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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Diabetes mellitus und Diabetische Retinopathie

Diabetes mellitus bezeichnet eine Gruppe von Stoffwechselerkrankungen, welche
durch eine chronisch gestörte Regulation der Blutglukose gekennzeichnet sind. 2017
wurde die weltweite Prävalenz von Diabetes unter den 18 - 79-jährigen auf 425 Mil-
lionen Fälle geschätzt (Cho et al. 2018). In Deutschland lag die Lebenszeitprävalenz
2011 bei 7,2 %, das entsprach ca. 4,6 Millionen der deutschen 18 - 79-jährigen (Kurth
et al. 2012).

Die diabetische Retinopathie (DR) ist eine der schwerwiegendsten diabetischen
Komplikationen. Sie gilt als häufigste Ursache für Erblindung im arbeitsfähigen
Alter, wobei die Prävalenz der DR unter deutschen Diabetikern 2015 21,7 % betrug.
Bei 5 % der Diabetiker bestand die Gefahr der Erblindung (Raum et al. 2015).

Obwohl eine enge Kontrolle des Blutzuckerspiegels die Prävalenz der DR deut-
lich verringert, kann ein gut eingestellter Blutzuckerspiegel die DR nicht komplett
verhindern (Colagiuri et al. 2011). Auch mit aktuellen Therapieansätzen, wie in-
travitrealen Glukokortikoid-Injektionen, Laser-Photokoaglulation, PKC-Inhibitoren
oder Anti-VEGF-Antikörpern, ist die Progression der DR derzeit nicht komplett
aufzuhalten (Whitehead et al. 2018). Daher besteht großer Bedarf an neuartigen
Therapieansätzen.

Im Rahmen des Internationalen Graduiertenkollegs DIAMICOM untersucht un-
sere Arbeitsgruppe die Hypothese, dass mesenchymal stromale Zellen (MSC), vor
allem Fettgewebe-abgeleitete stromale Zellen (ASC), sich zur Etablierung einer zell-
basierten Therapie für die DR eignen. Dieser Hypothese liegen komplexe patho-
mechanische Veränderungen der Interaktion zwischen Endothelzellen und Perizyten
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und extrazellulären Matrix (ECM) zugrunde, welche in dieser Arbeit untersucht
werden.

1.2 Pathomechanismus der diabetischen Retinopathie

Als Hauptkomponenten des Pathomechanismus der DR werden Hyperglykämie, ent-
zündliche Prozesse und neuronale Dysfunktion angenommen. Eine Vielzahl von Ver-
änderungen in biochemischen Stoffwechsel- und Signalwegen sind beschrieben (Ham-
mes et al. 2002; Hammes et al. 2011; Stitt et al. 2016). Chronische Hyperglykämie
scheint dabei vor allem durch eine mitochondriale Überproduktion reaktiver Sauer-
stoffspezies (Brownlee 2005) und damit einhergehenden oxidativem Stresses sämtli-
che retinalen Zellen zu schädigen.

Als erstes Anzeichen der diabetischen Retinopathie wird der Verlust von Perizy-
ten angesehen. Diese kommen in der Retina in besonders hoher Dichte vor. Ihre
Aufgabe besteht vor allem in der Unterstützung der Angiogenese und der Endo-
thelzelldifferenzierung (Hellström et al. 2001). Dabei stehen die Periztyen mit den
Endothelzellen über Tight Junctions, Gap Junctions und Fokale Adhäsionen in en-
gem Kontakt, wobei einerseits eine direkte zelluläre Kommunikation stattfindet und
andererseits die Blut-Retina-Schranke ausgebildet wird. Diese Interaktionen regu-
lieren zum einen das Überleben und Wachstum der Perizyten, zum anderen aber
auch die Funktion der Endothelzellen, sowie die Gefäßstabilisierung oder die Aus-
sprossung neuer Kapillare (Beltramo et al. 2013). In der Entstehung der DR führt
der sogenannte „pericyte dropout“, und die damit wegfallende gefäßunterstützende
Funktion der Perizyten, zu einem Untergang der Endothelzellen. Es kommt zu einer
Bildung von nicht mehr durchbluteten, azellulären Kapillaren. Die Retina reagiert
auf den so entstandenen ischämischen Reiz mit der Ausschüttung von angiogenen
Faktoren, welche letztlich zur fatalen proliferativen Phase der diabetischen Retino-
pathie führen (Hammes et al. 2011).
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1.3 Diabetische Retinopathie und extrazelluläre
Matrix

Das Ziel dieser Arbeit bestand zum einen darin, eine molekulare Ursache für die von
meinem Vorgänger Heiner Kremer beobachtete unterschiedliche Adhäsion von ASC
und Perizyten auf Glukose-modifizierte extrazelluläre Matrix zu finden. Daher galt
es zunächst, sich einen Literatur-Überblick zu verschaffen.

Bei der extrazellulären Matrix handelt es sich um eine im hohen Maß organisierte
Ansammlung verschiedener Makromoleküle im Interzellularraum. Im Kontext der
DR ist die funktionelle Integrität der ECM nicht nur für das Überleben von Pe-
rizyten und Endothelzellen essenziell, sondern besitzt zudem höchste Relevanz zur
Funktionalität der gesamten Retina. Während der „pericyte drop-out“ als Schlüssel-
mechanismus postuliert wird, gilt aus histologischer Sicht eine Verdickung der Ba-
salmembran als frühes und sicheres Zeichen der diabetischen Retinopathie mit ein-
hergehender überschießender vaskulärer Permeabilität und Angiogenese (Roy et al.
2015). Die retinale Basalmemban setzt sich hauptsächlich aus Kollagen Typ IV,
Fibronectin, Laminin und Proteoglykanen zusammen. Kollagen Typ IV kann di-
rekt an Integrine binden und somit die Zelladhäsion und bestimmte intrazelluläre
Signalwege initiieren. Fibronectin wirkt als molekularer Kleber und ist ein kriti-
scher Baustein für die organisierte Struktur der Basalmembran. Laminin beeinflusst
die zelluläre Adhäsion, Motilität, Proliferation und Differenzierung. Proteoglykane
bilden mit ihren langen, stark negativ geladenen Glykosaminoglykan-Seitenketten
(GAG) eine Speicherfunktion. Sie können neben extrazellulärer Flüssigkeit eine Viel-
zahl an Wachstumsfaktoren, Enzymen und Zytokinen zurückhalten. Zudem können
sie mit Integrinen interagieren. In der Zellkultur von Endothelzellen ist eine Vermin-
derung der GAG durch hohe Glukose beschrieben (Gharagozlian et al. 2006b). Somit
könnte eine Veränderung der gebundenen Wachstumsfaktoren oder eine veränderte
Wirkung auf zelluläre Adhäsionsmoleküle die von uns beschriebene Einschränkung
der Perizytenproliferation erklären. Neben einer vermehrten Synthese der einzelnen
Komponenten der Basalmembran, ist eine gestörte Degradation und Remodelierung
durch Matrix-Metalloproteinasen (MMP) im Rahmen der DR beschrieben (Roy et al.
2010).

Abweichend von diesen zellulären Anpassungsreaktionen auf einen hyperglykämi-
schen Stimulus, postulierte Brownlee eine direkte Schädigung von Zellen und ex-
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trazellulärer Matrix durch hohe Glukosespiegel (Brownlee 2001). Seine „Unifying
Hypothesis“ postuliert zum einen, dass der Hauptmechanismus der hyperglykämi-
schen Schädigungen auf einer gesteigerten Bildung von Reactive Oxygen Species
(ROS) beruht. Zum anderen postuliert er direkte chemische Modifikationen von
extrazellulärer Matrix und zellulären Signalwegen durch nicht-enzymatische Reak-
tionen von reaktiven Stoffwechselprodukten des Glukosemetabolismus. Advanced
Glycation Endproducts (AGE) entstehen zum einen durch die nicht-enzymatische
Adduktion von Glukose an Proteine. Ein weiterer Enstehungsmechanismus von AGE
ist die Reaktion von Proteinen mit reaktiven Glukosemetaboliten wie Glyoxal oder
Methylgloxal (MGO). Da diese Substanzen sich chemisch durch ihre Carbonylgrup-
pen auszeichnen, werden sie in der Literatur analog zu den ROS als Reactive Car-
bonyl Species oder Carbonyl-Stress bezeichnet. Im Zusammenhang mit Diabetes
mellitus wurden bereits negative Effekte von MGO und Glukose-modifiziertem Kol-
lagen Typ IV auf die Adhäsion und Proliferation von renalen Mesangiumzellen be-
schrieben, wobei unter anderem eine Veränderung der Integrinabhängigen Zell-ECM
Interaktionen postuliert wurde (Pozzi et al. 2009).

1.4 Mesenchymal stromale Zellen und zellbasierte
Therapiekonzepte

Mesenchymal stromale Zellen (MSC) sind multipotente Vorläuferzellen verschiedens-
ter mesenchymaler Zelltypen. Sie sind definiert als plastikadhärente Zellen, welche
die Oberflächenantigene CD 73, CD 90 und CD 105 exprimieren, während CD 14,
CD 19, CD 34, CD 45 und HLA-DR nicht exprimiert werden. Außerdem müssen
sich die Zellen in-vitro adipogen, chondrogen und osteogen differenzieren können
(Dominici et al. 2006).

Mit ihrer Fähigkeit zur Selbsterneuerung sowie zur Differenzierung in diverse spe-
zialisierte Zelltypen versprechen sie ein großes Potenzial für neue regenerative zellba-
sierte Therapieansätze. Nach ihrer ersten Beschreibung durch Friedenstein im Jahre
1970 (Friedenstein et al. 1970) fanden sie durch eine erste Studie zur Sicherheit ihrer
Anwendung für zellbasierte Therapiekonzepte im Jahr 1995 sehr schnell ihren Weg in
die klinische Erprobung zu unterschiedlichsten Indikationen. Die entwickelten The-
rapieansätze basieren dabei auf den besonderen Eigenschaften dieser Zellen. Neben
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ihrer fehlenden Immunogenität scheinen sie von pro-inflammatorischen Botenstof-
fen gelockt an den Ort einer Gewebeschädigung oder eines Entzündungsprozesses
zu migrieren (Sharma et al. 2014). Obwohl eine therapeutische Wirksamkeit besteht,
ist nach wie vor unklar, welche Mechanismen genau involviert sind. Während eini-
ge Studien auf die Differenzierungskapazität der MSC und die Sekretion von lokal
wirkenden trophischen Faktoren setzten, um Wundheilungsprozesse zu begünstigen,
versuchten andere Studien ihre immunoregulatorischen Fähigkeiten für die Therapie
Immunzell-vermittelter zytotoxischer Reaktionen zu nutzen (Sharma et al. 2014).
Obwohl sich MSC-basierte Therapieansätze in den letzten Jahren als verhältnis-
mäßig sicher herausstellten, und in präklinischen Modellen eine gute Wirksamkeit
beobachtet wurde, wurden die Erwartungen an ihren klinischen Nutzen bisher nicht
erfüllt. Ausgehend von dieser Diskrepanz zwischen vielversprechenden Resultaten in
der Grundlagenforschung, welche sich in der klinischen Erprobung nicht wie erhofft
abbildeten, bleibt das genauere Verständnis der Wirkmechanismen der MSC der
Schlüssel zu erfolgreichen Therapieansätzen (Hoogduijn et al. 2019).

1.5 Diabetische Retinopathie und mesenchymal
stromale Zellen

Im Hinblick auf die DR bieten MSC drei vielversprechende Ansatzpunkte für zell-
basierte Therapiekonzepte. Zum einen können sie konstruktiv wirken, indem sie in
das geschädigte Gewebe migrieren und dort einwachsen. Zum anderen können sie
instruktiv wirken und mittels Sekretion trophischer Faktoren die lokale Umgebung
in ein proregeneratives Stadium versetzen. Letztlich können sie regenerativ wirken,
da sie durch Remodelierung der extrazellulären Matrix nicht nur das größte Reser-
voir extrazellulärer Wachstumsfaktoren beeinflussen, sondern gleichzeitig mögliche
diabetische Schädigungen der zellulären Mikroumgebung ausbessern können (Fiori
et al. 2018).

Ein erstes vielversprechendes Resultat eines Therapieversuches mit MSC lieferten
Yang, Li et al. Sie zeigten im Streptozotocin-induzierten Rattenmodell der DR eine
Verbesserung der Integrität der Blut-Retina-Schranke nach intravenöser Applika-
tion von MSC (Z. Yang et al. 2010). Während vorerst unklar blieb, ob der Effekt
direkt mit einer lokalen Wirkung der MSC zusammenhing oder sekundär durch
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eine Verminderung der Blutglukosespiegel bedingt war, zeigten neuere Studien so-
wohl einen zytoprotektiven und regenerativen Effekt durch Sekretion trophischer
Faktoren (Ezquer et al. 2016) als auch eine perizytenähnliche Integration in die Re-
tina (Mendel et al. 2013). Neben positiven Forschungsergebnissen wuchsen jedoch
auch Bedenken, dass die MSC vermittelte proangiogene Wirkung zu vaskulärer Hy-
perproliferation führen könnte (Beltramo et al. 2014). Weitere Arbeiten deuteten
darauf hin, dass MSC eine verschlimmernde Entzündungsreaktion mit weiterem Pe-
rizytenverlust und vaskulärer Dysfunktion induzieren könnten (Huang et al. 2019).
Im Gegensatz dazu konnten MSC nach intravitrealer Injektion in einem retinopathy-
of-prematurity-Mausmodell eine Perizyten-spezifische Position einnehmen und die
retinale Angiogenese verbessern und stabilisieren (Hajmousa et al. 2018). Dies deu-
tet eine kontext-abhängige Wirksamkeit an. Das Ziel unserer Arbeitsgruppe war
es daher, ein genaues Verständnis der Abhängigkeiten und Wechselwirkungen von
MSC, Perizyten und Endothelzellen zu bekommen.

1.6 Vorarbeiten und Ziel der Studie

Diese Arbeit knüpft an die Ergebnisse der medizinischen Dissertation von Heiner
Kremer an. Herr Kremer etablierte in unserem Labor eine Methode der ECM-
Präparation für Adhäsions- und Proliferationsexperimente. Dabei konnte er einen
negativen Einfluss Glukose-modifizierter HUVEC-ECM auf die Proliferation von
HRMVPC beobachten, während die Proliferation von ASC nicht beeinträchtigt wur-
de. Darauf aufbauend untersuchte Herr Kremer, ob die Kultur von HUVEC in hoher
Glukose die Zusammensetzung ihrer ECM beeinflusst. Er konnte dabei keine quanti-
tativen Unterschiede in der Exkretion von Fibronectin, Laminin oder Kollagen Typ
IV feststellen (Kremer 2017, Kremer, Gebauer et al. 2020).

Ebenfalls im Rahmen des DFG-geförderten Internationalen Graduiertenkollegs
IRTG1874 „Diabetic Microvascular Complications (DIAMICOM)“ etablierte Agne-
se Fiori in unserem Labor zwei unterschiedliche Angiogenese-Assays zur Untersu-
chung des Zusammenspiels von Endothelzellen und ASC bzw. HRMVPC. Während
ASC durch die Kultur unter hyperglykämischen Bedingungen keine Beeinträchti-
gung zeigten, konnte sie eine Glukose-induzierte Verminderung des angiogenen Po-
tentials humaner retinaler mikrovaskulärer Endothelzellen (HRMVEC) feststellen.
Diesen Effekt konnte sie mit einem erhöhten Level an oxidativem Stress der HRM-
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VEC in Verbindung bringen, welches sich durch die Behandlung mit dem Antioxi-
danz N-Acetylcystein oder durch ASC-konditioniertes Medium wieder abschwächen
ließ (Fiori et al. 2020). Zudem konnte sie überraschender Weise beobachten, dass
HRMVPC im Gegensatz zu ASC keine proangiogene Aktivität aufzeigten, sondern
die Formation vaskulärer Netzwerke aktiv unterdrückten. (Kremer, Gebauer et al.
2020).

