di BiosyR@®S\NTa@lsbad)Kalifotniedl, JISM)Seman den
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Angaben des Herstellerprotokolls. Zuersturde ein zweifacher RT Mastdix
vorbereitet, welcher folgende Komponenten pro Ansatz égith

2x RTMaster-Mix:

2> 10x RT Puffer

0,8 pl 25x dNTP Mix (100 nM)

2 ul 10x RT Random Primer

1 pl MultiScribé” Reverse Transkriptase
4,2 pl nkkleasdreies Wasser

Da in der anschlieReden quantitativen EchtzeiPCR (Real Time-quantitative
PolymeraseChain ReactiomRFPCR der Nachweis verschiedener cDNAs erfolgen
solte, wurde die komplette mRNA durch die Verwendung wimem Gemisch aus
Hexamernukleotiden unterschiedlicher SequemzDNA umgeschriebeks wirden je
Ansatz 1Qul zweifach RIStockldsung mit 1l der RNAProbe vermischt. Als
Negativkontrollewurde ein Ansatz ohneeverse Tranglptase (RT) angesetzt. Die
Inkubationerfolgte in einem Thermocycler fit0 min bei 25C undl20min bei 37°C
Zur Denaturierung der reversen Transkriptase wurde der Arfsats min bei 85 °C

inkubiert.

Die cDNAProbe wirde mit 150ul DNae freiem Wasser(Sigma)verdinnt, damit
verbleibende R-Bestandteile die nun folgendgRFPCRhicht beeintrachtigen.

2.2.1.2.4 TagMangRTFPCR
Die TagMan Technologie basiert auf derFROR Methode, beler die Markierung des
PCRProdukts durch ein fluoreszenzmarkiertes Oligonukleotid erfolgt, welches
spezifisch an die entsprechende komplementdre Zielsequenz bindet. An diese
Gensonde ist neben dem Reporterfarbstoff zusékelein Fluoreszenz I6schendes
Molekil (Quenchey gebunden. Solange die Sonde intakt ist, wird die Energie des
angeregten FluorophorsRgportej zu dem benachbarten ChromophoQuenchey
transferiert, ohne dass dabei Strahlung abgegeben wird (Fluoreszenz Resonanz Energie
Transfer/FRETWahrend der PCR bindet die Sonde zwiscdem 5°- und 3"-Primer

und wird bei der cDNA Synthedearch die 5-3-Exonukleaseaktivitader eingesetzten
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TagDNAPolymerasebgebaut. Durch die daraus resultierende TrennungReporter
und Quencherstrahlt der wn aul3en angeregte Reporterfarbstoff ein detektierbares
Fluoreszenzsignal aus, welches nach jedem PCR Zgdbtnte) gemessen wirdDie
Fluoreszenz nimmt dab@iroportional mit der Menge der P@Rodukte zu. Am Ende
wird anhand von erhaltenen Fluoresmsignalen die Quantifizierung in der

exponentiellen Phase der PCR vorgenommen.

Die in dieen Versuchen verwendet8tockldsungenthielt neben derAmpli Tag Gold
DNAPolymerasefur die TagmangRFPCRoptimierte Pufferkomponenten undien
FarbstoffROX(X-Rhodamin), der als passive Referenz zur Berechnung der Fluoreszenz
dient. Ebenfalls enthi¢lder Mastermx das EnzynUracitN-Glycosylase (AmpErase
UNG)welches DNAStrange abbaut, didJracil anstellevon Thymin enthalten und
verhindert somit eine Reampliferung von kontaminierten PCR Produkten.
Folgender Reaktionsansatz wurde verwendet:

10 pl 2x MasteiMix (Eurogentec, Ref. RT_QF215t)

1 pl der jeweiligen gPCR Sonde
9 ul cDNA

20 pl Reaktionsansatz

Alle  verwendeten Sonden fur die in dieser Arbeit durchgefihrten
Genexpressionsanalysevurden von der Firma Applied Biosystems bezogen sind
in Tab. 2 dargestellt. Als Negativkontrolle wurde eine Probatgefuhrt, welche

anstelle decDNAWasser enthieltowro template contrak 60 b ¢/ 0 6

Tab.2: Auflistung der verwendeten Talylan Sonden der Firma Applied Biosystems

Sonde Sonden Sequenz (53°) Lokalisation ~ Amplikon
[bp] GroRe [bp]

Numb tcgca ccggaaaatg tagcttcecg gttaagtacc ttggccatgt agaagttgat gaatcaagag gaatgcacat ctgt 446 79

NumbLike c gctggatctg ceactgtttt ctggcactga aggactcegg cgagaggetg agecacgctg tgggetgtge tittgecgeet - 712 82

Heyl ccatcgag gtggagaagg agagtgcgga cgagaatgga aacttgagtt cggetctagg ttccatgt 286 66

Hesl gtgaagcac ctccggaacc tgecageggge geagatgacg getgegetga gecacagacce aagtgtgetg gggaagtac 532 78

GAPDH cgctcagaca ccatggggaa ggtgaaggtc ggagtcaacy gatttggteg tattgggege ctggtcacca gggetgcttt 157 122

taactctggt aaagtggata ttgttgccat caatgacccc tt

Die gRFPCRwurde benutzt, um nach vorheriger reverser Transkription die relative

Menge eines bestimmteranskripts in der Probe nachzuweisen. Dazu wurde die
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sogenannte komperative @ S i K2 RS  o-MetlzGdk) amgpwaridt. Hierbeiwvde

von jeder Probe jeweils fur das Trakript von Interesseund derinternen Referenz
GAPDHein doppelter Ansatzangesetzt Verwendet wurde dera! . L t wL{ a 71 dn
{ SdzZSyO0S 5SSO0 2 NEA it fagerdirEinst8llEng: . 2dinZbai ®S&A S Y & 0
zur Inkubation detUNG AmpEraseéktivierung derAmpli Taq Gold DNA Polymerase

flr 10 min bei 95C gefolgt vomler PCR (40 Zyklen): mxurierung furl5sec bei 95C

und Annealing/Elongatiofiitir 1 min bei 60°C.

Nach vollendetem Lauf stedltlie Auswertesoftware (Sequence Detector Software SDS
2.2, Applied Biosystems) die gemessenen Fluoreszenzwerte in einem Graggesn g
die Zyklenanza dar. Es wide ein Schwellenwert (Ct) geseétzder die Kurven der
Amplifikationen im frihen exponentiellen Bereiatarkiert Die Zellzykluszahl, bei der
eine Kurve die Gtinie schitt, ergab den CiWert fir den entsprechenden
Probenansatz. Aus den &Verten der ZielsequengCt) und der intenen ReferenzCt)
wurdel y 2 OKt A S (-@/gftRvie PStN@bidet:i  Ct-CH nt/

Dieser wude @2 Yy R SWert ek Kalibrators, hier einer unbehandelten Kontrolle,

die als Standard zur Angabe der relativen Templénge im Ansi verwendet

wurde, subtrahiert: N /pfdoe / kdbratorprobe=n N /G

Anhand der Formel N=2""%wurde die Expressiosdnderung bezogen zur
Kalibratorprobe, die den Aft 1 erhalt, berechnet und graich dargestellt. DeWert N
stellt hierbeidie Menge der Zielsequenz normalisiert zu einer endogenen Refened

relativ zum Kalibratodar.
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2.2.2 Zellbiologische Methoden

2.2.2.1Zellkulturmedien
Alle Zellkulturmedien wuden unter sterilen Bedingungeangesetzt Alle Medien

enthielten zur pHKontrolle Phenolrot (pKs= 7,4).

- Hek293Tedium Ansatz fur 100 ml Mediun®0 ml DMEM (Dulbecco's Modified
Eagle Medium4,5 g/l Glukose; PAA, Pasching, Osterreich), 1fdtales Rindeserum

(FBSBiochrom AG, Berlin, Deutscht), 100 U/ml tGlutamin (Gibcy und 100 U/ml
Pericillin/Streptomycin (Gibco).

- EGM2: Zur Kultivierung von humanen endothelial&forlauferzellenwurde das
kommerziell erwerbliche Medium EBRI (Endothelial Basal MediumLonza, Koéln,
Deutschland) mit den Zusatzen VEGEs(lar Ehdothelial Growth FactQr(Lonza)
hFGF lfuman Fibrobla Growth Factoy (Lonza) RIGF1 (recombinant Insulin Growth
Factorl) (Lonza) hEGF Human Epidermal Growth Factoy (Lonza) Ascorbinsaure
(Lonza) Hydrocortison(Lonza) Heparin (Lonzajind 2 % FBS(Lonza)verwendet.
Ebenfalls wrde das Medium mit dem Arbiotikum Gentamgin (Lonza)und dem
Antimykotikum Amphotericin B(Lonza) versetzt. Die Konzentrationsangabe der

einzelnen Komponenten wird von der Firma Lonza racigegeben

- Generierung viohumanemPlattchenlysat (PL)Yur die Generierung von humanem PL
wurden leukozytendepletierte, bestrahlte Aphereddarombozytenkonzentratenach
Ablauf der Lagerungfrist von hochstens er Tagen nach Spendeerwendet. Zur
Lysierung derPlattchen wurden dise bei -20°C eingefroren Zur Enternung der
Membranfragmente wude das PL ansdlef3end zentrifugiert (5000 x gl h)
Individuelle Abweichungen der Probemurden durch ein Vermischen vaiber 80
verschiedenen TlmmbozytenkonzentraterausgeglichenDie msammengefihrten PL

wurden in 50 ml Aquots bei-20 °C gelagert.

- EBM2 + humanes Plattchenlysdtlierbeiwurde das beschriebem EGM2 Medium
(Lonza) verwendet, aber 5 % PL statt EB§esetzt Um eineGerinnungdes Mediums
durch die in den Plattchenn¢ghaltenden gerinnungsfordernden Stoffe zu verhindern,
wurden 100 pl Heparin (HepariNatrium-5000, Ratiopharm, Ulm, Deutschlang)

500ml EBM2 Medium hinzugefugt.
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2.2.2.2Plastikware
Alle Gewebekulturschalerflaschen aus Polystyrol (TCPS) sowie das Advancéd TC
(A-TCPS) wurden von der Firma Greiner BioOne GmbH (Frickenhausen, Deutschland)
bezogen. Die Polymermodifikation des -BRCPS verandert die Oberflache der
Zellkulturgefalle derart, dass anspruchsvolle Zellen besser Kkultiviert und ihre
funktionellen Eigenshaften positiv beeinflusst werderGenauere Angaben zu der Art

der Modifikation werden von Greiner BioOne nicht angegeben.

2.2.2.3Extrazellulare Matrixkomponenten (EZM)
Die TCPulturgefaRe wurde mit den folgenden sechs Komponenten der
extrazellularen Matrix bschichtet: Kollagen Typ [Becton Dickinson GmbH,
Heidelberg, Deutschland), 0,1 % Gelatine (Sigdaich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland), 50 pg/ml Hyaluronsaure (Sigiddrich), 10 pg/ml Laminin aus dem
EngelbretAiHolmSwarm Maussarkom (SigrsAddrich) und 500 IE Heparin Natrium
(Ratiopharm, Ulm, Deutschlandur Beschichtung wurden je Vertiefung einer\2#ll
Platte 350 pl der sich in Suspensionslosung befindenden extrazellularen
Matrixkomponenten pipettiert. Nacleiner Inkubationszeit voi3 h bei RTwurde die
Suspensionslosungntfernt, so dass eine dinne Beschichtung zurlckblisatzlich
wurde Fibrin nach Neusst al. verwendet (Neuss et al., 2010Eine Fibrinlésung,
bestehend aus 170 pl einer sterildfibrinogenlosund50 pl CaGl(50 mM, Roche
Deutschland Holding GmbH, Mannheim, Deutschland)d 120 ul GBSH Puffer,
wurden mit 830 pl Fibrinogen (20 mg/ml, Sigikrich) und 20 pl Thrombin (10 U/ml,
SigmaAldrich) vermischt und fiB0 secauf das zu beshichtende TCPS gegeben. Das
Fibrin wurde vor Polymerisierung entfernt, so dass eine dinne Schicht auf der TCPS

Oberflache zuriickidhb.

2.2.2.4Kultivierung von Zellen
Allein dieser Arbeit verwendeten Zellen wurden im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO

kultiviert.
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2.2.2.4.1 Einfrieren und Auftauervon Zellen
Fur dasEinfrieren der Zellen wurden diese nithosphate buffered Salif@BS, Gibco)
gewaschen und dann mit 1Xrypsin/PB&.6sung abgelost. Zunmhbstoppen des
Trypsinswurden die Zellen in ein geeignetes Reaktionsgefiafddem fur die Zellen
entsprechendem Medium Uberfuhrt. Die Zellen wurden Bdiund 900x g fir 5 min
abzentrifugiert und der Uberstand verworfeer Niederschlagvurde in 3,75 ml
Kulturmediumresuspendiert und die erhaltene Zellsuspension 1:1 mit Emfredium
[60 % Kulturmedium 20 % DMSOCf{yoSureDMSO, WAKChemie Medical GmbH,
Steinbach, Deutschlandind 20 % FB$Lonza) vermischt. Anschlielend wurden die
Zellen in 1,5 ml Aliquots id,8 ml Kryoréhrchen bei80°C eingefroren. Fur die

dauerhafte Lagrung wurden die Z&n in flissigen Stickstoff bei96 °C Uberflhrt.

Zum Auftauenwurden dieZellenim Kryorohrchen im Wasserbdski 37 °Cerwarmt
und dann in ein 15 ml Reaktionsgefald mit 5 ml vorgewarmten Kulturme@arfC)
Uberfuhrt. Die Zellen wurde bei RTund 900 x gfiir 5 min abzentrifugiertund der
Uberstand verworfen. AnschlieRend wurderdNiederschlagn entsprechender Menge
vorgewarmten Kulturmedium (37°C) resuspendiert und in ein geeignetes

Zellkulturgefal® Gberfuhrt.