Ausgehend von den Vorarbeiten wurden für diese Dissertation folgende Kernfragen
formuliert:

1. Welchen Einfluss hat die Kultur unter hoher Glukose auf die extrazelluläre
Matrix von Endothelzellen?

2. Wie verhalten sich ASC bzw. retinale Perizyten bei der Adhäsion und Proli-
feration auf Glukose-modifizierter extrazellulärer Matrix von retinalen Endo-
thelzellen?

3. Welche Ähnlichkeiten und Unterschiede zeigen sich zwischen Zellkultur-
expandierten ASC und retinalen Perizyten?

4. Welche Rolle spielen insbesondere die Integrine in der differentiellen Sen-
sitivität von mesenchymal stromalen Zellen und retinalen Perizyten gegen-
über Glukose-modifizierter extrazellulärer Matrix? Diese Frage wurde im Rah-
men eines eigenständig eingeworbenen Drittmittelprojektes der Deutschen-
Diabetes-Gesellschaft (DDG) adressiert.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

Tabelle 2.1: Verwendete Zellen und Kulturbedingungen

Zelltyp Abkürzung Herkunft Medium Aussaatdichte

Lipoaspirate-
derived
mesenchymal
stromal cells

ASC AG Bieback,
Mannheim, DE

DMEM AB 200/cm2, T175

Human retinal
microvascular
Pericytes

HRMVPC Pelo Biotech,
Planegg, DE

PCM Split 1:2, T25,
Speed Coat
Solution (Pelo
Biotech)

Human retinal
Pericytes cells
ACBRI 183

CSPC Cell Systems,
Kirkland, USA

CSM 106, T75

Human umbilical
vein endothelial
cells

HUVEC AG Bieback,
Mannheim, DE

EGM2 8000/cm2, T25

Human retinal
microvascular
endothelial cells

HRMVEC Pelo Biotech,
Planegg, DE

EGM2 8000/cm2, T25
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Tabelle 2.2: Zellkulturmedien und Zusammensetzung

Medium Zusammensetzung

DMEM AB Dulbecco’s modified Eagles’s medium low glucose (Lonza, Vervies, B)
10 % human AB-serum (DRK Mannheim, DE)
4 mM L-Glutamin (PAA Laboratories, Cambridge, UK)
1 % Penicillin/Streptomycin (Sigma, St. Louis, USA)

PCM Pericytes Growth Medium (Pelo Biotech, Planegg, DE)

CSM Complete Medium formulated at normal blood glucose level with serum
and CultureBoost (Cell Systems, Kirkland, USA)

EGM2 Endothelial Cell Growth Medium (Promocell, Heidelberg, DE)
1/4 EGM 25 % EGM2

75 % Endothelial Cell Basal Medium (Promocell, Heidelberg, DE)

Tabelle 2.3: Chemikalien

Bezeichnung Abkürzung Hersteller

Ammoniakwasser 25 % Merck, Darmstadt, DE

Aqua destillata Merck Millipore, Darmstadt, DE

Casy-Ton Omni Life Science, Bremen, DE

2,4-Dinitrophenylhydrazin Sigma, St. Louis, USA

FACS Cell Wash Buffer BD, Franklin Lakes, USA

4,6-Diamidino-2-phenylindole DAPI Sigma, St. Louis, USA

Dulbecco’s Phosphate Buffered
Saline

PBS Sigma St. Louis, USA

FcR Blocking Reagent Milteny, Bergisch Gladbach, DE

Fetal Bovine Serum FBS Gibco, Paisley, UK

D-Glukose Sigma, St. Louis, USA

Gelantine Sigma, St. Louis, USA

Heparin-Natrium-5000 Ratiopharm, Ulm, DE

Methylglyoxal MGO Sigma, St. Louis, USA

Paraformaldehyd 35 % Roth, Karlsruhe, DE

Phosphorsäure > 85 % Roth, Karlsruhe, DE

Trypsin EDTA PAA Laboratories, Cambridge,
UK

Triton-X-100 Sigma, St. Louis, USA

15



Material und Methoden

Tabelle 2.4: Hergestellte Puffer

Bezeichnung Zusammensetzung

Papain-Lösung 20 mM Natriumphospaht pH 6,8 (Merck,
Darmstadt, DE)
1 mM EDTA (Roth, Karlsruhe, DE)
2 mM Dithiothreitol (Serva, Heidelberg, DE)
300 µg/ml Papain (Sigma, St. Louis, USA)

Zymographie Proben-Puffer 4 % SDS (Serva, Heidelberg, DE)
20 % Glycerin (Serva, Heidelberg, DE)
0,01 % Bromphenolblau (Roth, Karlsruhe, DE)
125 mM Tris-HCl pH 6,8 (Serva, Heidelberg, DE)

Zymographie Waschpuffer 2,5 % Triton-X-100 (Sigma, St.Louis, USA)
50 mMTris-HCl pH 7,5 (Serva, Heidelberg, DE)
5 mM Calciumchlorid (Roth, Karlsruhe, DE)
1 µM Zinkchlorid (Roth, Karlsruhe, DE)

Zymographie Inkubationspuffer 1 % Triton-X-100 (Sigma, St. Louis, USA)
50 mM Tris-HCl pH 7,5 (Serva, Heidelberg, DE)
5 mM Calciumchlorid (Roth, Karlsruhe, DE)
1 µM Zinkchlorid (Roth, Karlsruhe, DE)

Zymographie Färbelösung 40 % Methanol (Merck, Darmstadt, DE)
10 % Essigsäure (Merck, Darmstadt, DE)
0,5 % Coomassie-Brilliant-Blau (Sigma, St. Louis,
USA)
Ad 100 % Wasser (Merck Millipore, Darmstadt, DE)

Zymographie Entfärbelösung 40 % Methanol (Merck, Darmstadt, DE)
10 % Essigsäure (Merck, Darmstadt, DE)
Ad 100 100 % Wasser (Merck Millipore, Darmstadt,
DE)
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Tabelle 2.5: Antikörperpanel Durchflusszytometrie

Bezeichnung Klon Hersteller

CD13-APC-Cy7 WM15 BioLegend, San Diego, USA

CD29-AF488 TS2/16 BioLegend, San Diego, USA

CD31-FITC WM59 BD Biosciences, Heidelberg, DE

CD34-APC 581 BD Biosciences, Heidelberg, DE

CD44-APC-eFluor780 IM7 eBioscience, San Diego, USA

CD45-PE-Cy7 HI30 BD Biosciences, Heidelberg, DE

CD49a-AF647 TS2/7 AbD Serotec, Oxford, UK

CD49b-FITC P1E6-C5 BioLegend, San Diego, USA

CD49d-PE-Cy7 9F10 BioLegend, San Diego, USA

CD49e-PE NKI-SAM-1 BioLegend, San Diego, USA

CD49f-PE GoH3 BD Biosciences, Heidelberg, DE

CD73-PE AD2 BD Biosciences, Heidelberg, DE

CD90-APC 5E10 BD Biosciences, Heidelberg, DE

CD105-PE-Cy7 SN6 eBioscience, San Diego, USA

CD106-FITC 51-10C9 BD Biosciences, Heidelberg, DE

CD140a-PE 16A1 BioLegend, San Diego, USA

CD140b-APC 18A2 BioLegend, San Diego, USA

CD146-PE TEA1/34 Beckman Coulter, Brea, USA

CD248-AF647 B1/35 BD Biosciences, Heidelberg, DE

HLA-ABC-PE-Vio770 REA230 Milteny, Bergisch Gladbach, DE

HLA-DR-APC-Cy7 L243 BioLegend, San Diego, USA

Integrin β7 FIB504 BioLegend, San Diego, USA

NG2-AF488 9.2.27 eBioscience, San Diego, USA
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Tabelle 2.6: Sonstige Antikörper

Bezeichnung Hersteller

Anti-MGH-1 Zur Verfügung gestellt von Thomas
Fleming, Klinik für Endokrinologie,
Stoffwechsel und klinische Chemie,
Uniklinik Heidelberg, DE

Streptavidin-AF480 Thermo Fischer Scientific, Braunschweig,
DE

Dinitrophenyl-KLH Polyclonal Antibody Thermo Fischer Scientific, Braunschweig,
DE

Tabelle 2.7: Kits

Kit Hersteller

TGX FastCast Acrylamide Kit 10 % Bio-Rad, Hercules, USA

Sulfated Glycosaminoglycan Quantification Kit amsbio, Frankfurt am Main, DE

Pierce BCA Protein Assay Kit Thermo Fischer Scientific,
Braunschweig, DE

RNeasy Micro Kit Qiagen, Hilden, DE

RT2 First Strand Kit Qiagen, Hilden, DE

RT2 Custom PCR Arrays Qiagen, Hilden, DE

Tabelle 2.8: Geräte

Gerät Hersteller

Casy Cell Counter OLS OMNI Life Science, Bremen, DE

NucleoCounter NC-100 ChemoMetec, Allerod, DK

Tecan Infinite M200 Tecan, Männedorf, CH

Bio-Rad Thermal Cycler Bio-Rad, Hercules, USA

Roche LightCycler 480 Roche, Basel, CH

Mini-PROTEAN Tetra Cell Bio-Rad, Hercules, USA

Mini-PROTEAN Tetra Handcast System Bio-Rad, Hercules, USA

IncuCyte Zoom Essen Bioscience, Hertfordshire, UK

Axiovert 100 Carl Zeiss Microscopy, Jena, DE

Durchflusszytometer FACS Canto II BD Biosciences, Heidelberg, DE
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Tabelle 2.9: Gene des Custom PCR-Arrays

Abkürzung Englische Bezeichnung

ACTA2 Actin, alpha 2, smooth muscle, aorta

AGTR1 Angiotensin II receptor, type 1

AMOT Angiomotin

ANGPT1 Angiopoietin 1

ANPEP Alanyl (membrane) aminopeptidase

ATPIF1 ATPase inhibitory factor 1

BAX BCL2-associated X protein

BCL2 B-cell CLL/lymphoma 2

MMP14 Matrix metallopeptidase 14 (membrane-inserted)

BCL2L1 BCL2-like 1

HAS1 Hyaluronan synthase 1

CAT Catalase

CAV1 Caveolin 1, caveolae protein, 22kDa

CD151 CD151 molecule (Raph blood group)

CD248 CD248 molecule, endosialin

CD81 CD81 molecule

CFLAR CASP8 and FADD-like apoptosis regulator

COL11A1 Collagen, type XI, alpha 1

COL12A1 Collagen, type XII, alpha 1

COL1A1 Collagen, type I, alpha 1

COL4A3 Collagen, type IV, alpha 3 (Goodpasture antigen)

COL5A1 Collagen, type V, alpha 1

COL6A1 Collagen, type VI, alpha 1

COL6A2 Collagen, type VI, alpha 2

COL7A1 Collagen, type VII, alpha 1

COL8A1 Collagen, type VIII, alpha 1

CSPG4 Chondroitin sulfate proteoglycan 4

CTNNA1 Catenin (cadherin-associated protein), alpha 1, 102kDa

CTNND1 Catenin (cadherin-associated protein), delta 1

CX3CL1 Chemokine (C-X3-C motif) ligand 1
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Fortsetzung von Tabelle 2.9

Abkürzung Englische Bezeichnung

DES Desmin

EDN1 Endothelin 1

EDNRA Endothelin receptor type A

EFNB2 Ephrin-B2

ERBB2 V-erb-b2 erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 2,
neuro/glioblastoma derived oncogene homolog (avian)

FLT1 Fms-related tyrosine kinase 1 (vascular endothelial growth
factor/vascular permeability factor receptor)

ICAM1 Intercellular adhesion molecule 1

IFNGR2 Interferon gamma receptor 2 (interferon gamma transducer 1)

IL6 Interleukin 6 (interferon, beta 2)

ITGA1 Integrin, alpha 1

ITGA2 Integrin, alpha 2 (CD49B, alpha 2 subunit of VLA-2 receptor)

ITGA4 Integrin, alpha 4 (antigen CD49D, alpha 4 subunit of VLA-4 receptor)

ITGA5 Integrin, alpha 5 (fibronectin receptor, alpha polypeptide)

ITGA6 Integrin, alpha 6

ITGB1 Integrin, beta 1 (fibronectin receptor, beta polypeptide, antigen CD29
includes MDF2, MSK12)

ITGB3 Integrin, beta 3 (platelet glycoprotein IIIa, antigen CD61)

JAG1 Jagged 1

KIT V-kit Hardy-Zuckerman 4 feline sarcoma viral oncogene homolog

LAMA1 Laminin, alpha 1

LAMA2 Laminin, alpha 2

LAMA3 Laminin, alpha 3

LAMC1 Laminin, gamma 1 (formerly LAMB2)

LEPR Leptin receptor

MCAM Melanoma cell adhesion molecule

MMP1 Matrix metallopeptidase 1 (interstitial collagenase)

MMP15 Matrix metallopeptidase 15 (membrane-inserted)

MMP16 Matrix metallopeptidase 16 (membrane-inserted)

NOTCH1 Notch 1
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Fortsetzung von Tabelle 2.9

Abkürzung Englische Bezeichnung

NOTCH2 Notch 2

NOTCH3 Notch 3

NRP1 Neuropilin 1

NRP2 Neuropilin 2

PDGFRA Platelet-derived growth factor receptor, alpha polypeptide

PDGFRB Platelet-derived growth factor receptor, beta polypeptide

PECAM1 Platelet/endothelial cell adhesion molecule

PF4 Platelet factor 4

PLAT Plasminogen activator, tissue

PLAU Plasminogen activator, urokinase

PROCR Protein C receptor, endothelial

PTGS1 Prostaglandin-endoperoxide synthase 1 (prostaglandin G/H synthase
and cyclooxygenase)

PTK2 PTK2 protein tyrosine kinase 2

RGS5 Regulator of G-protein signaling 5

SPG7 Spastic paraplegia 7 (pure and complicated autosomal recessive)

SPHK1 Sphingosine kinase 1

TEK TEK tyrosine kinase, endothelial

TGFB1 Transforming growth factor, beta 1

TGFB2 Transforming growth factor, beta 2

TGFB3 Transforming growth factor, beta 3

TGFBI Transforming growth factor, beta-induced, 68kDa

TIMP1 TIMP metallopeptidase inhibitor 1

TIMP2 TIMP metallopeptidase inhibitor 2

TIMP3 TIMP metallopeptidase inhibitor 3

TNC Tenascin C

TSPAN4 Tetraspanin 4

VCAN Versican

VEGFA Vascular endothelial growth factor A
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2.2 Methoden

2.2.1 Allgemeine Zellkulturmethoden

Alle Zellen wurden bei 37 ◦C und 5 % Kohlenstoffdioxid mit den in Tabelle 2.1 an-
gegebenen Medien und Aussaatdichten kultiviert. Abweichende Kulturbedingungen
als Anpassung auf die unterschiedlichen Untersuchungen sind in den entsprechenden
Methodenabschnitten beschrieben. Die Zusammensetzung der Zellkulturmedien ist
Tabelle 2.2 zu entnehmen. Das Medium wurde alle 2-3 Tage gewechselt. Für einige
Experimente wurden die Zellen in Medien mit normalem oder hohen Glukosegehalt
kultiviert. Normale Glukose (NG) entspricht dem regulärem Glukosegehalt des je-
weiligen Mediums. Zur Herstellung des Mediums mit hoher Glukose (HG) wurden
3,5 g/l Glukose zu dem jeweiligen Medium hinzugefügt. Bei den Medien für HUVEC,
HRMVEC, ASC und CSPC lag die Konzentration der NG-Medien bei 1 g/l bzw.
5,6 mmol/l und die Konzentration der HG-Medien bei 4,5 g/l bzw. 25 mmol/l. Das
HRMVPC-Medium PCM war seitens der Herstellers nur mit 4,5 g/l bzw. 25 mmol/l
erhältlich. Damit ergab sich für den HG-Ansatz eine Konzentration von 8 g/l bzw.
44,4 mmol/l.