2.2.2.5HEK293%Zellen
Die Zdlinie HEK293ist Anfang der 1970er von Alex Van der Eb aus humanen
embryonale Nierenzdlen (human embryoni&idney), durch Transformatiomnit 4,5 kb
gescherter DNA de menschlichen Adenovirus Beneriert worden (Graham et al.,
1977)

Bei diesen adharent wachsend&ellen handelt es sich um hypipioide Zellenn der

Variante HEK293fird im Gegensat zu der lnie HEK dpo ! 1T dza NG 1 largeOK R &
Antigerdr SELINA YASNI = 62 RdzZNOK -RéplkatioR lefisorajer 1St f
Plasmide ermdglicht wird die einen SV4Replikatimsursprung enthalten Die
Kultivierung der Zellen erfolgtin Zellkulturgefen bis zu einemBesiedlung des
KulturgefaResKonfluenz von ca. 800 %. Dann wrden die Zellen trypsiniert und in

bendtigter Konzentration erneut ausplattiert.
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2.2.2.6Priméare endotheliale Vorlauferzellen
2.2.2.6.1 Gewinnung von humanen endothelialen koloniebildenden
Vorlauferzellen aus Nabelschnurrestblut

Die in Kultur zu ECFCs auswachsenden Zeleren nach GroRe und Granularitat
durch eine Dichtegradientenzentrifugation vorRestblut abgetrennt KicoltlLosung
Dichte 1.077 g/ml, BiochronBerlin, Deutschland). Restie Erythrozytenwerden tber
osmotischen Lysé@.ysepufferBD Biosystems, Heidelberg, Deutschlafydmin/4 °C)
entfernt. Nach folgenden Waschschritten mit PBS (900 x g/5 min) werdeasotierten
Zellengezahlt undieweils 2x1¢ Zellenpro Vertiefungauf 6-Well Platten, welche mit
Kollagen beschichtetuvden, in 3 mlendothelspezifischem MediunkEGM2) auggesat
Nach 24 h wrden alle nichtadharenten Zellen abgenommedie Vertiefungenmit
PBS gespulund mit 3 ml frischem EGH aufgeflllt Bei 60% derverwendeten
Nabelschnurrestblutekonnten rach 1014 Tagenendotheliale Koloniendetektiert
werden Aufgrund ihrer koloniebildenden Eigenschaftwerden diese Zellen
endotheliale kolonikildende Zellendndothelial colony forming celSCFQsgenannt

(Ingram et al., 2004)

2.2.2.6.2 Gewinnungvon humanen Nabelschnurven@emdothelzellen
Humaneumbilikale Venenendothelzelledhyman umbilical endothelial cellSUVEQs
wurden aus der GefaBwandeiner Nabelschnurvenennerhalb von 24h nach der
Geburt des Kindessoliert. Hierbei wurden ach zweimlgem Spulen der Vene, um
restliches Blut zu entfernen, die HUVECs durch einen 20 min enzymatischen Verdau
(1x Trypsinldsung, Gibco) bei 37 °C aus der Venenwand geldst und durch
anschlieBends Durchspilen der Vene mit EGMn einem separaten Reaktiayesfald
aufgefangenDie Zellen wrden bei 900 x g fir 5 min zentrifugiert und anschliel3end in

ein Zellkulturgefafld tberfihrt.
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2.2.3 Durchflusszytometrie

2.2.3.1Prinzip der Durchflusszytometrie
Die Durchflussazgmetrie stellt eine Methode der Zellanalyse dar, bei der zellulare
Bestandteile komplexer Zellgemische auf Einzelzellbasis untersucht werden kénnen.
Die Einzelzellerfassung erfolgt hierbei mittels hydrodynamischer Fokussierung in einem
Flissigkeitsstrahl. Hierbei werden die zu untersuchenden Zellen aus einem
Probenréhrchen in einer dinnen Flussigkeitssaule eingeschlossen, in ein zweites
Flissigkeitssystem eingeleitet, welches in Form eigeaf3en Flissigkeitssaule die
kleinere Flussigkeitssdule mit den phareingeschlossenen Zellen umhiillt. Diese
al Nf f FE NAaAI|ISAGa o0aKSIGK T ddusRigkeitssdile &
hohere Flie@eschwindigkeit auf, wodurch einer Vereinzelung und Fokussierung der
Zellen im Zentrum des Flussigkeitsstrahlsedtrmvird (Hydrodynamische Fokussierung).
Jede im Flussigkeitszylinder eingeschlossene Zelle wird anschlieBend in einem
sogenannten Lasdntersect vom Licht eines bei 488 nm en@tenden Argor_asers
angestrahlt, wobei jede Zelle ein zelltypcharakteridtss Vorwarts G- und
Seitwarts (SSEBtreulicht erzeugtsowie dartber hinaus zur Emission spezifischer
Fluoreszenzlichtcharakteristika angeregt wird. Der FSC wird als Mal3 der ZellgroRe
detektiert, Farbteilerspiegel und Filter trennen der SSC als MailGdanularitat der
Zelle und der Fluoreszenzen. Die spektral unterschiedenen Lichtsignale der
Fluoreszenzfarbstoffe konnen mit Hilfe sogenannter Sekundarelektronenvervielfacher
(Photomultiplier/PMT) detektiert und nach Umwandlung in elektrische Signale
guantitativ erfasst werden. Einer tblichen Nomenklatur folgend werden die PMT mit

zunehmendem spektralen Abstand vom Anregungslicht aufsteigend nummeriert

OC[MX C[HX C[o Xod0d .SA ! yNB3Idzyd YAl RSY

FL Detektor grined.icht, der FL-Detektor oranges Licht und der FD&tektor rotes

Licht. DieVerwendung weiterer Laser [z.B. einem roten Laser (633 nm), violetten Laser
(407 nm)] erlaubt den Einsatz eines grol3eren Spektrums von Fluoreszenzfarbstoffen,
da mehrere Anregurgyvellenlangen fur die Anregung (Exzitation) von
Fluoreszenzfarbstoffen eingesetzt werden kénndm.nach Anzahl von Fluorochromen

mit ausreichend unterschiedlichen Emissionsspektren und der Léserek mit dem
verwendeten Durchflusszytometer gleichzeitignehrere Fluoreszenzparameter
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gemessen werdenDie gemessenen Signale kdnnen als Histogramme (Anzahl gegen
Parameter) oder al®unktwolkendarstellungn einem Graphenot-Plot) abgebildet
werden. Hierbei wird auf jeder Achse ein anderer Parameter (FSCpd&8Cin
Fluoreszenzsignal) dargestellt. In einBot-Plot wird jede einzelne Zellentsprechend

ihren % und ySignalintensitaten als einzelner Punkt abgebild#hzelne Regionen
oder eine Kombination von Region&innen ineinem Dot-Plot markiert @ating) und
hinsichtlich ihrer Eigenschaften isoliert betrachtet werdeirerdurch kénnen einzelne
Zellfraktionen und Subpopulationen in heterogenen Zellgemischen gezielt untersucht
werden. Fur Standardmessungen wurde dasrchflusszytometer Cytomics Q0 de

Firma Beckman Coulter verwendéfap. 3), welches mit einem blauen Argon Laser
(488nm) und einem roten HeNe Laser (638 nm) ausgestattet ist und gleichzeitig