Die in Kryowells unter flüssigem Stickstoff eingelagerten Zellen wurden zur Ver-
wendung im Wasserbad bei 37 ◦C aufgetaut und in eine Zellkulturflasche mit vor-
gelegtem und vortemperiertem Zellkulturmedium ausgesät. Am Folgetag wurde das
Medium gewechselt, um zellulären Debris zu entfernen. Bei 70 % Konfluenz der ASC
oder 100 % Konfluenz der übrigen Zelltypen wurden die Zellen mit Trypsin/EDTA
in PBS für 3 Minuten bei 37 ◦C geerntet. Zur Inaktivierung des Trypsins wurde
anschließend PBS mit 10 % FBS hinzugefügt. Die Zellsuspension wurden bei 420 g
für 5 min zentrifugiert. Nach Entfernung des Überstandes wurde das Zellpellet im
entsprechenden Zellkulturmedium resuspendiert. Die Zellzahl wurde mittels Casy-
Counter ermittelt. Die Zählung der HRMVPC war aufgrund ihrer Aggregationsnei-
gung nur mit einem NucleoCounter möglich. Dabei werden die Zellen lysiert und die
übrig bleibenden Zellkerne werden gezählt.
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2.2.2 Adhäsions und Proliferationexperimente auf extrazellulärer
Matrix

Herstellung der ECM HRMVEC wurden mit einer Zelldichte von 7500/cm2 auf
24-wellplates mit NG oder HG ausgesät. Für die HG-Stimulation wurde dem Endo-
thelzellmedium 4,5 g/l Glukose hinzugefügt. Das Zellkulturmedium wurde alle 2 Ta-
ge erneuert. Bei vollständiger Konfluenz wurden die Endothelzellen einmal mit PBS
gewaschen und mit 0,25 mM Ammoniakwasser für 3 min unter mikroskopischer Kon-
trolle lysiert. Die so gewonnene ECM wurde vorsichtig dreimal mit PBS gewaschen
und anschließend mit PBS bedeckt im Brutschrank gelagert, während die ASC und
Perizyten geerntet wurden.

Aussaat ASC oder Perizyten wurden auf die frisch hergestellte ECM mit einer
Dichte von 5000/cm2 in ihrem jeweiligen Standardmedium (NG) ausgesät. Nach der
Aussaat auf die ECM erfolgte keine Stimulation der ASC oder Perizyten mit HG.
Der Fokus der Fragestellung lag auf der Untersuchung des Effekts hyperglykämischer
Kulturbedingungen auf Endothelzellen und deren extrazellulärer Matrix.

Live-Cell-Imaging Durch das Live-Cell-Imaging-System IncuCyte Zoom war es
uns möglich eine genaue Analyse der zellulären Adhäsion und Proliferation durch-
zuführen. Bei dem Gerät handelt es sich um einen im Brutschrank installierten
Mikroskopieroboter, welcher automatische mikroskopische Aufnahme definierter Re-
gionen von Zellkulturgefäßen in programmierbaren Zeitabständen ermöglicht. Das so
erhobene Bildmaterial kann mittels zugehöriger Software auf Basis verschiedenster
Parameter, wie beispielsweise Zellgröße und Exzentritzität, ausgewertet werden. So-
mit kann die Kinetik der zellulären Adhäsion und Proliferation quantifiziert werden.
In unseren Experimenten haben wir 10 min und 20 min nach Aussaat (Adhäsion),
sowie darauffolgend im Abstand von 2 h (Proliferation) Bilder von den Zellen auf-
genommen und analysiert.

Bildanalyse Für die beiden Zeitpunkte während der Adhäsion wurden die Parame-
ter für die Bildanalyse so gewählt, dass nur einzeln liegende Zellen gewertet und die
mittlere Zellfläche sowie die mittlere Zellzahl pro Bild berechnet wurden. Die Pro-
liferationsphase wurde durch Bestimmung der Konfluenz, also der prozentual von
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Zellen bedeckten Gesamtfläche, abgebildet. Für die verschiedenen Zelltypen wur-
den die Parameter zur Erkennung von Zellen jeweils individuell angepasst. Einzelne
Bilder mit groben Fehlern der Bildanalyse oder starker Verschmutzung wurden für
die Auswertung ausgeschlossen. Die Mitte jedes wells wurde auf Grund von Debris
generell ausgeschlossen. Ein genauer Einblick in den Arbeitsablauf der Bildanalyse
wurde von uns bereits publiziert (Kremer et al. 2020). Die Daten wurden zur ver-
ständlicheren Darstellung gegen die Bedingung NG normalisiert. Die Anzahl der
Replikate betrug für ASC und HRMVPC N = 3 biologische Replikate und n = 48
technische Replikate. Die Experimente mit CSPC wurden mit zwei verschiedenen
Spendern je zweimal wiederholt. Biologische Replikate bezeichnen Messungen der-
selben methodischen Durchführung unter Verwendung von Zellen desselben Zelltyps
mit biologisch unabhängiger Herkunft. Technische Replikate bezeichnen mehrfache,
identische Ansätze innerhalb eines Experiments.

2.2.3 Einfluss hoher Glukose auf die extrazelluläre Matrix von
Endothelzellen

Glukosaminoglykan-Nachweis HUVEC wurden mit einer Zelldichte von
7500/cm2 auf 24-wellplates mit NG oder HG ausgesät. Bei Konfluenz wurden
die Zellen der einzelnen Wells mit gepufferter Papain-Lösung geerntet und mittels
Casy Cell Counter gezählt. Der Gehalt an GAG wurde mit dem GAG Assay Kit
vom amsbio in einem Tecan Infinite 200 photometrisch bestimmt und zur Zellzahl
normalisiert. Als Kontrolle wurde das Zellkulturmedium zusätzlich mit 50 µmol/l
Heparin versetzt. Die Anzahl der Replikate betrug N = 1 biologisches Replikat und
n = 3 technische Replikate.

Zymographie zum Nachweis von Matrixmetalloproteasen Zur Probegewinnung
wurden HUVEC und HRMVEC mit 8000 Zellen/cm2 in T25-Flaschen mit NG oder
HG kultiviert. Bei 80 % Konfluenz wurden die Zellen für 24 h in serumfreiem Basal-
medium (EBM2) gehalten. Anschließend wurde das konditionierte serumfreie Medi-
um steril aliquotiert und bei −80 ◦C gelagert. Die Proteinkonzentration der Aliqouts
wurde mittels Pierce ™ BCA Protein Assay Kit bestimmt.

Die Gelatine-Zymographie erfolgte nach einem Protokoll der Firma Abcam. Das
Prinzip basiert auf einer SDS-PAGE Gelelektopherese, wobei in das Gel Gelatine ein-

24



Methoden

gegossen wird. Anschließend wird das Gel mit konditioniertem Medium in standardi-
sierten Proteinkonzentrationen bestückt. Nach der elektrophoretischen Auftrennung
der Proben wird das SDS mit dem Waschpuffer ausgewaschen. Die dadurch rena-
turierten Metalloproteasen entfalten ihre enzymatische Aktivität anschließend im
Inkubationspuffer bei 37°C für 24 Stunden. Die im Gel vorhandene Gelatine wird
hierbei durch MMP2 und MMP9 abgebaut. Das Gel wird danach für 1 h in einer
wässrigen Färbe-Lösung mit 40 % Methanol, 10 % Essigsäure und 0,5 % Coomassie
Blau inkubiert. Abweichend vom Protokoll der Firma Abcam erfolgte die Entfärbung
der Gele über Nacht in Wasser auf einem Schüttler. Zur besseren Entfärbung wurde
dem Wasser ein Stück Zellstoff zur Absorption des Farbstoffes beigelegt. Zur Analy-
se der Gele wurden diese zunächst über Nacht in 30 %-iger wässriger Glycerinlösung
getränkt. Anschließend wurden die Gele zwischen Cellophan in Trocknungsrahmen
eingespannt und dort bis zur Aushärtung belassen. Die getrockneten Gele wurden
mit einem Flachbettscanner digitalisiert. Das so gewonnene Bildmaterial wurde mit
ImageJ ausgewertet. Die Farbaufnahme wurde mit der „RGB to luminance“ Funkti-
on in analysierbare Graustufen konvertiert. Zur besseren Abgrenzbarkeit der Banden
wurden die Helligkeits- und Kontrastwerte nachjustiert. Die Quantifizierung erfolgte
mittels der Gel-Analyse-Funktion. Dazu wurden auf Grund der höheren Bandenin-
tensität nur die mit 15 µg/ml Protein beladenen Banden analysiert. Die so erhobe-
nen Bandenintensitäten wurden statistisch ausgewertet. Die Anzahl der Replikate
betrug N = 1 biologisches Replikat und n = 3 technische Replikate.

Nachweis von Advanced Glycation Endproducts In Kooperation mit Thomas
Fleming, Klinik für Endokrinologie, Stoffwechsel und klinische Chemie, Uniklinik
Heidelberg, wurden Endothelzellen auf die Bildung von advanced glycation endpro-
ducts (AGE) untersucht. Hierzu wurden HUVEC mit einer Zelldichte von 5000 cm2

in einer 96-well Platte in NG oder HG ausgesät. Nach 24 h wurden zur Positivkontrol-
le unterschiedliche Konzentrationen MGO hinzugegeben. Nach weiteren 24 h wurden
die Zellen mit PBS gewaschen und mit 4 % Paraformaldehyd in PBS für 15 min fi-
xiert. Die Zellen wurden danach für 10 min mit PBS, 3 % Ziegenserum und 0,1 %
Triton-X100 permeabilisiert und anschließend dreimal mit 3 % Ziegenserum in PBS
gewaschen. Die Färbung mit einem Biotin-gekoppelt anti-MGH1-Primärantikörper,
welcher uns freundlicher Weise von Thomas Fleming zur Verfügung gestellt wurde,
erfolgte über Nacht bei 4 ◦C. Die Sekundärfärbung mit Alexa-Flour488-Straptavidin
erfolgte bei Zimmertemperatur im Dunkeln für eine Stunde. Abschließend erfolgte
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eine DAPI-Färbung für eine Minute mit 1 ng/ml DAPI in Wasser. Nach den Fär-
beschritten wurde jeweils dreimal mit 3 % Ziegenserum in PBS gewaschen. Diese
qualitative Untersuchung wurde mit drei technischen Replikaten durchgeführt.

Nachweis zellulärer Carbonylgruppen HUVEC und HRMVEC wurden in T25-
Flaschen mit NG oder HG kultiviert. Bei 80 % Konfluenz wurden die Zellen tryp-
siniert, mit PBS gewaschen und anschließend mit Methanol fixiert und permeabi-
lisiert. Nach erneutem Waschen mit PBS wurden die Carbonylgruppen der Zellen
mit 10 mM 2,4- Dinitrophenylhydrazin-Phosphorsäure-Lösung für 45 min im Dun-
keln derivatisiert. Nach dreimaligem Waschen mit FACS-Puffer wurden die deriva-
tisierten Carbonylgruppen mit einem Anti-DNP-Antikörper in 1:1000 Verdünnung
für 45 min bei 4°C gefärbt. Nach zweimaligem Waschen mit FACS-Puffer erfolgte
die Sekundärfärbung mit einem anti-rabbit-FITC-Antikörper für 30 min bei 4 ◦C.
Anschließend wurde erneut zweimal mit FACS-Puffer gewaschen, bevor die mediane
Fluoreszenzintensität (MFI) an einem BD FACS Canto II mit BD FACS Diva Soft-
ware gemessen wurde. Als Positivkontrollen wurden Wasserstoffperoxid und Glyoxal
in unterschiedlichen Konzentrationen erprobt. Die durchflusszytometrische Messung
zellulärer Carbonylgruppen wurde für HRMVEC in fünf unabhängigen Experimen-
ten durchgeführt. Bei den HUVEC wurden zwei unabhängige Experimente unter
Verwendung eines HUVEC-Pools durchgeführt.

Veränderungen der mechanischen Eigenschaften der ECM Die Untersuchung
der mechanischen Eigenschaften der HUVEC-ECM wurde in Kooperation mit Jo-
hanna Hafner durchgeführt. Die HUVEC wurden dafür von mir in Anlehnung an un-
sere ECM-Experimente kultiviert. Auf Grund der Komplexität des Versuchsaufbau
und insbesondere der Datenauswertung, welche von Johanna Hafner durchgeführt
wurde, möchte ich an dieser Stelle auf die detaillierte Beschreibung aller Einzelheiten
in unserer Publikation verweisen (Hafner et al. 2020).

2.2.4 Vergleichende Analyse von ASC und Perizyten

Kultur von ASC und Perizyten für Durchflusszytometrie und RNA-Gewinnung
Die Zellkultur zur Gewinnung von ASC und Perizyten für die durchflusszytome-
trischen Untersuchungen und die RNA-Isolation erfolgte analog zu den Standard-
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kulturbedingungen der beiden Zelltypen. In Passage 1 eingefrorene ASC wurden
in T175-Zellkulturflaschen mit DMEM AB in Kultur genommen. Bei 75 % Kon-
fluenz wurden die ASC passagiert und mit einer Dichte von 200 Zellen/cm2 in
T175-Zellkulturflaschen mit 20 ml DMEM AB ausgesät. Zur Stimulation mit ho-
her Glukose wurde dem Zellkulturmedium ab Aussaat 4,5 g/l Glukose hinzugefügt.
Nach 7 Tagen Kultur wurden die Zellen mit Trypsin geerntet. Die in Passage 3 ein-
gefrorenen HRMVPC wurden in T25-Zellkulturflaschen mit 10 ml PCM in Kultur
genommen. Um für die Untersuchungen ausreichende Zellzahlen zu erreichen wurden
die HRMVPC bei Konfluenz zunächst 1:2 gesplittet. Bei erneuter Konfluenz wurden
die HRMVPC erneut 1:2 gesplittet und anschließend in normaler oder hoher Glukose
in Kultur genommen. Zur Stimulation mit hoher Glukose wurde dem Zellkulturme-
dium dabei analog zu den ASC ab Aussaat 4,5 g/l Glukose hinzugefügt. Die Zellernte
mit Trypsin erfolgte ebenfalls nach 7 Tagen Kultur in normale oder hoher Glukose.
Für die Durchflusszytometrie wurden zusätzlich CSPC analysiert. Diese waren in
Passage 3 eingefroren und wurden in T75-Zellkulturflaschen mit 30 ml CSM in Kul-
tur genommen. Nach Passagierung mit Trypsin wurde die Kultur mit 1 · 106 Zellen
je T75-Zellkulturflasche fortgesetzt. Nach 7 Tagen in Kultur wurden die Zellen mit
Trypsin geerntet. Eine durchflusszytometrische Untersuchung von HG stimulierten
Perizyten war auf Grund ihrer begrenzten Verfügbarkeit nicht möglich. Bei allen drei
Zelltypen wurde nach Inkulturnahme der eingefrorenen Zellen das Zellkulturmedium
am Folgetag gewechselt um Debris zu entfernen. Danach erfolgte die Erneuerung des
Zellkulturmediums alle 2 Tage. Die geernteten Zellen wurden mittels Casy-Counter
gezählt und mit den im weiteren beschriebenen Zellzahlen für Durchflusszytometrie
oder RNA-Extraktion verwendet.