5 Fluoreszenzen detektieren kann.

Tab.3: Ubersicht der verwendeten Laser, PMTs und Bandpassfilter des Cytomics FC 500
PMT: Photomultiplier; FL: Aufsteigende Nummerierung der PMT mit zunehmendem spektralen Abstand

vom Anregungslicht (Nomenklatur); BP: Bandpassfilter

Laser 488 nm

PMT BP [nm] Fluorochrombsp.
FL1 525 Fitc, eGFP

FL2 575 PE

FL3 620 ECD, DRed

Laser 638 nm

PMT BP [nm] Fluorochrombsp.
FL4 655 APC, PCy5, PerCP
FL5 755 PECy7

Zur graphischen Darstellung der erhobenen Messdaten wurde die Software Kaluza 1.1

und C® 2.2(Beckman Coulter) verwendet.
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2.2.3.2Durchflusszytometrische Isolation von endothelialen Vorlauferzellen
Verschiedene Populationen endothelialer Vorlauferzellen, welche aufgrund der
Oberflachenexpression der Oberflachenproteine CD34 und CD44 in versahieden
Zellfraktionen unterteilbar waren, wurden mit Hilfe eines durchflusszytometrischen
Separationsverfahrens voneinander getrennt. Ebenfalls wurden lentiviral transduzierte

eGFP exprimierende Zellen von nicht transduzierten (eGFP negativen) Zellen getrennt.

Fur die Separation der einzelnen Zellfraktionen wurde ein FACS Aria |
Durchflusszytometer (BD) verwendélab.4 und Tab.5). Zur effizienten Separation

von endothelialenvVorlauferzellen wurde eine 130 pMozzleverwendet, bei der ein
Probenflissigkeitsdruck von 10 ppbgndforce per square ingleinstellbar istda die
Vitalitdt der endothelialen Vorlauferzellen bei einem hdheren Probenflissigkeitsdruck
stark beeintrachgt wird. Nach hydrodynamischer Fokussierung der Zellen wird der die
Zellen umhullende Flussigkeitsstrahl mittels eines elektrischen Transducers, welcher
mit einer Frequenz von 14 kHz betrieben wurde, zu Vertikalschwingungen angeregt, so
dass der die Zellemhillende Flissigkeitsstrahl im sogenannten Tropfenabrisspunkt
(last atached drop in Tropfen Ubergeht. Erreicht eine zu separierende Zelle den
Tropfenabrisspunkt, so wird der gesamte Flussigkeitsstrahl fir kurze Zeit elektrisch
geladen, so dass der siablosende Tropfen mit der darin enthaltenden Zelle eine
elektrische Restladung tragt. Diese Restladung dient der Deflexion des Tropfiéns un
somit der zu separierenden Zelle in einem elektrischen Feld, welches zwischen
2 Ablenkungsplatten deflection plaes anliegt. Die separierten Zellen wurden
anschli®end in Probenréhrchen, in denen Medium vorgelegt wurde, aufgefangen. Mit
dem Aria | konnten bis zu 4 verschiedene Zellfraktionen zur selben Zeit separiert sowie

einzelne Zelleim die Vertiefung vorMikrotiterplatten abgelegt werden.
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Tab.4: Ubersicht der verwendeten Laser, PMTs und Filter des Aria |
PMT: Photomultiplier; BP: Bandpassfilter, LP: Langpassfilter

Laser 488 nm

PMT BP [nm] LP [nm] Fluorochrombsp.

A 780/60 735 PECY

B 695/40 685 PECy5, PEy5.5, PerCP
C 610/20 595 ECD, DRed

D 576/26 550 PE

E 530/30 505 Fitc, eGFP

F 488/10 SSC

G

Laser 633 nm

PMT BP [nm] LP [nm] Fluorochrombsp.
A 780/60 735 APCCy7
B 660/20 APC, Cy5

Laser 407 nm

PMT BP[nm] LP [nm] Fluorochrombsp.
A 530/30 502 Fitc, eGFP
B 450/40 Hoechst, DAPI

Tab.5: Verwendete Gerateeinstellungen des Durchflusszytometers Aria |

Parameter Justierung
NozzleOffnung 130 um
Flussrate (Zellen/sec) 500-1000
Probenflissigkeitsdruck (psi) 10
TransduceiFrequenz (kHz) 14
Amplitude 1012
Drop one 200220
Gap 14
Drop-Delay 19,75

Vor der Separation der endothelialen Vorlauferzellen erfolgte die Justierung des
Tropfenabrisspunktes durch die experimentelle &mgpion fluoreszierender
Kalibrierungsbeads (BD FACS Accudrop Beads, BD), bis eine Separationsreinheit von
X 99 % erreicht wurde. Die Kalibrierung des optischen Systems erfolgte mittels
standardisierter Kalibrierungsbeads (BD Cytometer Setup & Tracking Beads, BD). Als
Tragerlosung wurde steriles PBS (PAA) verwendet. Zur Entfernung von Zellaggregaten

wurden vor jeder Separation die sich in Suspension befindenden endothelialen
40



Material & Methoden

Vorlauferzellen durch einen sterileRilter (35 um BD gepresst. Die Reinheit der
sortierten Zellen wurde durch eine Reanalyse der separierten Zellen Gberpruft. Die
erhobenen Daten der Zskparationsprozedur wurden computergestitzt gespeichert

und die Software Diva 6.1.2 (BD) fur graphische Darstellungen verwendet.

2.2.4 Herstellung virushaltiger Uberstande
Jeherzustellendenvirushaltigem Uberstanevurden zwei T175 Zellkuirflaschen mit
HEK293F Zellen ireiner Dichte von jeweil$x1® Zellen ausgeséat und fiir einen Tag
inkubiert Die Herstellung virushaltiger Uberstande erfelgturch eine gleichzeitige
Transfektion mitden unter 2.2.1.1 beschriebenenPlasmidenin HEK293T Zellen mit
Hilfe des Transfektionsreagenz Polyethylenimin (PEI). Soweit nicht anders beschrieben,
wurden fur Transfektionen von HES3T Zellen in T175 ZellkulturgefalRenp > € SAYS]
1 mg/ml konzentrierten PELO6sung verwendet. Von dem Transferplasmid, dem
Helferplasmid und dem Hillplasmidvurden jeweils 12 pg DNA pro T175
Zellkulturflasche eingesetziDie Transfektanten wrden tUber Nacht unter Einfluss der
Transfé&tionsbsung bei 37 °C unfl % C@inkubiert. Der PEINukleinsaureKomplex
wird von Zellen endozytiert, wodurctlie DNA ins Zellinnere gelan@oussif et al.,
1995; Goula et al., 1998)acheinerInkubaton von 1218 h wurde das Medium gegen
natriumbutyrathaltiges (Butter8ure Natriumsalz,Merck) HER93-Medium (DMEM,
10%FBS, Natriumbutyrat 10 mMjusgetauschtDurch dasNatriumbutyrat wird der
CMV/Promoter der Plasmide aktiviert, wodurch ein bis zu zwdlffach hoherestiteu
erreicht werdenkann(Leurs et al., 2003; Radsak et al., 1989; Tanaka et al.,. 19&d))
6-8 hwurde das Induktionsmedium abgenommen und durch frisches HEKRZBum
ersetzt. Nach weiterer Inkubation der Aitge fur 1822 h wrde der Uberstand mit
einer SpritzeaB Sy 2 YYSy X a0SNAf FAEONARSNI oaAiyAral N
Deutschland) und in aerosoldichte Polycarbedantrfigationsrohrchen (50 mDak
Ridge tubeNalgene, Rochester, New York, USA) tberfihrt. Durch Zentrifugation der
Uberstande bei @000 x g fir 90 min bei 4 Wrde der VirusiedergeschlagenDer
Uberstand wrde komplett abgenommen undder Virusiederschlagin 5 ml

entsprechendem Medium fir die Zielzellen (in diesem Fall 2BMsuspendiertund
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anschlieBend in 168 nn > f rtl Das lyidzghaltigs Medium wvde bis zur
Verwendung bei80 °C gelagert.