Gewinnung der RNA-Proben Die RNA-Proben wurde mit je 5 · 105 der trypsi-
nierten Zellen mittels RNeasy Micro Kit gemäß den Angaben des Herstellers ex-
trahiert. Die RNA-Konzentration der gewonnen Eluate wurde mittels Tecan Nano-
Quant Plate gemessen.

RNA MicroArray Die Genexpression von ASC und HRMVPC mit jeweils N = 3
biologischen Replikaten wurde in Kooperation mit der Affymetrix Core Facility,
unterstützt durch Dr. Carsten Sticht, vom Zentrum für Medizinische Forschung in
Mannheim untersucht. Nach erfolgter RIN-Wert Bestimmung zur Ermittlung der
RNA-Integrität, wurden Affymetrix Arrays vom Typ human HTA-2_0-st verwendet.
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Unter Verwendung des GeneChip WT Plus Reagent Kit, des GeneChip Hybridiza-
tion, Wash and Stain Kit wurde zunächst biotinylierte antisense cRNA vorbereitet.
Die Hybridisierung auf dem Chip erfolgte im GeneChip Hybridization oven 640, die
Färbung an der GeneChip Fluidics Station 450 und die abschließende Datenerhe-
bung mittels GeneChip Scanner 3000.

Für die bioinformatische Auswertung wurden die Arraydaten mittels einer Costum
CDF Version 22 mit ENTREZ basierten Gen-Definitionen annotiert (Dai et al. 2005).
Die Rohfluoreszenzintensitäten wurden mittels quantile normalization und RMA
background correction normalisiert. Zur Identifikation der differenziell exprimierten
Gene wurde eine ANOVA mit dem Softwarepaket SAS JMP11 Genomics Version
7 durchgeführt. Als Signifikanzniveau wurde eine FDR-Korrektur mit einer falsch
positiv Rate von α = 0, 05 verwendet.

Eine Gene Set Enrichment Analyse (GSEA) wurde durchgeführt, um zu über-
prüfen, ob zusammengehörige Gene bestimmter Signalwege oder zellulärer Prozesse
zwischen den beiden verglichenen Zelltypen eindeutige Tendenzen in ihrer Expres-
sion aufweisen. Dazu wurde das R-Software-Paket EnrichmentBrowser (Geistlinger
et al. 2016) mit den pathways der KEGG-Datenbank(http://www.genome.jp/kegg)
verwendet.

Die Rohdaten sowie die normalisierten MicroArray-Daten sind in der Gene Ex-
pression Omnibus Datenbank hinterlegt. (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/; ac-
cession No. GSE144605).

PCR-Array Eine Validierung der MicroArray Ergebnisse erfolgte mittels RT-
qPCR. PCR Arrays und zugehörige Reagenzien wurden von Qiagen bezogen und
gemäß den Vorgaben des Herstellers verwendet. Eine Liste der im PCR-Arrays un-
tersuchten Gene zeigt Tabelle 2.9. Die 500 ng pro RNA-Probe wurden mit dem RT2
first strand kit in cDNA umgeschrieben. Anschließend wurde die Genexpression von
91 auf Basis der MicroArray Daten ausgewählter Gene mit custom RT2 profiler
PCR arrays und RT2 SYBR Green qPCR MasterMix untersucht. Für die RT-qPCR
wurde ein Roche LightCycler 480 verwendet. Die Daten wurden mit der zugehörigen
LightCycler 480 Software vorverarbeitet und zur Analyse mittels Qiagen GeneGlobe
exportiert.
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Neben den bereits im MicroArray verwendeten Proben von ASC und HRMVPC in
normaler Glukose wurden zusätzlich HUVEC mit 3 biologischen Replikaten, kulti-
viert in EGMmit reduziertem Supplement-Gehalt und normaler oder hoher Glukose,
analysiert.

Durchflusszytometrie ASC und Perizyten wurden durchflusszytometrisch auf aus-
gesuchte Oberflächenmerkmale untersucht. Dazu wurden ASC und HRMVPC mit
N = 3 biologischen Replikaten und CSPC mit N = 2 biologischen Replikaten ver-
wendet. Nach Ernte der Zellen aus Standardkulturbedingungen wurden pro tube
1x10E5 Zellen in FACS Puffer für 5 min mit FCR blocking reagent behandelt und
anschließend mit den in Tabelle 2.5 aufgeführten Antikörpern für 20 min bei 4 ◦C
gefärbt. Anschließend wurden die Zellen zweimal mit cell wash gewaschen und zur
Analyse in FACS buffer mit dem Lebend-Tot-Farbstoff Sytox Blue resuspendiert.
Die Messung erfolgte an einem BD FACS Canto II mit BD FACS Diva Software.

2.2.5 Statistik

Die Speicherung der Rohdaten erfolgte je nach Ursprung als Trennzeichen-getrennte
Textdatei oder als Excel-Arbeitsmappe. Die gesamte Datenverarbeitung und Ana-
lyse erfolgte unter Verwendung der statistischen Programmiersprache R Version
3.6.1 (R Core Team 2020) mit der graphischen Benutzeroberfläche Rstudio Ver-
sion 1.2.5033 (RStudio Team 2019). Die Rohdaten wurden unter Verwendung der
R-Packete openxlsx (Schauberger et al. 2020), dplyr (Wickham et al. 2020) und res-
hape (Wickham 2007) umstrukturiert, bereinigt und so in eine graphisch darstellbare
und statistisch auswertbare Form gebracht. Da im Rahmen dieser Arbeit nur sehr
kleine Stichprobengrößen möglich waren, wurde für jeden einzelnen Datensatz mit-
tels Shapiro-Wilk-Test geprüft, ob eine Normalverteilung vorliegt. Da für keinen der
Datensätze eine Stichprobe einer normalverteilten Grundgesamtheit angenommen
werden konnte, wurde für alle Berechnungen der Signifikanz der Wilcoxon-Test mit
Holm-Bonferroni-Methode zur Korrektur der Alphafehler-Kummulierung verwendet.
Als Signifikanzniveau wurde α = 0.05 definiert. Die Erstellung der Abbildungen ein-
schließlich statistischer Berechnungen wurde mit dem R-Paket ggpubr (Kassambara
2020) durchgeführt. In den Abbildungen sind, sofern nicht anders beschrieben, je-
weils Mittelwerte ± Standardabweichung dargestellt.
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Material und Methoden

Eine Ausnahme bildet die MicroArray-Analyse. Diese wurde davon abweichend,
wie in Abschnitt 2.2.4 beschrieben, ausgewertet. Die Erstellung der Volcano Plots
erfolgte anschließend wieder in R mit Hilfe der R-Packete ggplot2 (Wickham 2016)
und ggrepel (Slowikowski 2020).
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3 Ergebnisse

3.1 Adhäsion und Proliferation von ASC und
Perizyten auf HRMVEC-ECM

Adhäsion auf extrazellulärer Matrix Die Ergebnisse von Heiner Kremer legten
nahe, dass die HG-modifizierte ECM eher den Adhäsionsprozess beeinflusst als das
Proliferationsverhalten. Daher haben wir uns auf diese frühe Phase der Interaktion
fokussiert. HRMVEC wurden mit NG oder HG kultiviert, anschließend wurden die
Endothelzellen lysiert um zellfreie ECM zu erhalten und ASC und Perizyten wurden
darauf kultiviert. Mittels live cell imaging wurde der Prozess der Adhäsion analy-
siert. Wir betrachteten die Auswertung der Zellfläche als Indikator für die Adhäsion
und Ausbreitung sowie die Zellzahl (Abblidung 3.1). Der Vergleich beider Parameter
der einzelnen Zelltypen zeigte Ähnlichkeiten zur Morphologie der verschiedenen Zell-
typen, jedoch keine signifikanten Unterschiede zwischen der Adhäsion auf NG/HG
HRMVEC ECM. Die Reduktion der Zellzahl erklärt sich durch die Ausbildung von
Zellkontakten zu Zellclustern, die eine Quantifizierung der Einzellzellen nicht mehr
erlaubte.

Proliferation auf extrazellulärer Matrix In Abbildung 3.2 ist die Proliferation
von ASC und Perizyten auf HRMVEC ECM HG normalisiert zu NG-ECM dar-
gestellt. Während bei den ASC kein signifikanter Unterschied sichtbar war, zeigte
sich bei den CSPC eine leicht verminderte und bei den HRMVPC eine deutlich ver-
minderte Proliferation. Dies bestätigt Herrn Kremers Beobachtungen auf HUVEC-
ECM. Daraus ergab sich die Frage, welche molekularen Veränderungen ursächlich
sein könnten. Eine eingehende Charaktersierung der HG-modifizierten ECM von
HUVEC und HRMVEC erfolgte wie nachfolgend beschrieben.
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Abbildung 3.1
Zellfläche und Zellzahl von ASC, CSPC und HRMVPC währed der Adhäsion
auf HRMVEC ECM. Durch live cell imaging und Bildanalyse bestimmte Mittelwerte
± Standardabweichung von Zellfäche (a) und Zellzahl pro Bild (b) 10 und 20 Minuten
nach Aussaat auf HRMVEC ECM. Für ASC und HRMVPC mit 3 biologischen Replika-
ten, für CSPC mit 2 biologischen Replikaten und je einer Wiederholung. Der Vergleich
von normaler und hoher Glukose zeigte unter Verwendung des Wilcoxon-Test mit Holm-
Bonferroni-Methode keine signifikanten Unterschiede.
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Abbildung 3.2
Proliferation von ASC, CSPC und HRMVPC auf HRMVEC ECM. Durch live
cell imaging und Bildanalyse bestimmte Zellkonfluenz während der Proliferation auf HRM-
VEC ECM. Dargestellt sind Mittelwerte ± Standardabweichung. Zur besseren Vergleich-
barkeit bei unterschiedlichem Proliferationspotential der Zelltypen wurden die Proliferati-
onswerte der hohen Glukose zur normalen Glukose normalisiert. Für ASC und HRMVPC
mit 3 biologischen Replikaten, für CSPC mit 2 biologischen Replikaten. Unter Verwendung
des Wilxocon-Tests mit Holm-Bonferroni-Methode zeigte sich eine signifikant niedrigere
Proliferation von CSPC und HRMVPC in hoher Glukose.
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Glykosaminoglykan Konzentration der ECM

Abbildung 3.3
Einfluss verschiedener Kulturbedingungen auf die Konzentration von Glyko-
saminoglykanen in der extrazellulären Matrix. Mittelwerte ± Standardabweichung
der photometrischen Messungen mit einem biologischen Replikat und mindestens 3 techni-
schen Replikaten. Der Vergleich der einzelnen Kulturbedingungen mittels Wilcoxon-Test
mit Holm-Bonferroni-Methode zeigte keine signifikanten Unterschiede.

3.2 Einfluss hoher Glukose auf Endothelzellen und
ihre extrazelluläre Matrix

3.2.1 Glykosaminoglykane

Um zu überprüfen, ob sich die Glykosaminoglykanzusammensetzung der ECM unter
HG ändert, haben wir die GAG-Konzentration der ECM analysiert. Der Einfluss von
hoher Glukose sowie unserem 1/4 Medium auf die GAG-Konzentration der ECM von
HUVEC ist in Abbildung 3.3 dargestellt. Die Kultur in normaler oder hoher Glukose
hatte keinen signifikanten Einfluss auf die GAG-Konzentration in der ECM. Ebenso
zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen normalen und 1/4 Medium. In
der Positivkontrolle zeigte sich durch Zugabe von Heparin zwar eine Erhöhung der
GAG-Konzentration, allerdings war der Unterschied nicht signifikant.
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3.2.2 Zymographie

Eine HG-modifizierte Glykosaminoglykanzusammensetzung konnten wir nicht nach-
weisen. Als nächsten fragten wir, ob es zu einer Änderung der Expression oder
Aktivität von Matrixmetalloproteasen durch HG kommt. Dies haben wir mittels
Zymographie untersucht. In Abbildung 3.4a ist zur Veranschaulichung ein fertiges
Gelatine-Zymogrammmit konditioniertem serumfreiem Medium von HRMVEC dar-
gestellt. Die Intensitätsunterschiede der benachbarten Banden beruhen auf zwei un-
terschiedlichen Proteinmengen für die Beladung der benachbarten Geltaschen. Die
blaue Färbung entsteht durch die Anfärbung der in das Gel eingegossenen Gelatine.
Nach elektrophoretischer Auftrennung und Renaturierung der Enzyme bilden sich
die helleren Banden durch den enzymatischen Abbau der Gelatine. Der verwendete
Komigrationsstandard hat vorgefärbte Banden mit hoher Intensität bei 25, 50 und
75 kDa. Zu sehen sind auf der Abbildung nur die 2 oberen Banden, da die Elektro-
pheresezeit ausreichend lang gewählt wurde, um den 25 kDa Komigrationsstandard
an die Unterkante des Gels zu befördern. Die damit erreichte höhere Trennschärfe
im Bereich der höheren Molekülmassen, führte leider gelegentlich zum Verlust der
25 kDa Bande während des Färbeprozesses. Die 2 sichtbaren Banden der Proben
liegen in Relation zu dem Komigrationsstandard ungefähr bei 75 kDa und 62 kDa.
Damit entsprechen sie sehr gut der MMP2 (72 kDa) und der aktiven Form der
MMP2 (62kDa) (Toth et al. 2001). Von einer Expression des Enzyms MMP9 mit
einem Molekulargewicht von 92 kDa, welches laut Abcam unter Verwendung die-
ses Protokolls ebenfalls nachweisbar sein sollte, ist in unseren Zymogrammen kein
Anhalt zu finden.

Wie im Methodenteil beschrieben wurden bestimmte Bahnen zur densitometri-
schen Analyse ausgewählt, digitalisiert und digital aufbereitet. Abbildung 3.4b zeigt
die ausgewerteten Banden. Das Ergebnis des statistischen Vergleichs der quantitati-
ven Messungen der Farbdichten der Banden von den drei technischen Replikaten des
HRMVEC konditionierten Mediums aus NG versus HG ist in Abbildung 3.5 darge-
stellt. Es zeigten sich hierbei keine signifikanten Unterschiede. Deshalb wurde auf
die genaue Identifikation der sichtbaren Proteine verzichtet. Dazu wäre die Verwen-
dung einer rekombinanten Metalloproteinase als Positivkontrolle in der Zymographie
oder der Nachweis des spezifischen Proteins im Western-Blot mittels spezifischem
Antikörper nötig.
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(a) (b)

Abbildung 3.4
Exemplarische Darstellung eines nativen Gelatine-Zymogrammes und dessen
digitale Aufarbeitung. (a) Im fertigen Zustand zeigt das gesamte Gel eine homogene
Coomassie-blaue Färbung durch die in das Gel eingebetteten Gelatine. Die hellen Banden
ergeben sich aus der enzymatischen Verdauung der Gelatine nach elektrophoretischer Auf-
trennung und Renaturierung der in den Proben enthaltenen Enzyme. (b) Anschließend
werden die Banden digital aufbereitet und densitometrisch analysiert. Probe 1, 3 und
5 zeigen voneinander unabhängige Proben von konditioniertem serumfreiem HRMVEC-
Medium eines biologischen Spenders mit normaler Glukose. Probe 2, 4, und 6 zeigen das
jeweilige Korrelat in hoher Glukose.
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Abbildung 3.5
Auswertung der densitometrischen Analyse der Gelatine-Zymographie. Mittel-
werte ± Standardabweichung der densitrometrischen Analyse der unteren (a) und oberen
(b) Banden der Gelatine-Zymographie aus 3 unabhängigen Replikaten von serumfreiem
konditioniertem Zellkulturmedium unserer HRMVEC von einem biologischen Spender.
Der Vergleich zwischen normaler und hoher Glukose mittels Wilcoxon-Test mit Holm-
Bonferroni-Methode zeigte keine signifikanten Unterschiede.
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(a) (b)

(c) (d)

Abbildung 3.6
Nachweis des Advanced Glycation Endproducts Methylglyoxal-derived Hydro
imidazolone-1 (MGH-1) mittels Immunfluoreszenz auf HUVEC bei 40-facher
Vergrößerung. Je 5000 HUVEC pro well wurden nach Adhäsion für 48 Stunden mit
normaler Glukose (a), hoher Glukose (b), 200 µM MGO (c) oder 1600 µM MGO (d) kul-
tiviert. Die Färbung erfolgte nach PFA-Fixation mit DAPI (blau) und einem spezifischen
anti-MGH-1-Antikörper (grün).

3.2.3 Advanced Glycation Endproducts

Wir konnten weder eine Veränderung der GAG-Expression, noch eine veränderte
MMP-Aktivität durch HG nachweisen. Es ist bekannt, dass Glukose zur Bildung
von AGE führen kann, welche die Adhäsion von Perizyten beeinträchtigen könnten.
Daher untersuchten wir diese als Nächstes. Abbildung 3.6 zeigt die Immunfluores-
zenzfärbung von HUVEC auf das AGE MGH-1. Als Positivkontrolle wurde Methyl-
glyoxal verwendet. Hierunter zeigte sich lediglich bei der sehr hohen und apoptotisch
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wirkenden Konzentration von 1600 µM die Bildung von AGE (d). Bei geringeren
Konzentrationen Methylglyoxal wie 200 µM war eine deutliche Einschränkung der
Proliferation, jedoch keine Bildung von MGH-1 (c) nachweisbar. MGH-1 konnte in
HUVECs unter Kultur mit NG oder HG nicht nachgewiesen werden.

3.2.4 Carbonylierung

Da weder GAG, noch MMP, noch AGE eine nachweisliche Veränderung durch HG
zeigten, überprüften wir zuletzt Veränderung der zellulären Carbonylierung. Abbil-
dung 3.7 zeigt die durchflusszytometrisch bestimmte mediane Fluoreszenzintensität
nach Färbung der derivatisierten zellulären Carbonylgruppen. Weder bei HRMVEC,
noch bei HUVEC zeigte sich ein signifikanter Effekt durch Kultur in Medium mit
hoher Glukose. Als Positivkontrollen wurden in Einzelmessungen verschiedene Kon-
zentrationen Wasserstoffperoxid oder Glyoxal erprobt. Aufgrund fehlender Eignung
als Positivkontrolle werden diese jedoch hier nicht dargestellt. Die Aussagekraft die-
ses Experiments ist somit stark begrenzt und wird im Abschnitt 4.2.4 ausführlich
diskutiert.
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Abbildung 3.7
Carbonylierung von Endothelzellen in Medium mit normaler oder hoher Glu-
kose. (a) Mittelwerte ± Standardabweichung der medianen Fluoreszenzitensität der
durchflusszytometrischen Messungen von 5 unabhängigen Experimenten mit HRMVEC ei-
nes Spenders. (b) Ergebnisse der durchflusszytometrischen Messungen von 2 unabhägigen
Experimenten mit einem HUVEC Pool aus 4 verschiedenen Spendern. Der Vergleich zwi-
schen normaler und hoher Glukose mittels Wilcoxon-Test mit Holm-Bonferroni-Methode
zeigte keine signifikanten Unterschiede.
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3.2.5 Veränderungen der mechanischen Eigenschaften der ECM

Da unsere Suche nach HG-induzierten Veränderungen der ECM auf biochemischer
Ebene bislang erfolglos blieb, entwickelten wir die Hypothese, dass veränderte me-
chanische Eigenschaften unsere Beobachtung der Adhäsions- und Proliferationsexpe-
rimente erklären könnten. In Zusammenarbeit mit Johanna Hafner von Institut für
Mechanische Verfahrenstechnik und Mechanik des Karlsruher Instituts für Technolo-
gie konnten wir erstmals zeigen, dass die Methode Multiple Particle Tracking (MPT)
zur Messung der mechanischen Eigenschaften der ECM in direkter Zellumgebung
anwendbar ist. Zusätzlich konnten wir erste Hinweise auf eine Glukose-vermittelte
Veränderung der mechnischen Eigenschaften der ECM finden. Die Ergebnisse der
Zusammenarbeit sind in Abbildung 3.8 dargestellt.

3.2.6 HUVEC RT-qPCR

Keines der verwendeten Nachweissystem ergab deutliche Unterschiede in der ECM-
Zusammensetzung. Um Klarheit darüber zu bekommen, ob eine zelluläre Reaktion
unserer HUVEC auf die Kultur in HG vorliegt, fokussierten wir uns nun darauf
eine HG-induzierte Veränderung der Genexpression nachzuweisen. Hierzu verwen-
deten wir einen RT-qPCR-Array, den wir basierend auf Literaturdaten für unsere
Fragestellung zusammengestellt haben. Wir verglichen damit die Genexpression von
HUVEC, welche für 5 Tage in ¼ Medium mit NG oder HG kultiviert wurden. Wie
in Abbildung 3.9 dargestellt, zeigten sich unter der Betrachtung von 3 biologi-
schen Replikaten jedoch auch hier keine signifikant differenziell exprimierten Gene
im Vergleich HUVEC NG versus HUVEC HG. HRMVEC wurden nicht eingehender
analysiert, da hier nur ein biologisches Replikat zur Verfügung stand.
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Abbildung 3.8
Multiple Particle Tracking (MPT)-Untersuchung der HUVEC-ECM. A Die
Lichtmikroskopische Aufnahme einer Hochgeschwindigkeitskamera zeigt bei 100-facher
Vergrößerung 3 Zellen und die ihre filigranen ECM-Strukturen. Die 0,2 µm großen MPT-
Partikel in der ECM sind rot hinterlegt. Die grün hinterlegten Partikel wurden für die
Analyse ausgeschlossen, da sie an den Zellwänden haften. B Exemplarische Darstellung
der Auswertung einer MPTMessung in unterschiedlichen Konditionen mit einem Protease-
Inhibitor oder hoher Glukose. Betrachtet wird das Verhälntnis von mittlerer quadratischer
Verschiebung zur Wartezeit. Aus diesen Trajektorien lässt sich der sogenante apparant bulk
modulus G′app als Maß für die Elastizität der Partikelumgebung berechnen. Abbildung C
zeigt die Erprobung der Methode an HUVEC-ECM welche mit einem Proteinase-Inhibitor
behandelt wurde. Abbildung D zeigt den Effekt einer Behandlung mit 100 mM Glukose.
Die Abbildung wurde entnommen und übersetzt aus: J. Hafner et al. (2020). Monitoring
matrix remodeling in the cellular microenvironment using microrheology for complex cel-
lular systems. Acta Biomater. 111, 254–266. doi: 10.1016/j.actbio.2020.04.053
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Abbildung 3.9
Volcano plot des RT-qPCR Arrays von HUVEC. RT-qPCR Array Analyse von
HUVEC, welche für 5 Tage in 1/4 Medium mit normaler oder hoher Glukosekonzentration
kultiviert wurden. Dargestellt ist das Verhältnis von statistischer Signifikanz (p-Wert) zu
biologischem Ausmaß der Veränderung (fold change). In diesem Experiment wurden keine
signifikant differenziell exprimierten Gene nachgewiesen.
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3.3 Vergleichende Analyse von ASC und Perizyten

Heiner Kremer konnte in seiner Doktorarbeit zeigen, dass die Interaktion von Perizy-
ten mit HG-modifizierter HUVEC ECM beeinträchtigt ist, die der ASC jedoch nicht.
Unter Verwendung von NG/HG HRMVEC ECM konnten diese Daten reproduziert
werden (Abbildung 3.2). Leider blieb unsere Suche nach molekularen Ursachen der
HUVEC oder HRMVEC ECM-Modifikation erfolglos. Aus diesem Grund richteten
wir unseren Fokus weg von HUVEC/HRMVEC hin zu den ASC und Perizyten. Wir
verglichen diese beiden Zelltypen eingehend und insbesondere unter Betrachtung der
für die Adhäsion verantwortlichen Faktoren.

3.3.1 Morphologie und Kulturverhalten

Unter den jeweiligen Standardkulturbedingungen der 3 Zelltypen (Abbildung 3.10)
zeigte sich phasenkontrastmikroskopisch bei den ASC die klassische fibroblastenar-
tige, spindelförmige Morphologie. Die CSPC zeigten eine sehr ähnliche Morphologie
bei vergleichbarem Wachstumsverhalten. HRMVPC zeigten hingegen eine unruhi-
gere, größere und flachere Morphologie mit deutlich sichtbaren Vesikeln und Granu-
lae bei eingeschränktem Proliferationspotential. Im Gegensatz zu ASC und CSPC,
ließen sich die HRMVPC nur schwer durch Trypsin/EDTA vom Boden der Zellkul-
turflaschen lösen und neigten zur Aggregation. Aufgrund der Aggregation war eine
Zählung mittels Casy-Counters oder Neubauer-Kammer nicht möglich. Eine zuver-
lässige Bestimmung der Zellzahl war nur mittels NucleoCounter möglich. Alles in
allem imponierten die HRMVPC wie seneszente Zellen. Es zeigten sich also in der
bloßen Zellkultur große Unterschiede zwischen den beiden humanen retinalen Peri-
zyten der zwei verschiedenen Hersteller Pelo-Biotech (HRMVPC) und cell systems
(CSPC).
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Abbildung 3.10
Morphologie von ASC, CSPC und HRMVPC. Repräsentative lichtmikrospkopische
Phasenkontrastaufnahme der drei Zelltypen unter ihren Standardkulturbedingungen vor
dem Passagieren. Von links nach rechts: ASC, HRMVPC, CSPC.

3.3.2 Genexpressionsanalyse auf Basis der Arraydaten

Wir führten zunächst eine Microarray-Analyse durch, um Unterschiede im Gen-
expressionsprofil zwischen ASC und HRMVPC zu erfassen. Abbildung 3.11 zeigt
zum groben Überblick die Microarray-Daten mit einer Selektion im Zusammenhang
dieser Arbeit relevanter Gene als Volcano Plots. Volcano Plots sind eine Art der
Daten-Visualisierung, bei der in einem Streudiagramm das Verhältnis von statisti-
scher Signifikanz (p-Wert) zum biologischen Ausmaß der Veränderung (fold change)
dargestellt wird. Zur leichteren Verständlichkeit werden die beiden Parameter loga-
rithmisch skaliert. Somit lassen sich mit Hilfe der eingezeichneten Cutoffs für das
Signifikanzniveau auf der y-Achse und den fold change auf der x-Achse sehr leicht
die am meisten differenziell exprimierten Gene ablesen.
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Ergebnisse

Im Vergleich ASC NG vs HRMVPC NG waren im MicroArray 2533 Gene signi-
fikant höher in ASC und 2873 Gene signifikant höher in HRMVPC exprimiert. Die
KEGG pathway Analyse zeigte bei den ASC eine signifikante Anreicherung in der
Gruppe „genetic information processing“. Bei HRMVPC zeigte sich eine signifikan-
te Anreicherung in der Gruppe „environmental information processing“. Der Ver-
gleich ASC NG versus ASC HG beziehungsweise HRMVPC NG versus HRMVPC
HG zeigte nur sehr geringe und unspezifische Differenzen, weshalb auf die Darstel-
lung von Volcano Plots verzichtet wurde. So waren beim Vergleich ASC NG versus
ASC HG 56 Gene signifikant differenziell exprimiert, während bei HRMVPC NG
versus HRMVPC HG 117 Gene signifikant differenziell exprimiert waren. Ziel der
MicroArray-Analyse war dabei vorrangig der Vergleich zwischen beiden Zelltypen
in NG, da ASC und Perizyten in unseren ECM-Experimenten keinen Kontakt zu
Medium mit HG hatten. Der Vergleich NG versus HG wurde lediglich durchgeführt
um festzustellen, ob HG per se einen Einfluss auf ASC oder Perizyten hat.

Bei Betrachtung der Expression in der Literatur diskutierter Perizytenmarker,
stachen FLT1, MMP1, ANGPT1, FBLN1 und RGS5 besonders hervor. Diese Ge-
ne waren in den HRMVPC im Vergleich zu ASC signifikant höher exprimiert und
zudem im Gen-Datensatz “pericytes” der Harmonizome database als Gene mit re-
lativ starker funktioneller Assoziation geführt (Rouillard et al. 2016). Die gängigen
Perizytenmarker ANPEP, MCAM, DES, CSPG4, PDGFRA, PDGFRB, NG2 und
ASMA zeigten sich im MicroArray nicht signifikant differentiell exprimiert.

Auf Basis meiner Literaturrecherche habe ich bereits zu Beginn meiner Experi-
mente vermutet, dass Integrine eine wesentliche Rolle bei dem unterschiedlichen
Adhäsions- und Proliferationsverhalten von ASC und Perizyten spielen könnten
(Beltramo et al. 2013; Friedlander et al. 1996; Priščáková et al. 2016; Tolentino et al.
2016; J.H. Han et al. 2010). Ich konnte hierzu über die Allgemeine Projektförderung
der Deutschen Diabetes Gesellschaft ein Drittmittelprojekt mit dem Titel „Die Rolle
der Integrine in der differentiellen Sensitivität von mesenchymal stromalen Zellen
und retinalen Perizyten gegenüber Glukose-modifizierter extrazellulärer Matrix“ in
Höhe von 10.000 € einwerben.

Zunächst betrachteten wir die Expression diesbezüglich relevanter Gene in unse-
ren MicroArray-Daten genauer. Basierend auf Recherchen in der Datenbank Pubmed
Genes wurde die Auswahl an potentiell relevanten Genen eingegrenzt. Unter dem
Suchterminus „adhesion AND Homo sapiens“zeigten sich 434 signifikant differentiell

44



Vergleichende Analyse von ASC und Perizyten

exprimierte Gene. Die Integrin subunits alpha 1, alpha 2, alpha 4 und alpha 6 wa-
ren in HRMVPC hochreguliert, während ASC Integrin subunits alpha 5 und beta 1
höher exprimierten. Dabei standen nicht durch HG induzierte Veränderungen, son-
dern die mögliche differentielle Wahrnehmung der extrazellulären Umgebung von
ASC und Perizyten im Fokus. In unseren ECM-Interaktions-Versuchen waren die
ASC und Perizyten nur der NG-Bedingung ausgesetzt. Daher sind nur die Expressi-
onsunterschiede in dieser Bedingung relevant, um eine Erklärung für die differentielle
Wahrnehmung ihrer extrazellulären Umgebung zu verstehen.

Mit Hinblick auf die ECM fanden sich unter den in HRMVPC hochregulierten
Genen laminin subunit alpha3, collagen type XI alpha 1 chain, collagen type VIII
alpha 1 chain und matrix metalloproteinase-1. In den ASC waren laminin subunit
alpha 1, tenascin C, sowie collagen type IV alpha 1 und 2 höher exprimiert.