2.2.5 Transduktion endothelialer Vorlauferzellen durch lentivirale Vektoren
Die Transduktion humame endotheliale Vorlauferzellen wrde in 9,6 cni
Zellkulturschalerf6-well tissue cultue plate,Greiner bicone) bei eineBesiedung des
KulturgefaRes (Konfluengpn 25 % in 3 ml EGRIdurchgefuhrtHierbei wurde jenach
virushaltigem Uberstand zwischen 75 und 200 ¢d virushaltigetJberstandesauf die
zu transduzierenden Zellen in dasetdum hinzugegeben. Nach einer Inkubation von

10 h wurdedas virushaltige Medium abgenommen und durch frisches 2@&¥setzt.

Zur Beurteilung der Transduktionseffizienz wurdbe Fluoreszenz deseGFP
Reporterproteins bei den mit depCLBIEGwo VektotransduziertenZellen24 hnach
Transduktiormikroskopisch betrachtetNach 4872 h wurde @r Anteil eGFRositiver
Zellen durchflusszytometrisch bestimndtngestrebtwurde eine Trarsduktionseffizienz
von 3050 %,da hierdurchwahrend der weiteren Kultivierunder Zellen eirselektiver
Wachstumsvobzw. -nachteilnachvollzogemwerden konntesowie das Risiko multipler

Insertionen reduziertverden konnte

Die mit denlentiviralen shRNA/ektoren transduzierten Zellen wurdemorerst ohne
Zugabe vorboxyzyklirkultiviert und expandiert. Bei einer Zelldichte von-80 % einer
175 cnf Zellkulturflasche (Greiner) wurdeurch die Zugabe vorDoxyzyklindie
Hemnterregulierung von Numb undumblike induziert. Nach 4&2 h wurde der

Anteil tRFRRGFPpositiver Zellen durclhisszytometrisch bestimmt

2.2.6 FunktionelleAnalysenvon endothelialen Vorlauferzellen
Zur Untersuchung verschiedener Zellqualitdteninnerhalb einer Populatio
endothelialer Vorlauferzellenwurden in der vorliegenden Arbeit verschiedene
funktionele Auswertungssysteme verwendet, welche im Folgenden dargestellt

werden:
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2.2.6.1Aufnahme von AcLDL
Als ein Charakteristikum endothelialZellengilt die Aufnahme vomcetylierten low-
density Lipoprotein (AcLDL) (InvitrogenNach der Internalisierungdes AcLDLs
dissoziiet es von seinem Rezeptamd findet sich haufig in den Lysosomen wieder
(Havekes et al., 1985pas fir diese Arbeit verwendef®il AcLDL ist mitlem stark
fluoresZerenden lipophilen Farbstoff Dil 1 -Dioctadecy3,3,3",
3-Tetramethylind@arbocyanine)markiert, entsprechend erfolgteder Nachweis der
Aufnahme in der Zelle fluoreszenzmikroskopi¢gkiss). Fir die Farbung von ECFCs
wurden diese mit einer Endkonzentration von 10 pg/ml DIL AabBIGM2 fiir 1 h bei
37 °C, 5 % G@nkubiert. Nicht endozytiertesAcLDL wrde durch zweifaches Waschen

mit Mediumvon den Zellerntfernt.

2.2.6.2Bildung tubularartiger Strukturen im Matrigel

Die BildungubularartigerverzweigterStrukturen im Matrigebibt erste Erkenntnisse,
ob eine bestimmte Fraktion emdthelialer Zellen das Potential besit in vitro
angiogenetisch aktiv zu seifPonce, 2009) Das Matrigel wird aus einem mit
extrazellularen Matrixproteinen angereicherteéflumor, dem EngelbrethiHolm-Swarm
(EHS) Maussarkgnextrahiert (Kleinman et al., 1982)n dieser Arbeitwurde dasBD
a I (i NRAvarddndet, welches neben den extrazellularen Matrixproteineaminin,
Kollagen IV, Entactin dn HeparansulfaProteoglykan auch Wachstumsfaktoren
(0-0,1 pg/ml bFGF; 04,3 ng/mlEGF; 1%, pg/ml IGF1; 12 pg/ml PDGF und2ng/ml
TGH 0Onth&lt. Ebenfallswurde das sogeannte wachstumssfaktorreduzierte Matrigel
verwendet, welches ebenfia aus dem EHS gewonnen wird, in welchehe
enthaltenen Wachstumsfaktoren auf ein mogliches Miam reduziert sind
(00,1 pg/ml bFGF; <,8 ng/ml EGF; 5 pg/ml 1GF < 5 pg/ml PDGF und71ng/ml
TGHF 0 &

Pro Vertiefung einer 98Vell Platte wuden 90 ul Matrigeluftblasenfrei aufgetragen
Das Matigel wude zur vollstdndigenVerfestigungfir 30 min bei 37 °C inkudrt.
Anschlieend wulen 40.000 endotheliale Vorlauferzellen in 90 pul E@Wedium

resuspendiert und gleichm&Rig auf dem Matrigel tedr. Die Zellen auf dem Gel
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wurden anschlieRendJN bei 37 °C, 5 % gi@kubiert. Nach 15 h wurde die Bildung
tubularartiger verzweigter Strukturen mikroskopisch bei 5@acher Vergroél3erung
(Phasenkontrast) dokumentiert. Die Auswertung der erstellten Biadieigte aufgrund
fehlender Softwareretrospektiv durch die FirmaWimasis Image Analysis (Wimasis
GmbH, Mdinchen, DeutschlandMit Hilfe von Algoithmen fir die quantitative
Bildanalysewvurde die Anzahl der ausgebildetdnbularartigen Strukturent(ibes, die
Anzahl der Verzweigungspunkieranching pointsdes gebildeten Netzwerkasd die
Anzahl der Schleifenbilduntp@ps ermittelt.

2.2.6.3Analysen ar Migration endothelialer Vorlauferzellen
Zur Untersuchung der migratorischen Aktivitéat sowie digrationsgeschwindigkeit
verschiedenelECF&Subpopulationenwurden zierst die verschiedenen Zellfraktionen
durchflusszytometrisch getrennt und jeweils imeiVertiefung einer 24Vell-Platte
ausplattiert. Nachdem die Zellermdharent geworden waren (2n nach Trennung,
wurde mit einer 10 pl Pipettenspitze eidpalt durch den konfluenten Zelllyer
gezogen.Im Lauf der folgenden 15 h unde die Migration der ECECin den
entstandenen freien Raurbeobachtet. Die Dokumentatiodes Migrationsverhaltens
der ECFCerfolgte durch Zeitraffemufnahmenalle 30 min. fir 24 h. Die Bewegung
(um) einer Zelle pro Zeitschritt (nirwurde mitder Software des Mikrosk@pAxio
Visbn Rel. 4.8bestimmt. Um eine mittlere &chwindigkeit der Zelle in pmmin zu

ermitteln, wurde die Weglange durch die Analysedauer geteilt.