Die Daten unseres RT-qPCR-Arrays sind in 3.12 analog zu den Microarray-Daten
als Volcanoplots dargestellt. Die PCR-Daten zeigten eine starke und statistisch si-
gnifikante Korrelation zu den Microarray-Daten (Rangkorrelation nach Spearman
mit R = 0.95 und p < 0.001).

3.3.3 Expression von Oberflächenantigenen

Unter durchflusszytometrischer Betrachtung klassischer MSC-Marker ließen sich
ASC, CSPC und HRMVPC nicht voneinander diskriminieren. Alle drei Zelltypen
entsprachen den typischen MSC-Markern (Dominici et al. 2006) und waren dem-
nach CD 105, CD 73 und CD 90 positiv, sowie CD 45, CD 34, CD 31 und HLA-DR
negativ, wie in Abbildung 3.13a und 3.13b dargestellt.

Bei der Betrachtung potentieller Perizytenmarker zeigten alle drei Zelltypen keine
oder nur eine sehr geringe Expression von NG2, CD140a, CD140b und CD248.
Auch in der Expression verschiedener in Abbildung 3.13d dargestellter Integrine
präsentierten sich die drei Zelltypen sehr ähnlich. Zusammenfassend ließen sich bei
unseren durchflusszytometrischen Untersuchungen keine signifikanten Unterschiede
zwischen ASC, CSPC und HRMVPC feststellen.
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(b) Sektretierte Faktoren bezogene Gene
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Abbildung 3.11
Volcano plots der Microarray-Daten des Vergleichs von ASC und HRMVPC
in normaler Glukose. Verwendet wurden jeweils 3 biologische Replikate von ASC und
HRMVPC. Hervorgehoben wurden die am stärksten differentiell exprimierten Gene (a)
oder Gene mit Bezug zu unseren Fokussen (b) sekretierte Fakoren, (c) ECM oder (d)
Adhäsion.
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(d) Adhäsion bezogene Gene

Abbildung 3.12
Volcano plots der RT-qPCR-Daten des Vergleichs von ASC und HRMVPC
in normaler Glukose. Verwendet wurden jeweils 3 biologische Replikate von ASC und
HRMVPC. Hervorgehoben wurden die am stärksten differentiell exprimierten Gene (a)
oder Gene mit Bezug zu unseren Fokussen (b) sekretierte Fakoren, (c) ECM oder (d)
Adhäsion. Eine Liste der verwendeten Gene findet sich in Tabelle 2.9.
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(b) Expression der etablierten negativen MSC-Marker
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(c) Expression der diskutierten Perizytenmarker
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(d) Expression ausgewählter Integrinuntereinheiten

Abbildung 3.13
Expression ausgewählter Oberflächen-Antigene von ASC und Perizyten. Er-
gebnisse der durchflusszytometrischen Messungen mit 3 biologischen Replikaten von ASC
und HRMVPC, sowie 2 biologischen Replikaten von CSPC. Abweichend von den 3 bio-
logischen Replikaten für ASC und HRMVPC konnten aufgrund von Problemen während
der Messung, wie Aggregation der Zellen oder zu geringer Zellzahl vereinzelt nur 2 biolo-
gische Replikate ausgewertet werden. Der statistische Vergleich der Messwerte jedes ein-
zelnen Oberflächenantigen zwischen den drei Zelltypen mittels Wilcoxon-Test und Holm-
Bonferroni-Methode zeigte keine signifikanten Unterschiede.
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4 Diskussion

4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

Wir konnten den von Herrn Kremer beschriebenen negativen Effekt der HG-
Endothelzell-ECM auf retinale Perizyten bestätigen. Die zusammenfassende Be-
trachtung aller Ergebnisse deutet auf keine oder nur geringfügige zellphysiologische
Reaktionen von Endothelzellen, ASC oder Perizyten auf die Stimulation mit ho-
her Glukose hin. Am deutlichen zeigt sich dies in den fehlenden Unterschieden in
den Genexpressions-Analysen beim Vergleich der Zellen in Standardkulturbedin-
gungen zu der Kultur in Medium mit hoher Glukose, konkret dem RT-qPCR-Array
der HUVEC und dem MicroArray der ASC und Perizyten. Deshalb vermuten wir
zellunabhängige chemische oder physikalische Modifikationen der ECM durch die
Glukose im Endothelzell-Medium. Unsere MPT-Messungen zeigten erste Hinweise
dafür, dass Glukose die mechanischen Eigenschaften respektive die Elastizität der
ECM verändern kann. Dies stellt einen Ansatzpunkt weiterer Forschung dar.

Da keine deutlichen ECM-Veränderungen feststellbar waren, vermuteten wir Un-
terschiede zwischen ASC und Perizyten als grundlegende Ursache für die Be-
obachtungen unserer ECM-Interaktion-Experimente. Während sich die Pathway-
Analysen im Vergleich von ASC versus Perizyten eher unspezifisch gestalteten, zeig-
ten sich klare Unterschiede in der Expression von Integrinen. Diese ließen sich je-
doch auf Oberflächenexpressions-Ebene nicht bestätigen. Zusätzlich versprachen die
MicroArray-Daten wertvolle Hinweise auf die Beziehung zwischen ASC und Perizy-
ten, welche in der Literatur kontrovers diskutiert wird. Eine klare Diskriminierung
von ASC und Perizyten auf Basis der Genexpressions-Daten, vor allem an Hand
diskutierter Perizyten-Marker, war zwar möglich, die Untersuchung auf Ebene der
Oberflächenantigen-Expression bestätigte dies jedoch nicht. Somit bestand die ein-
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zige eindeutige Möglichkeit zur Diskriminierung beider Zelltypen durch die funktio-
nellen Angiogenese-Assay meiner Kollegin Frau Fiori.

Die einzelnen Teilergebnisse dieser Arbeit werden im folgenden detailliert disku-
tiert.

4.2 Einfluss hoher Glukose auf die extrazelluläre
Matrix von retinalen Endothelzellen

Direkt an die Vorarbeiten von Herrn Kremer anknüpfend, untersuchten wir den
Einfluss einer erhöhten Glukosekonzentration in der Zellkultur von Endothelzellen.
Ich verifizierte hierbei die an HUEVC gewonnen Befunde von Herrn Kremer mit
humanen retinalen Endothelzellen (HRMVEC). Bei der Suche nach molekularen
Targets nutzete ich sowohl HUVEC als auch HRMVEC. Während uns HUVEC
von unterschiedlichen Spendern sowie Spender-Pools zur Verfügung stehen, war bei
den kommerziell erhältlichen HRMVEC nur eine Zell-Linie eines einzelnen Spen-
ders verfügbar. Daher haben die HUVEC Experimente in der Regel biologische und
technische Replikate, während wir uns bei den HRMVEC auf technische Replikate
beschränken mussten. Trotz Untersuchung unterschiedlichster molekularer Targets
konnten wir überraschender Weise keine HG-induzierten zellphysiologischen Ver-
änderungen bei den Endothelzellen und ihrer ECM nachweisen. Da wir auf Basis
unserer Literaturrecherche jedoch stark von Glukose-induzierten zellphysiologischen
Veränderungen ausgegangen sind, sollen unsere einzelnen Beobachtungen im Folgen-
den erörtert werden.

4.2.1 Glykosaminoglykane

Wir konnten keine Glukose-induzierte Veränderung der GAG-Konzentration unse-
rer extrazellulären Matrix feststellen. Gharagozlian et al. haben zuvor eine Ver-
minderung des GAG Heparansulfatproteoglykan in der Kultur von HUVEC über
5 Tage beschrieben. Als Zellkulturmedium verwendeten sie DMEM mit Zusatz von
10 % FBS, 10 IU/ml Heparin und 10 µg/ml eines endothelial cell growth supplement
(Gharagozlian et al. 2006b). Unser Standard-Medium EGM2 enthielt 2 % FBS und
22,5 µg/ml Heparin. Ergänzend dazu konnten wir bei der Verwendung unseres 1/4-
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Mediums eine höhere Stressanfälligkeit unserer Endothelzellen, z.B durch zu geringe
Aussatdichten, beobachten. Wir vermuteten, dass dies an dem verminderten Gehalt
an Wachstumsfaktoren, unter anderem aus dem FBS, liegen kann. Somit hätten wir
in unserem Experiment im Vergleich zu den Beobachtungen von Gharagozlian einen
stärkeren Effekt der Glukose erwartet, welcher allerdings ausblieb.

Han et al. beschrieben ebenfalls einen Einfluss von Glukose auf die
GAG-Konzentration von Endothelzellen. Sie beobachteten eine höhere GAG-
Konzentration im Zellkulturmedium ihrer HG-Kondition im Vergleich zur Kontrolle.
Dabei postulierten sie eine vermehrte Degradation der GAG durch eine Glukose-
induzierte Hochregulierung von Heparanase (J. Han et al. 2009). Dies brachte uns
auf die Idee für unser Experiment die Heparanase durch Zugabe ihres Substrates
Heparin kompetitiv zu hemmen. Wir sahen dabei den erwarteten Effekt einer er-
höhten GAG-Konzentration der ECM in unserer Heparin-Kondition. Obzwar dieser
nicht signifikant war, ist vor dem Hintergrund des Mechanismus der kompetitiven
Hemmung ein signifikanter Unterschied bei höherer Heparinkonzentration anzuneh-
men.

4.2.2 Matrix-Metalloproteinasen

Ähnlich der Heparanase bilden die Matrix-Metalloproteinasen eine große Gruppe
weiterer ECM-degradierender Enzyme. Mittels Gelatine-Zymographie konnten wir
im Zellkulturüberstand unserer Endothelzellen MMP-2 nachweisen, wobei wir auch
hier keine Glukose-abhängigen Unterschiede feststellen konnten. Interessanter Weise
beschrieben Gharagozlian et al. in einer früheren Arbeit ebenfalls einen vergleich-
baren Versuchsaufbau einer Gelatine-Zymographie von konditioniertem serumfrei-
em HUVEC-Medium (Gharagozlian et al. 2006a). Sie sahen eine Verminderung der
MMP-2 Sekretion der HUVEC durch die Kultur in hoher Glukose. Bei genauerer
Betrachtung kann man meiner Meinung nach in deren Arbeit jedoch eine Donorva-
riabilität der drei HUVEC-Spender erkennen. Dies würde bedeuten, dass HUVEC
von unterschiedlichen Spendern unterschiedlich auf die Kultur in HG reagieren könn-
ten und bekräfigt wie wichtig eine ausreichende Anzahl biologischer Replikate für
Zellkulturexperimente ist. Wir haben in unseren Experimenten keine deutliche Un-
terschiede zwischen einzelnen HUVEC-Spendern und auch keine signifikanten Un-
terschiede zwischen NG und HG beobachtet. Gleichzeitig konnte wir bei den selben
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Zellisolaten jedoch eine Glukose-abhängige Veränderung ECM durch die verminder-
te Proliferation von HRMVPC beobachten. Somit ist meiner Meinung eine mögli-
che spenderabhängige Glukose-Sensitivität ein großes Problem der diabetschischen
Grundlagenforschung, während die Relevanz im Kontext unserer spezifischen Frage-
stellung der beobachteten ECM-Modifikation allerdings eher gering ist.

Eine weitere vergleichbare Arbeit beschreibt Glukose-induzierte Unterschiede in
der MMP-2 Sekretion bei erhöhter Sekretion der MMP-Inhibitoren TIMP-1 und
TIMP-2 (McGinn et al. 2004). Beide Arbeiten beschreiben dies in HUVEC, wäh-
rend wir in diesen Experimenten mit retinalen HRMVEC gearbeitet haben. Dabei
konnten wir nur Zellen von einem einzigen Spender analysieren. Es ist also mög-
lich, dass der andere Zelltyp und der einzelne verfügbare Spender das Fehlen einer
vergleichbaren Veränderung begründen. Bekräftigt wird unser Ergebnis durch die
Überprüfung der MMP und TIMP Expression mittels RT-qPCR. Hierbei konnten
wir bei 3 biologischen Replikaten von HUVEC keine signifikanten Unterschiede in
der Expression von MMP1, MMP15, MMP16, sowie TIMP1, TIMP2 und TIMP3
feststellen. Ergänzend dazu zeigten Grant et al. bei der Untersuchung von diabeti-
schen und nicht diabetischen humanen retinalen Endothelzellen, kultiviert in nor-
maler oder hoher Glukose, keine Unterschiede in der Expression von MMP2 und
MMP9 (Grant et al. 1998).

4.2.3 Advanced Glycation Endproducts

Neben enzymatisch bedingten Veränderungen der ECM, kommen auch post-
sekretorische Modifikationen als Erklärung für unsere Beobachtungen in Frage. Ein
möglicher Mechanismus ist die nicht-enzymatische Adduktion von Glukose. In un-
seren Versuchen konnten wir keine Bildung des AGE MGH-1 in der Zellkultur von
HUVEC mit 25 mM Glukose über 48 h nachweisen.

Möglicherweise sind 48 h als Inkubationszeit dieser Glukosekonzentration zu kurz,
um zu einer mittels Immunfluoreszenz nachweisbaren Bildung von MGH-1 zu füh-
ren. Ebenso könnte MGH-1 als ein AGE von vielen, nicht oder nur kaum durch
die Adduktion von Glukose gebildet werden. In unserer Positivkontrolle konnten
wir mit MGO nur unter apoptotisch wirkenden Konzentrationen die Bildung von
MGH-1 nachweisen. Zur genaueren Klärung wäre eine massenspektrometrische Un-
tersuchung zum Nachweis kleinster Mengen nötig. Leider ließen sich keine ausrei-
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chenden Mengen HUVEC-/HRMVEC ECM für massenspektrometrische Untersu-
chungen ernten, daher war uns eine isolierte Untersuchung der ECM-AGE nicht
möglich.

Möchte man diese Glukose- oder MGO-induzierten Veränderungen in Form von
AGE untersuchen so stellt sich die schwierige Frage der richtigen Methodik. Die Me-
thode mit der höchsten Genauigkeit wäre die HPLC-MS/MS. Zwar kann man damit
jede entsprechende chemische Proteinmodifikation genau detektieren und quantifi-
zieren, allerdings muss die gesuchte Modifikation chemisch exakt bekannt sein und
zur Quantifikation als Reinsubstanz zur Herstellung einer Standardreihe zur Ver-
fügung stehen. Unter anderem dadurch ist diese Methode sehr aufwendig und kos-
tenintensiv. Wesentlich einfacher, allerdings auch weniger spezifisch und sensitiv
sind immunologische Methoden wie ELISA oder Immunfluoreszenzverfahren. Hier-
bei ist jedoch stets zu berücksichtigen, wie gut der jeweilige Antikörper funktioniert
und an welchen Zielstrukturen er binden kann. Da sich diese Frage in erster Linie
mit viel Erfahrung beantworten lässt haben wir uns an bekannte Arbeitsgruppen
gewandt. Von der Arbeitsgruppe Thomas Fleming der Universität Heidelberg erhiel-
ten wir freundlicher Weise einen anti-MGH1-Primärantikörper, welchen wir mittels
Immunfluoreszenz-Mikroskopie zur Untersuchung unserer Endothelzellen verwende-
ten. Einen Unterschied konnten wird jedoch nicht beobachten.´

Einen weiteren vielversprechenden Hinweis erhielten wir von der Arbeitsgruppe
Wagner, ebenfalls von der Universität Heidelberg. Basierend auf ihrer Methodik zur
Detektion von zellulären Carbonylgruppen mittels Immunfluoreszenz-Mikroskopie
und Western Blot versuchten wir eine Methode zur durchfluszytometrischen Quan-
tifikation zellulärer Carbonylgruppen zu etablieren.

4.2.4 Carbonylierung

Die diabetische Dysregulation des Glukosemetabolismus kann über ein erhöhtes Le-
vel an reactive oxygen species zu der Bildung von sehr reaktiven Oxidationspro-
dukten von Glukose, wie Glyoxal und Methylglyoxal führen (Brownlee 2001). Diese
führen neben der Bildung von AGE auch zu einer vermehrten Carbonylierung von
Proteinen. Die Carbonylierung von Plasmaproteinen bei Patienten mit Adipositas
oder Diabetes mellitus Typ 2 wurde von Bollineni et al. ausführlich untersucht.
Dabei wurden unter anderem Modifikationen der Zelladhäsionsmoleküle Integrin al-
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pha6 und versican core protein sowie der angiogeneserelevanten Proteine MMP2 und
VEGFR-2 beschrieben (Bollineni et al. 2014).

In unseren Versuchen konnten wir keine Hinweise auf Veränderungen der zellu-
lären Carbonylierung feststellen. Leider blieb eine vermehrte Induktion zellulärer
Carbonylgruppen auch in unseren Positivkontrollen mit H2O2 oder Glyoxal aus.
Die Titration dieser beiden als Positivkontrolle erprobten Substanzen gestaltete sich
schwierig. Bei niedrigen Konzentrationen zeigte sich kein Effekt. Höhere Konzentra-
tionen führten hingegen zu zellulärer Apoptose und verhinderten somit die durch-
flusszytometrische Messung. Möglicherweise bedarf es zur messbaren Erhöhung des
zellulären Carbonylgehalts komplexerer Stimuli.

Während viele Publikationen die direkte chemische Modifikation von extrahierten
Proteinen betrachten (Fedorova 2013), befassen sich eher weniger Publikationen mit
Messungen in Zellkulturmodellen. Jung et al. konnten an HT22-Zellen die Induktion
von zellulärer Proteincarbonylierung durch nicht toxische Dosen H2O2 sehr gut dar-
stellen. Sie zeigten nach 30-minütiger Behandlung der Zellen mit H2O2 in PBS eine
deutliche Induktion zellulärer Proteincarbonylierung, welche jedoch bereits 6 Stun-
den nach der Behandlung nicht mehr nachweisbar war (Jung et al. 2006). In unseren
Versuchen haben wir mit dem Hintergrund der chronischen Stoffwechselveränderung
bei Diabetes mellitus längere Stimulationszeiträume erprobt. Die Behandlung mit
hoher Glukose erfolgte über 5 Tage, während wir als Positivkontrolle Behandlun-
gen mit H2O2 oder Glyoxal über 24 Stunden in Kulturmedium evaluierten. Eine
mögliche Erklärung für unsere Beobachtungen inklusive der nicht funktionierenden
Positivkontrolle wäre, dass die von uns erprobten Stimuli entweder so stark waren,
dass die Zellen in die Apoptose getrieben wurden, oder aber so schwach, dass die
Zellen über einen ausreichenden Kompensationsmechanismus verfügen, sodass kurz-
fristig induzierte Proteincarbonylierung nach 24 Stunden bereits kompensiert waren
und die Zellen ihrem Ausgangszustand wiederherstellen konnten.

4.2.5 Einfluss hoher Glukose auf die mechanischen
Eigenschaften der ECM

Da wir keine Hinweise für zellphysiologisch bedingte Veränderungen der ECM fin-
den konnten, stellte sich uns die Frage, ob unsere Beobachtungen aus den ECM-
Adhäsions-Proliferation-Experimenten auf Endothelzell-unabhängigen Effekten be-
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ruhen könnten. Möglich wäre eine chemische oder physikalische Modifikation der
ECM durch Glukose, welche zu veränderten physikalischen Eigenschaften der ECM,
beispielsweise durch osmotisches Quellen, führen könnte.

Wir kontaktierten Johanna Hafner aus der Arbeitsgruppe für Angewandte Me-
chanik des Karlsruher Instituts füt Technologie, die sich mit der Methode des Mul-
tiple Particle Trackings (MPT) beschäftigt. Diese Methode basiert auf mikrosko-
pischen Highspeed-Kamera-Aufnahmen von fluoreszenzmakierten Partikeln, welche
aufgrund ihrer Größe der brownschen Molekularbewegung unterliegen. Aus den Auf-
nahmen werden Trajektorien einzelner Partikel berechnet, von denen auf die mecha-
nischen Eigenschaften der Partikelumgebung geschlossen werden kann. Erste Erpro-
bungen der Methode bewiesen die Anwendbarkeit zur Messung der mechanischen
Eigenschaften der direkten Zellumgebung. Dabei sahen wir eine deutliche Verän-
derung der ECM-Elastizität durch Kultur in Medium mit 100 mM Glukose (Haf-
ner et al. 2020). Bei gemeinsamer Betrachtung aller Ergebnisse ist eine ursächliche
zellphysiologische Reaktion unwahrscheinlich. Daher vermuten wir entweder eine
osmotische Dehydrierung oder eine Glukose-vermittelte chemische Modifikation der
ECM. Dies ist vor allem im Kontext diabetischer Zellkulturmodelle ein interessanter
Ansatzpunkt weiterer Forschung.

4.3 Vergleichende Analyse von ASC und Perizyten

Ausgangspunkt dieser Arbeit war die von Herr Kremer beschriebene Insensitivität
der ASC gegenüber hyperglykämisch modifizierter ECM. Während Agnese Fiori ei-
ne generelle Unempfindlichkeit von ASC gegenüber der Kultur in hoher Glukose
feststellen konnte (Fiori et al. 2020), bestätigten meine Untersuchungen ihre Un-
empfindlichkeit gegenüber Glukose-modifizierter HRMVEC-ECM. Einen negativen
Effekt dieser ECM auf retinale Perizyten konnten wir ebenfalls, wie von Herrn Kre-
mer (Kremer 2017) und Beltramo et al. 2009 beschrieben, bestätigen. Um dieses
Verhalten von ASC und Perizyten genauer zu untersuchen, haben wir uns den Ge-
meinsamkeiten und Unterschieden der beiden Zelltypen zugewendet. Angefangen
bei der basalen Charakterisierung beider Zelltypen, ist nach wie vor unklar in wel-
cher „Verwandtschaft“ Perizyten zu MSC stehen (Crisan et al. 2008; De Souza et al.
2016). Daher soll zunächst die Definition beider Zelltypen erläutert werden.
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Während MSC mit dem Ziel der Verwendung in regenerativen Therapieansätze
ausführlich in-vitro untersucht wurden, blieb ihre eigentlich Identität in-vivo bisher
unklar (Lv et al. 2014). Auch die aktuelle ISCT-Definition der MSC (Dominici et al.
2006) charakterisiert die Zellen ex-vivo. Dabei wurde bereits gezeigt, dass die Zel-
len durch die Kulturbedingungen in ihrer Expression von charakteristischen Ober-
flächenmarkern stark beeinflusst werden können. Dies führte zu der provokativen
Behauptung, dass MSC ein bloßes Artefakt der Zellkultur ohne exaktes Äquiva-
lent in-vivo seien (Murray et al. 2014). Um dem entgegenzukommen, differenzieren
manche Autoren zwischen dem Begriff mesenchymale stromale Zellen für kultivier-
te Zellpopulationen und nativen mesenchymalen Stammzellen als deren Korrelat
in-vivo (da Silva Meirelles et al. 2016).

Die Betrachtung der Perizyten begann hingegen aus der entgegengesetzten Rich-
tung. Nach der Erstbeschreibung im Jahre 1873 durch Rouget, wurden die Zellen
einige Zeit später nach ihrer anatomischen Position, abluminal die Endothelzel-
len umschließend und luminal von parenchymalen Zellen umgeben, als Perizyten
benannt. Somit ist die definitive Identifikation der Zellen nur histologisch mittels
Elektronenmikroskopie oder Semidünnschnitten, dafür allerdings eindeutig, möglich
(Dore-Duffy et al. 2011). Die Perizyten lassen sich so zwar immunhistochemisch pro-
blemlos auf spezifische Zellmarker untersuchen, allerdings entstehen dadurch auch
zwei grundlegende Probleme. Zum einen können die histologisch identifizierten Mar-
ker nicht ohne weiteres für Perizyten in Zellkultur verwendet werden, da sich deren
Expression, wie auch bei MSC, durch die Kultivierung verändern kann (da Silva
Meirelles et al. 2016). Zum anderen gibt es Unterschiede in Markerexpression in
Abhängigkeit der anatomischen Lage der Perizyten. So werden beispielsweise die
meisten Perizyten in kapillärer Lokalisation als alpha smooth muscle actin (aSMA)
negativ beschrieben, während Perizyten im Gehirn in der Nähe von Arteriolen als
aSMA positiv gelten. Im Gegensatz dazu kann aSMA bei Perizyten in Zellkultur als
Zeichen der Dedifferenzierung gewertet werden (Dore-Duffy et al. 2011).

Es tauchen somit bei einem Vergleich von MSC und Perizyten bereits durch die
formale Definition der beiden Zelltypen erste Probleme auf. Betrachtet man beide
Zelltypen im engsten Rahmen der Definition, so sind vergleichende funktionelle Un-
tersuchungen mit beiden Zelltypen prinzipiell nur sehr eingeschränkt möglich. Fasst
man die Definitionen hingegen lockerer, so verschwimmen die Grenzen zwischen
MSC und Perizyten zunehmend. Trotz dessen haben wir einen direkten Vergleich
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beider Zelltypen gewagt. Dazu mussten wir allerdings zugrunde legen, dass es sich
bei den verwendeten HRMVPC und CSPC tatsächlich um Perizyten handelt, ob-
wohl wir sie anhand von Oberflächenmarkern nicht eindeutig von unseren ASC dif-
ferenzieren konnten. Zudem erfolgt der Vergleich auf in-vitro Ebene. Die schwierige
Frage der Abstammung beider Zelltypen, bzw. inwiefern es sich um in-vivo/in-vitro
Korrelate handelt und ob Perizyten in Zellkultur noch Perizyten sind, bleibt also
offen. Stattdessen fokussierten wir uns auf den Vergleich beider Zelltypen, um das
Potential der ASC für neue zellbasierte Therapiekonzepte der DR zu evaluieren.

Während bei ASC dank ihrer guten Verfügbarkeit und hohem Proliferationspoten-
tial keine Probleme bestehen, ausführliche und auch zellintensive Untersuchungen
mit vielen biologischen Replikaten durchzuführen, waren im Rahmen dieser Arbeit
die Perizyten der limitierende Faktor. Unser Versuch des eins zu eins Vergleichs
beider Zelltypen wurde durch die sehr schwache Proliferation unserer Perizyten er-
schwert. Zudem neigten die Perizyten beim Passagieren sehr stark zu Aggregation.
Diese Kombination bereitete große Probleme bei Zellkultur, Zellzahlbestimmung
und Durchflusszytometrie. Außerdem waren bei den Herstellern lediglich HRMVPC
von drei biologisch unabhängigen Spendern und CPSC von zwei biologisch unabhän-
gigen Spendern verfügbar. Daher konnte die Genexpressionsanalyse nur mit N = 3
biologischen Replikaten durchgeführt werden. Die Einbeziehung der CSPC in die
Genexpressionsanalyse war mit N = 2 biologischen Replikaten nicht möglich.

Mein Vorgänger Heiner Kremer hat sich bereits bemüht, Perizyten aus anderen
humanen Geweben (z.B. Plazenta) zu isolieren. Auch ich konnte auf Basis von Pu-
blikationen anderer Arbeitsgruppen (Primo et al. 2016; Sánchez-Palencia et al. 2016;
Banumathi et al. 2009) bovine retinale Perizyten aus Rinderaugen isolieren. Diese
xenogenen Kulturen erlauben allerdings wegen fehlender Verfügbarkeit entsprechen-
der artspezifischer Antikörper keinen direkten Vergleich mit humanen ASC mittels
Durchflusszytometrie. Daher haben wir von deren weiterer Verwendung abgesehen
und uns auf humane retinale Perizyten fokussiert.

4.3.1 Perizyten- und MSC-Marker

Um trotz der stark begrenzten Verfügbarkeit humaner retinaler Perizyten eine auf-
schlussreiche Betrachtung spezifischer Oberflächenmarker durchführen zu können,
haben wir zunächst in der Literatur diskutierte Perizytenmarker (da Silva Meirel-
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les et al. 2016; Crisan et al. 2008; Fiori et al. 2018) auf Genexpressionsebene un-
tersucht. Im MicroArray war nur ANGPT1, im PCR-Array zusätzlich noch AN-
PEP (CD13), ICAM1 und RGS5 in den Perizyten signifikant höher exprimiert. Die
gängigsten Perizytenmarker haben wir zusätzlich noch durchflusszytometrisch ana-
lysiert. Dabei stellten sich die HRMVPC als negativ für NG2, CD106, CD140a,
CD140b, CD146 und CD248 dar. Als einziger postulierter Perizytenmarker war
bei unseren HRMVPC CD13 positiv. Allerdings waren ebenfalls unsere ASC CD13
positiv. Zusätzlich zeigten sie im Gegensatz zu den HRMVPC noch eine leichte
Expression von CD140b, CD146 und CD248. Die Expression dieser Oberflächen-
marker auf ASC bzw MSC wurde bereits beschrieben (Camilleri 2016, Van Pham
2016). Wir konnten somit durchflusszytometrisch keine signifikanten Unterschiede
zwischen ASC und HRMVPC feststellen. Der Perizytenmarker RGS5, für den kein
Durchflusszytometrie-geeigneter Antikörper verfügbar war, wurde auf immunhisto-
chemischer Ebene weder von unseren ASC, noch von den HRMVPC exprimiert
(Kremer, Gebauer et al. 2020).