2.2.6.4Koloniebildungspotential endothelialer Vorlauferzellen
Zur Untersuchung de<Koloniebildungspotential von ECFCs/HIECswurden je
untersuchter Zellfraktioneinzelne Zellerdurchflusszytometrischin eine Vertiefung
einer 96-Well Platte abgelegtln jede Vertiefungder 96Well Platte wurden vor der
Einzelzellablage 120 pyl E&ViMedium vorgelegt.Die einzeln abgelegten Zlen
wurden in den 98Nell Plattenbei 37 °C und 5 % GOnkubiert Um statistisch
Aussagen Ubedas koloniebildende Potential jeder einzelnen Zatlechen zu kénnen

wurden diesenach drei, sieben undierzehn Tagen anaert. Hierflr wurdejede
44



Material & Methoden

einzelneVertiefungmikroskopisch betrachtet und die Anzahl der Kolonien sowie deren
Koloniegréedokumentiert Die Anzahl der Kolonien pro Platte gibt so retrospektiv
Ruckschlisse darauf, welches Koloniebildungspotential die jeweilig sortierte

Zellfraktion im Mitel hatte.

2.2.6.5Kumulative Vedopplungsrateendothelialer Vorlauferzellen
Fur die Bestimmung der kumula#in Verdopplungsrate einer Zellfraktion wien bei
Versuchsbegin®.000 Zellen in eine Vertiefung eineigell Platte ausgesatBei einer
Konfluenz von 706 wuden die adhéarenten Zellen durch Trypsinierung abgeldst, bei
900 x g fur 5 min zentrifugiert und ein Aliquot zur Ausz&hlung abgenommen. Nach
Zellzahlbestimmung wurden ernett000 Zellerausplattiert Der Prozess wiederhelt
sich, bis die Zellen diffenzieten und postmitotischwurden. Die Berechnung der
Zellteilungererfolgte tiber folgende Formel:

[log10(Zellzahl Passagenendddgl0(Zellzahl Passagenbeginn)]
log10(2)

Die kumulative Veatopplungsrate wrde durch Addition der einzelnerverdopplungen

jeder Passagen berechnet.

2.2.6.6Nachweis apoptotischer endothelialer Vorlauferzellen
Fur den Nachweis der Apoptoserate kultivierter endothelialer Vorlauferzellen wurde
die Aktivitdt der proteolytischen Enzyme Caspase 3 und 7 detektiert, welche in
apoptotischa Prozessen involviert sinBasnicht fluoreszierende Substrat Rhodamin
110, bis(N-CBA.-aspartytL-glutamytL-valytL-aspatic acid amide; DEVBR110) wird
durch die in apoptotischen Zelleraktivierten Caspasen 3 und 7 zu einem grin

fluoreszierendem Sastrat gespalte.

Die Zellerwurdenlysiert um die Caspasen ins Medium zu Uberfuhidrerfir wurden
die Zellenzuerstin die Vertiefungen eine®6 WeltZellkulturplattenausgesatFur den

Nachweis der Apoptoserate wurde d#gpo One Kit (Promega GmbH, ideim,
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Deutschland) gemall den Angaben des Herstellerprotokaswendet. Die
Fluoreszenzmessung erfolggmschlieRenddurch dasFluorometer GENios der Firma
Tecan (Mannedorf, Schweibgi einer Anregungswellenlange v@®8 nm undeiner
Emissionswellenldage von 52 nm. Dasgemessend-luoreszenzsignal ist dabei direkt

proportional zur Menge aktivierter Caspasgmind 7.

2.2.6.7Nachweis der metabolischen Aktivitat von endothelialen Vorlduferzellen
Der Zellmetabolismus wird Ubetie Reduktiondes nicht fluoreszente Resazurin zu
dem fluoreszierendemesorufin gemessen. Diese Reduktion findet in den metabolisch
aktiven Zellen stattVitale Zellersetzen durch ihre metabolische Aktivitat Resazurin in
den fluoreszenten Farbstoff Resorufin unterbende Zellen hingegearzeugen kein
fluoreszentes SignalDas Resorufin diffundiert anschlieBend ausr Zelle in das

Medium und kanrdort gemessen werden.

Die Zellen wurden hierfirzuerst auf 96 WelZellkulturplatten in jeweils 100 pl
Medium ausgesatDie Bestimmung demetabolischen Aktivitat der Zellearfolgte mit

dem CellTiteBlue Cell Viability Assay (Promega GmbH) gemall den Angaben des
Herstellerprdokolls. Die Fluoreszenzmessung erfolgtanschliefend durch ein
Fluorometer(GENios, Tecarbei einer Anregungswellenlangen 550 nm und einer
Emissionswellenlange vobB95 nm. Das Fluoreszenzsignal entspricht der Menge an

gebildetem Resorufin und ist direkt proportional zur Anzahl der lebenden Zellen.

2.2.6.8Aktivierung von endothelialen Vorlauferzellen
In dieser Arbeit wurden diefolgenden Substazen zur Aktivierungendothelialer
Vorlauferzellerverwendet:Histamin, IFN, LPS, TNF dzy R +9DC a426AS RAS
Hitzebehandlung ausgesetzt wurden. Hierfir wurden je Probenarsatz
40.000 Zellen/crh in eine 25 crh Zellkulturflasche (iner) ausgesat. Nach 24 h
wurden die ersten Zellproben mit I pg/ml) LPS1 pg/ml)und TNF (35ngml)
behandelt und fur 15 h bei 37 °C und 5 % @&ubiert. Die fur eine VEGF Behandlung

vorgeseheneZellprobe wurde in VEGHeiem Medium fir 24 h vankubiert. Die
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Behandlung deZellprobenmit VEGR50ng/ml; Inkubationszeit 60 min) und Histamin
(75ng/ml; Inkubationszeit 15 mingrfolgten am nachsten Tag ebenfalls bei 37 °C und
5 % C@ Die Zellprobe welche einer Hitzebehandlung unterzogen wurde,reha fir

90 min bei 42,5 °C und anschlieend fir 60 min bei 37 °C kultiierZellenwurde
anschlieBend Uber die Oberflachenexpression der Oberflaichenm&k&4, CD62E,
CD102 und CD106 durchflusszytometrisahalysiert Als Kontrolle diente eine
unbehandelte Zellprobe, die ebenfalls zu Beginn in einer Dichte4@d00 Zellen/crh

ausgesat wurde.