4.3.2 Funktioneller Vergleich von ASC und Perizyten

Während bei der durchflusszytometrischen Charakterisierung keine klare Differen-
zierung zwischen ASC und HRMVPC möglich war, fielen die Unterschiede in der
Zellkultur umso gravierender aus. Die ASC verfügten über ein gutes Proliferations-
potential. Die HRMVPC schienen hingegen kaum zu proliferieren. Im Einklang zu
dieser Beobachtung zeigte sich im MicroArray bei den ASC im Vergleich zu den
HRMVPC eine signifikante Anreicherung von KEGG-pathways der Gruppe gene-
tic information processing. Eine Untergruppe davon fasst Gene zusammen, welche
für die DNA-Replikation und die DNA-Reparatur-Mechanismen zuständig sind. Es
deutet also bereits die MicroArray-Analyse auf ein höheres Proliferationspotential
der ASC hin. Dies ist jedoch eine sehr überraschende Beobachtung, wenn man in Be-
tracht zieht, dass in der Literatur Perizyten als in-vivo Korrelat und somit Ursprung
der MSC diskutiert werden (da Silva Meirelles et al. 2016). Eine Ursache könnte die
Zeitspanne der Zellen in Kultur sein. Aufgrund der unterschiedlichen Passagen un-
serer Zellen könnte man argumentieren, ASC in Passage 2 sind noch wenig kulturad-
aptierte Zellen und weit vom sog. Hayflick-Limit entfernt, während die HRMVPC
mit Passage 6 deutlich länger in Kultur gehalten wurden. Dies trifft jedoch nicht
zu. ASC werden pro Passage mit nur 300 Zellen/cm2 ausgesät. Sie unterlaufen so
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circa 5 kumulative Populationsverdopplungen. Über die gesamte Kulturzeit von 5-6
Passagen ergeben sich insgesamt 30-40 kumulative Populationsverdopplungen (Bie-
back et al. 2012). Die HRMVPC wurden vom Hersteller in Passage 3 geliefert und
konnten im Idealfall bis zu Passage 6 kultiviert werden, bevor sich keine Zunah-
me der Zellzahl mehr zeigte. Da diese Zellen jedoch jeweils nur im Verhältnis 1:1
gesplittet wurden, haben sie eine deutlich geringere Anzahl an kumulativen Popula-
tionsverdoppelungen erfahren. Zudem zeigten sich bereits direkt nach dem Auftauen
der kryokonservierten HRMVPC morphologische Zeichen der zellulären Seneszenz.
Wir beobachteten morphologisch relativ große Zellen mit großen Zellkernen und
zahlreichen Einschlusskörperchen, was als Zeichen der zellulären Seneszenz gewertet
werden kann (Cristofalo et al. 2004). Die MicroArray-Daten zeigten unter Betrach-
tung von Biomarkern für zelluläre Seneszenz, wie IGF1, EGF (Cristofalo et al. 2004),
p53, CDKN2A, NXT1, IL6 oder IL8 (Jesus et al. 2012) hingegen keine signifikant
höhere Expression dieser Marker in HRMVPC. Eine genauere Untersuchung auf
zelluläre Seneszenz, beispielsweise mittels senescence-associated-beta-galactosidase
Assay oder Annexin V-Färbung, war leider aufgrund der geringen Verfügbarkeit von
HRMVPC nicht durchführbar.

Im Kontext der differentiellen Sensitivität beider Zelltypen gegenüber der
Glukose-modifizierten ECM untersuchten wir unsere Array-Daten auf mögliche ad-
häsionsrelevante Targets. Dabei fielen uns signifikant differenzielle Expressionen ver-
schiedener Integrinuntereinheiten auf. Sowohl im MicroArray, als auch im PCR-
Array waren ITGA5 und ITGB3 höher in ASC exprimiert, während ITGA1, IT-
GA2, ITGA4 und ITGA6 höher in HRMVPC exprimiert waren. Im Rahmen eines
eigenständig eingeworbenen Drittmittelprojektes konnten wir, dank Förderung der
Deutschen Diabetes Gesellschaft, die Expression verschiedener Integrine auch durch-
flusszytometrisch untersuchen. Dabei bestätigten sich die Ergebnisse unserer Array-
Analyse überraschender Weise nicht. So zeigte sich keine signifikant differenzielle
Oberflächenexpression der Marker CD49a (ITGA1), CD49b (ITGA2), CD49d (IT-
GA4), CD49e (ITGA5) und CD49f (ITGA6). Man könnte nun schlussfolgern, dass
die Integrine wegen der ähnlichen Expression in ASC und Perizyten nicht mit dem
Verhalten der Zellen auf der HG-modifizierten ECM zusammenhängen. Die Situati-
on ist jedoch komplexer. Die Integrinrezeptoren, welche sich jeweils aus einer alpha-
und einer beta-Untereinheit zusammensetzen, gehören nicht nur zu den Hauptre-
zeptoren für Zelladhäsion und Zell-Zell-Kontakte, sondern bilden auch Transmem-
branverbindungen und greifen in eine Vielzahl von intrazellulären Signalwegen ein
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(Green et al. 2019). Die Untersuchung der Expression von Integrinen wird dadurch
erschwert, dass sie zwar häufig auf der Zelloberfläche exprimiert sind, sich jedoch in
einem inaktivem Zustand befinden können und erst durch einen bestimmten Stimu-
lus aktiviert werden müssen (Hynes et al. 2002). Die ähnliche Oberflächenexpression
von Integrinen auf ASC und HRMVPC spricht folglich nicht gegen eine Mitbeteili-
gung an dem unterschiedlichen Verhalten der Zellen auf Glukose-modifizierter ECM.
Daher wären zur weiteren funktionellen Untersuchung Adhäsionexperimente beider
Zelltypen auf unterschiedlichen Matrices von hohem Interesse. Leider waren uns
solche Untersuchungen aufgrund der bereits zuvor geschilderten Einschränkungen
durch die HRMVPC nicht möglich.

Zu guter Letzt ist ein weiterer wichtiger Prozess, nicht nur im Kontext unserer
ECM-Untersuchungen, sondern auch für das regenerative Potential der ASC, das
sogenannte ECM-Remodelling (Roy et al. 2016). Hierbei spielen Matrixmetallopro-
teasen und deren Regulation über spezifische Inhibitorproteine eine wichtige Rol-
le (Kowluru et al. 2012). Beim Vergleich unserer MicroArray-Daten von ASC und
HRMVPC stach in den HRMVPC eine höhere Expression vom MMP1, MMP15,
TIMP2 und TIMP3 besonders heraus. Davon waren MMP1 und TIMP3 ebenfalls
im PCR-Array signifikant stärker von den HRMVPC exprimiert. Während in der
Literatur vor allem MMP2 und MMP9 im Zusammenhang mit der DR diskutiert
werden (Tarallo et al. 2010; Underly et al. 2017; R. Yang et al. 2007; Noda et al. 2003)
findet man kaum Hinweise auf eine Mitbeteiligung von MMP1 (Abu El-Asrar et al.
2016; Abu El-Asrar et al. 2017), MMP14 (MT1-MMP) (R. Yang et al. 2007) oder
MMP15 (keine einschlägigen Publikationen).

Trotz der höheren Expression unserer HRMVPC von angiogenese-relevanten
MMP, konnte unsere Arbeitsgruppe das fehlende angiogene Potential der HRMVPC
als einzigen und fundamentalen Unterschied zu unseren ASC ausmachen. Wäh-
rend die ASC in zwei unterschiedlichen Angiogenese-Assays die Ausbildung von
Endothelzell-Netzwerken förderten, führten die HRMVPC zu keiner Ausbildung
Gefäß-ähnlicher Strukturen. Bei den verwendeten Assays setzte eines den Fokus
auf die Zell-Zell-Kontakte in direkter Kokultur mit Endothelzellen. Das zweite da-
von unabhängige Assay untersuchte den Einfluss von parakrinen Faktoren durch
die Verwendung von Basal-lamina-Matrix. In gemeinsamer Betrachtung mit einer
ELISA-Analyse vonWachstumsfaktoren und Inhibitoren im konditionierten Medium
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der beiden Zelltypen konnten wir ASC von HRMVPC anhand ihre pro-angiogenen
Kapazität klar diskriminieren (Kremer, Gebauer et al. 2020).

4.4 ASC und zellbasierte Therapieansätze der
diabetischen Retinopathie

Zur Therapie der DR wurden MSC bereits in Tiermodellen bereits erfolgreich er-
porbt (Fiori et al. 2018, Ding et al. 2017; Davey et al. 2014; ). Es gab jedoch auch erste
Berichte über negative Folgen von MSC-Applikationen. So kam es in einer Studie
zur altersbedingten Makuladegeneration bei 3 Patienten nach einer ASC-Injektion
zur Erblindung (Kuriyan et al. 2017). Präklinische Studien zeigten allerdings, dass
MSC sich an das lokale Milieu anpassen und in Abhängigkeit davon sowohl pro-
angiogen, als auch anti-angiogen wirken können (Ezquer et al. 2016). Eine weitere
Studie beschrieb in einem murinen Modell der Sauerstoff-induzierten Retinopathie,
dass eine ASC-Applikation vor der retinalen Gefäßschädigung die Kapillarschädi-
gung vermindern kann, während eine intravitrale ASC-Injektion nach der Kapillar-
schädigung eine Migration und Integration der ASC in die retinale Vaskulatur mit
einhergehendem Nachwachsen der retinalen Kapillaren zeigte (Mendel et al. 2013).
Man kann also davon ausgehen, dass ASC sehr sensitiv mit ihrer Umgebung in-
teragieren und dadurch trotz erster negativer Resultate ein hohes Potential für die
Anwendung in zellbasierten Therapieansätzen besitzen.

Unsere und weitere im Kontext der internationalen Forschergruppe DIAMICOM
gewonnenen Erkenntnisse deuten darauf hin, dass die therapeutische Wirkung vom
Tier- beziehungsweise Erkrankungsmodell abhängig ist. Die Arbeitsgruppe von Prof.
Harmsen in Groningen beschreibt im sogenannten ROP-Modell einen positiven Ein-
fluss der ASC auf die Vaskularisierung (Hajmousa et al. 2018). Im Gegensatz dazu
deuten die Daten der AG Feng aus Mannheim darauf hin, dass ASC in einem Tier-
modell der genetisch induzierten DR nachteilige Effekte erzielen könnten (Huang
et al. 2019).

Wir postulieren, dass ASC im Rahmen der DR zugrunde gegangene Perizyten
funktionell ersetzen können und dabei, im Gegensatz zu den Perizyten, nicht unter
dem Milieu der hohen Glukose leiden. Meine Kollegin Agnese Fiori konnte bereits
zeigen, dass HG das angiogene Potential von HRMVEC deutlich reduziert. ASC
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hingegen waren von der Glukose nicht beeinflusst und konnten über sezernierte Fak-
toren dieses reduzierte angiogene Potential wiederherstellen (Fiori et al. 2020).

4.5 Schlussfolgerung

Trotz der frustran verlaufener Suche nach einer molekularen Erklärung für das be-
obachtete unterschiedliche Interaktionsmuster von Perizyten und ASC mit Glukose-
modifizierter endothelialer Matrix, konnten im Rahmen dieser Arbeit wertvolle Er-
kenntnisse gewonnen werden. So bietet die Methode des Multiple Particle Trackings
einen hervorragenden Ausgangspunkt für detaillierte Analysen der ECM. Differen-
ziertere MPT-Untersuchungen könnten dabei nicht nur zu einem besseren Verständ-
nis der Zellphysiologie unter in-vitro-Bedingungen, sondern auch zu einem neuen
Aspekt in der Beurteilung verschiedener Zellkulturmodelle beitragen.

Im Hinblick auf die Entwicklung ASC-basierter Therapieansätze der DR ist vor
allem das von uns beobachtete angiogene Potential der ASC von Interesse, welches
die ASC deutlich von den retinalen Perizyten diskriminieren konnte. Dies ist unserer
Meinung nach ein zweischneidiges Schwert. Während die Förderung der Vaskulari-
sation im frühen Stadium der DR nützlich wäre, kann sie im Stadium der prolifera-
tiven DR kontraproduktiv sein. Ein Ansatz diese Fragestellung weiter zu erforschen,
wäre die Etablierung von komplexen Zellkulturmodellen, welche eine Untersuchung
der Interaktionen von ASC und Endothelzellen, aber auch Zellen der neurovasku-
lären Unit sowie infiltrierenden Immunzellen ermöglicht. Ebenso erscheint es nötig,
die Wirkung der ASC in geeigneten Tiermodellen genauer zu studieren, um eine
Nutzen-Risiko-Abschätzung im Kontext der unterschiedlichen Erkrankungsstadien
vornehmen zu können.
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5 Zusammenfassung

Im Verlauf der diabetischen Retinopathie (DR) gilt der Verlust von retinalen Perizy-
ten als erstes Anzeichen dieser diabetischen Komplikation. Es besteht ein großer Be-
darf an neuartigen Therapiemöglichkeiten. In diesem Rahmen werden derzeit in einer
Vielzahl von Studien mesenchymal stromale Zellen (MSC) zur Therapie der DR er-
probt. Auf Grund der morphologischen und funktionellen Gemeinsamkeit von MSC
und Perizyten sowie ihrer Differenzierungskapazität und ihrem immunmodulatori-
schen Potential untersucht unsere Arbeitsgruppe die zelltherapeutische Verwendung
von MSC zur Wiederherstellung der retinalen Integrität im Rahmen des Perizyten-
verlustes der DR. Vorarbeiten zeigten, dass die Proliferation von humanen retina-
len Perizyten durch Glukose-modifizierte extrazelluläre Endothelzellmatrix (ECM)
deutlich eingeschränkt wird, was bei Fettgewebe-abgeleiteten mesenchymal stroma-
len Zellen (ASC) nicht der Fall war. Ich konnte dieses Verhalten unter Verwendung
von humanen retinalen Endothelzellen reproduzieren.

Auf der Suche nach der molekularen Ursache dieser Beobachtung führten wir
ein ausführliches Screening nach potentiellen Mechanismen der hyperglykämischen
ECM-Modifikation durch. Wir konnten jedoch weder Glykosaminoglykane, noch
Matrix-Metallo-Proteinasen, noch Advanced Glycation Endproduct, noch Carbony-
lierung als ursächlich hierfür identifizieren. Mittels Multiple Particle Tracking konn-
ten wir jedoch erstmals die mechanischen Eigenschaften von ECM in direkter Zel-
lumgebung messen und dabei Anzeichen für eine Glukose-vermittelte Änderung der
ECM-Elastizität feststellen.

Wir schlossen daraus, dass möglicher Weise Unterschiede zwischen ASC und Peri-
zyten für die unterschiedliche Interaktion mit HG-modifizierter ECM verantwortlich
sind. Daher führten wir eine vergleichende Genexpressionanalyse beider Zelltypen
durch. Dabei zeigten sich im Vergleich ASC versus Perizyten deutliche Unterschiede
in der Expression von Integrinen sowie von Genen, welche mit funktionellen Ei-
genschaften von Perizyten korreliert wurden. Auf Ebene der Oberflächenantigene
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zeigten sich hingegen keine Unterschiede in der Expression von Integrinen oder po-
tentiellen Perizytenmarkern. Ergänzend konnten unsere Genexpressions-Daten kei-
ne nennenswerte zellphysiologische Reaktion von HUVEC, ASC oder HRMVPC
auf Stimulation mit HG-Zellkulturmedium zeigen. Zusätzlich führte Agnese Fiori
funktionelle Untersuchungen zur angiogenen Kapazität beider Zelltypen durch. Zu-
sammenfassend konnte lediglich das angiogene Potential ASC klar von Perizyten
diskriminieren.

Während die Verwendung von humanen Primärzellkulturen durch ihre große Re-
levanz für Fragestellung eine deutliche Stärke dieser Arbeit darstellt, bildet sie durch
die geringe Verfügbarkeit an biologischen Replikaten der retinalen Primärzellen zu-
gleich ihre größte Schwäche. Dennoch konnten wir eine gute Basis erarbeiten, um
die knapp zur Verfügung stehenden retinalen Primärzellen in folgenden Projekten
zielgerichtet und effizient weiter zu erforschen.

Im Rahmen des DIAMICOM-Verbundes verfolgen auch weitere Arbeitsgruppen
die Hypothese, dass ASC die Rolle von Perizyten übernehmen können und sich somit
für eine Zelltherapie der DR eignen. Betrachtet man zusätzlich die Daten meiner
Kollegen Agnese Fiori, Heiner Kremer, Vincenzo Terlizzi und Hongpeng Huang, so
müssen wir schlussfolgern, dass ASC sich hauptsächlich durch die Unterstützung der
Angiogenese auszeichnen. Somit wäre ein zelltherapeutischer Ansatz der DR eher
in einem sehr frühen Zeitpunkt anzusetzen, wohingegen eine ASC-Behandlung im
Stadium der proliferativen DR kontraproduktiv erscheint. Wir erachtet es daher als
notwendig, weitere detaillierte Analysen in geeigneten in-vitro und in-vivo Modellen
durchzuführen, um eine sichere und erfolgreiche Therapie zu erzielen.
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