2.2.7 Immunhistochemische Analysen

2.2.7.1Extrazellulare Markierung mit fluorochrommarkierten Antikdrpern
Die Markierung von Zellen mit direkt fluorochromkonjugierten Rimpern wurde in
Anwesenheit von 5% (v/v) Eselserundurchgefihrt Fir durchflusszytometrische
Analysen erfolgte die Farbung der Zellen in Suspendiba. Zellen wurdenbei
Antikdrperfarbungen mit einem deunter Punkt2.1.3.1 aufgelisteten konjugierten
Antikdrpern bei einer Verdinnung von 5:Z0r 20 min bei 4 °C und Dunkelheit
inkubiert. Nicht gebundene Antikorperwurden \or durchflusszytometrischen
Messungen und mikroskopischen Analysen nach der Inkubationszeit durch Waschen

mit PBS aus dem Farbeansatz entfern

2.2.7.2Intrazellulare Markierung mit unkonjugierten Antikdrpern
Fir die Analyse von intrazellularen Proteinearden die jeweiligen Epitope fur die
Antikdrper durch Perforieren der Zellmembrazuganglich gemacht. Damit dieorm
und Struktur der Zellen mit ihren intrazellularen Kompartimenten erhalteiebpl
wurden diesezunachst mit einem Fixierungsreagefiziert, bevor die Membran
permeabilisiert warde. In der vorliegenden Arbeitwde standardméanig mit 46 (v/v)
ParaFomaldehyd(PFA fixiert und mit 0,1% (v/v) Triton XL00 (SigmaAldrich)in PBS

permeabilisiert. Fir durchflusszytometrische Analysewurden die verwendeten
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endothelialen Vorlauferzellenin Suspension fur mikroskopische Analysenn

adharentem Zustandefamt.

Bei intrazellularen  Farbungen der endothelialen  Vorlauferzellen  fir
durchflusszytometrische Analysenumden diese zunachst trypsiniert. Die bendtigte
Zellzahl (je eingeplantem Farbeansatarsken mind. 5x16Zellen eingesetzt) wde in

ein 15 ml Réhrabn Gberfuhrt, mit Isoton aufgefillt und bei 900 x g fir 5 min pelletiert.
Ein Aliquot dieser Zellen wurdeals nicht fixierte Zellkntrolle abgenommen. Die
Ubrigen Zellen wrden mit 4 %igem PFA fixiert unihit 5 % Eselserum fir 20 min bei
4 °C inkubiertVerbleibendes PF#urde entfernt, indendie Suspensiomit Isotonauf

15 ml aufgefullt undbei 900 x g fur 5 min pelletierivurde. Nach zweimaliger
Wiederholung dieses Waschschrittes wurdesehlieenderneut ein Aliquot als
Kontrolle abgenommen. Die verlibenden Zellen wrden zur Permeabilisierung
(40-45 min/RT)in einer 0,1% TritornPBSL6sung (Gibco) resuspendieBntsprechend
der Anzahl der geplanten Farbungemrden die Zellenn 50-m n n Aligudts auf 5 ml
Rohrchen aufgeteilt und fur 1 h bei Raumtemperatur mit dem entsprechenden
primaren Antikdrper in entsprechender Konzentration inkubiéiitab. 6). Nicht
gebundene Antikorper wurde durch zweimaliges Waschen ntit01 % Triton in PBS
entfernt. Danach erfolgt die Inkubation der Zellen mit einem der in Tab. 6
aufgelistetemsekundaren, fluorochromkonjugiertefintikérper in einem Volumen von
Mn n up 60 min AnschlieBend wde zur Entfernung des nicht gebundenen
Antikorpers dreimamit 0,01 % Triton in PBf&spult, die Zellerwurdennoch einmal in

1 ml 0,01 % Triton in PB@supendiert und 360 minunter schwenkergewaschen
Nach einemabsdalieRenden Waschschrittmit 0,01 % Triton in PBI&ei 900 x g fur

5 min, wurdendie Zellen ireinem Volumenvom nn >t t . { | dZB@&y 2YYSy

fur durchflusszytometrische Analysen zur Verfigung.

Fur Farbungen der endothelialen Vorlauferzeliem mikroskopische Analyse wrden
die adharenten Zellen in Kammeéjekttragern(Thermo Electron LED Gmutéib Tek
Largenselbold, Deutschlandultiviert. Bei 5670%iger Konfluenz der Zellerurde das
Medium entfernt und die adharenten Zellen in den Kammern vorsichtig2s0t pl
frischem, vorgewarmtem Medium gewaschen. Anschlieendden die Zellenin

einem Endvolumen vo500 pl inMedium mit 4% PFA fur 20 min auf dem Taumler bei
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Raumtemperatur fixiert. Das PFAumde anschlieRendadbgenommen und die Zellen
zweimal mit Medium gewaschen. Zur Permeabilisierwgde 200 pl0,1 % Tritonin

PBS in die Kammern gegeben und diten fur 30-45 min auf dem Taumler inkubiert

Nach Abnahme der 0,1 % Tritonlosung wurden die Zellen Absattigung
unspezifischer Bindestellen mit’™s 9 &St &SNHzY Ay wnn >f t.{
Danachwurde der primére, unkonjugierte Antikorpexu den Zellen hinzgegeben

(30-60 min Inkubationszeit) Nach zweimaigem Waschemmit 0,01 % Triton in PBS

wurde der sekundare, fluorochromkonjugierte Antikdrper hinzugegel@0-60 min
Inkubationszeit) Danach wurdendie Zellen in dn Kammern zweimal gespult din

einmal fir 10 min mit PBS gewasché&ach Abnahme des PB&irden die Kammern

mit einem Skalpell von dem Objekttrager getrennt. Sobald die Zellen auf dem
Objekttrager getrocknetvaren WiNRSY Hp >f 9 APYoRoSgOANEdde S R A dzY
Gold, Invitrogen Life Technologies GmbHDarmstadt, Deutschlandyelches DAPI,

einen kernfarbenden blauen Farbstoff, emgh, in kleinen Tropfen auf dem
Objekttrager verteilt und das Préaparéir folgende mikoskopische Untersuchungen

mit einem Deckglabedeckt

Tab.6: Fur immunhistochemische Farbungen verwendete Antikérped Seren
Auflistung  aller  verwendeten  Antikbrper unterteilt nach -K@menklatur, Spezies,
KonzentrationsangabéKlon und Firmaowie den verwendeten Seren

Primare Antikorper

Anti Spezies Konzentration Klon Firma
CD34 Maus anti Mensch 1:50 581 Exbio
CDh44 Maus anti Mensch 1:50 J.173 Exbio
VWF Maus anti Mensch 1:200 polyklonal BD
Sekundéare Antikorper Spezies Konzentration Firma
Alexa 488 Ziege anti Maus 1:1000 extra; 1:1500 intra Invitrogen
FAB Cy3 Affe anti Maus 1:50 extra; 1:300 intra Dianova
Seren Stock Konzentration Firma
Serum aus Maus 50 mg/ml 5-10 % Dianovo
Serum aus Kanincher 60 mg/ml 5-10 % Dianovo
Serum aus Affe 60 mg/ml 5-10 % Dianovo
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2.2.8 Zellkernfarbungen
Durch Kernfarbstoffe sollte eindurchflusszytometrische Separation von -eimnd
mehrkernigen Zellenentsprechend dem Prinzip von Zellzyklusanalysen, angestrebt

werden.

2.2.8.1Kernfarbung an fixierten Zellen
Der FarbstofDAPI 4" ,6:Diamidin2-pheylindol Absnax 358 nm/ Emnax 461 nm)lagert
sich bevorzugt am\T-reiche Regionen in der kleinen Furche der DNA an.l DisBet
ebenfalls an RNA, jedoch finfmal schwacher als areslie DNADas in dieser Arbeit
verwendete DAPI (50 ng/ml) wurdaittels Eindeckelmedium zu dem Zellpraparat

hinzugegeben (ProLong Antifade Gold, Invitrogen).

2.2.8.2Kernfarbung an lebenden Zellen

-Hoechst 3332

Zur Kernfarbung von lebenden Zellevurde der zellpermeableFarbstoff Hoechst
33342 (Invitrogen) AbsSnax 350 nm/Empax 461 nm) verwendet, welcher an
Nukleinsauren insbesonderean die A¥reiche doppelstrangigddNA, bindet Die in
dieser Arbeit verwendeten @dothelialen Vorlauferzellen wurden mit einer
Endkonzentration von 0,5 pg/ndoechst33324im adharenten Zustanth EGM2 flr
drei min bei37 °Cinkubiert DasrestlicheungebundeneHoechst 33324vurde durch

einen Wechsel des Mediums entfernt
-Vybrant DyeCycleuby

Die Lebendkernfarbstoffe/ybrant DyeCycléinvitrogen) sind zellpermeabeDNA
selektiv und nicht fluoreszierend, bis sie an doppelstrangige Nukleinsauren gebunden
haben.Fur dieKernfarbung von ECF@arde eine2,5 uM Farbeldsungngesetzt sowie

eine Zellsuspension vasx10 Zellen pro ml in Medium vorbereitet. In &m 15 ml
ReaktionsgefaR wrden 500 pl (~2,5xf0ECF€) der vorbereiteten Zellsuspensianit

der gewiinschtenMenge desVybrant DyeCyclenkubiert @7 °C fur 180 min
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lichtgeschiitzt und anschliel3end direkturchflusszytometrisch analysiefDasVybrant

dye rubywird beieiner Wellenlange voA88 nm als auch bei 633 namgeregt
-Syto Blue Fluorescent Nucleid acid stain

DieFur die Kernfarbung von ECHasden Lebendkenfarbstoffe Syto Blue Fluorescent
Nucleid acid stain 42/4%Invitrogen)wurde eine 1 pM Farbelésung angesetdDie
vorbereitete Zellsuspensiolx1® Zellen pro miwurde mit der Farbeldsuniei 37 °C
fur 1530 min lichtgeschiitzt inkubiertNach einmaigem Waschemmit Medium, um
das restliche DMSO und die Farbeldsung zu entfermemden de gefarbten Zellen

fluoreszenzmikroskopisch analysiéibSnax 433 nm/Empax460 nm)

2.2.9 Statistische Analysen
Ausgewertete Ergebnisse werden als Mittelwert mit Standbvwadgichung angegeben.
Die statistischeSignifikanp) der Differenz zwischen zwei Messungeurde tber den
zweiseitigen, gepaarteStudents {Testflr unabhamgige Stichprobemrmittelt. Werte
von p<0,05 wurden alsstatistischsignifikant(*) und von 0,00 als hoch signifikant

(**) gewertet.
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3. Egebnisse

3.1 Anzucht vonendothelialen koloniebildenden Vorlauferzellen
Gegenstand dieser Arbeit war dzharakterisierungon endothelialen Vorlauferzellen,
im Wesentlichen von erathelialen koloniebildenden Vorlaefzellen éndothelial

colony forming cellECFQswelche aus Nabelschnurrestblut herangezogen wurden.

Insgesamt konnten aus 36 von 87 aufgearbeiteten é\athnurbluten erfolgreich
ECFd.inienangezogen werderHierbei wurden erste Kolonienach einem Zeiaum

von siebenbis vierzehn Tagen detektiert.

Die Anzuchtvon ECFinien aus aufgearbeiteten Nabelschnurrestblut asu zwel
verschiedenen Blutbeuteltypenwurde verglichen. Hierbei wurden zum einen
Blutbeutelder FirmaMacopharma International GmbH (Langé&eutschlandynd zum
anderen der FirmaFresenius Netcare GmbiBad Homburg v.d.H., Deutschignd
verwendet. Aus den 58 aufgearbeiteten Nabelschnurrestblutke,in Blutbeutel der
Firma Macopharma abgenommen wurdekonnten aus 35 ECFCinien angezogen
werden E 60,34 %).Von den 29 aufgearbeiteten Nabelschnurrestblutans den
Blutbeuteh der Firma Freseniusurde aus einem Nabelschnurrestblut eine ECH
erhalten (= 3,33 %). Die Zellen dieser ECGEie differenzierten bereits nach
2 Passagen und haten fur keine Versuche verwendet werden. Aufgrund dieses

Ergebnissewurden die Blutbeutel der Firma Freseniuscht weiter verwendet.

ECFE€ der Passagdp) 1-2 weisen ein dichtes Wachstum auf, in denen die Zellen
FYSAY Il YRSNI f AS3S aderasd MLIK % 32 DAY ALIXESHRISNY Q. 8F S
al., 2008) (Abb. 8-A). Bei ECFKolonien ab p3 wurden zwei morphologisch
unterschiedliche ECFGypen beobachtet. Der erste Typhielt die Kopfsteinpflaster
Morphologie aufrecht, wahrentdei denECFCs des zweiten Typsatzlich die Bildung

von ovalenY R dzNOK SAyYyS Ndzi SNBE 9y R2 {iesachat@ KA OK i

wurde (Abb.8-B).

Vonden 36 angezogenen ECEGien zeigten 28 (= 77,8 %) die Morphologie des ersten

Typs,der zweite Typ konnte nur knapp bei jeder 4 Anzucht beobachtet werDen
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morphologisch unterschiedliche Entwicklung von ECFCs deutete auf ein heterogenes

Zelgemischmnerhalb der ECFKoloniehin.

Als weitereendotheliale Zellgelle wurden humane umbilikale Venenendothelzellen
(human umbilical vein endothelial cé HHUVECS) verwendet. Hierflr wurdeisgesamt
10 Nabelschnre innerhalb vaz4 hnach Entbindungufgearbétet. HUVECs wachsen
wie ECFCsbenfalls in einerKopfsteinglasterMorphologiex Abb. 8-C)., weisen ein
starkesproliferatives Potential sowieine morphologisch unterschiedliche Entwicklung
auf, die auf ein heteogenes Zellgemisch innerhalb detfUVEGKolonie himleutet

(Ingram et al., 2005)

Abb. 8 : Morphologie von ECFCs und HUVECS in vitro
ECFCs bilden phéanotypisch unterscheidbare MorphologiefAd)sEin dichtes Wachstum der Zellen, in

denen diese aneinander liegen, wird @t®pfsteinpflasteiMorphologigibezechnet(A). Ein anderer Typ
RSNJ a2NLIK2f23AS adSttid RAS . AfRdzyd @2y 20+t Sy
einer auReren Schicht aus ECFCs von den umliegenden Zellen abgegrenz{ByekrléWECwachsen

wie auch ECFCs in ein&opfsténpflasterMorphologiai (C)
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