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U l T T R E K S K L

Gekweekte umhilikale endoteelselle word meestal gehruik om endoteelsetfmksie in vitro te hestudeer. Die nadele 
hiervan is dat die kweekproses selfunksie midelig kan heïnvloed en dcit die funksie van endoteelselle verskil na gelcing 
van hulle anatomiese ligging. Na aanleiding hien^an het ons ’n vloeikamer onmikkel om die funksie van vars 
endoteelselle te bestudeer. Die vloeikamer is so ontwerp dat ’n stukkie hohhejaanaorta (5 cm lank) in 'n geslote 
vloeibaan geplaas word. Twee stukke hohhejaanaorta is gehruik. Die een is vir 6 ure hy 37 °C met Ringer- 
laktaatoplossing geperfuseer en die under met dieselfde buffer wat I eenheid (Ej/ml tromhien hevat. Na die perfusie 
is die perfusate hy -70 °C weggevries. ’n Normale aftas-elektronmikroskopiese voorkoms en die afwesigheid in die 
perfusaat van tromhomodulien, ’n merker van endoteelskade, het daarop gedui dat die perfusieproses nie die selle 
heskadig het nie. Die tromhiengestimuleerde en ongestimuleerde selle het onderskeidelik 20,7 ± 13,4 en 11,8 ± 10,3 
pg proteïen/ml/cm^ vrygestel. Gelyke hoeveelhede antitromhien 111 {AT III), von Willehrandfaktor (vWF), 
plasminogeenaktiveerderinhiheerder tipe 1 (PAI-J), weefselfaktorhaan-inhiheerder (TFPI) en prostasiklien (PGIJ 
is in die perfusate van sowel die gestimuleerde as ongestimuleerde selle gemeet. Die hevinding dat die gestimuleerde 
selle hetekenisvol meer fihrinogeen vrygestel het as die ongestimuleere selle, 0,6 ± 0 ,2  teenoor 0,3 ± 0 ,2  pg/ml/cm- is 
insiggewend. Funksionele studies het getoon dat die vrygestelde antitromhien III (AT III) en weefselfaktorhaan- 
inhiheerder (TFPI), tromhien en geaktiveerde stollingsfaktore VII en X  inhiheer. Die resultate hevestig dat die 
vloeikamer gehruik kan word om endoteelselfunksie te ondersoek.

A b s t r a c t

An in vitro flow  chamber as model to investigate the haemostatic function o f fresh endothelial 
cells
Cultured human umhilical cord endothelial cells are mostly used to study the response o f endothelium to various stimuli. 
The effect o f the culture process on cellfunction is however, not known and the function o f endothelial cells from different 
anatomical loci differs. In view o f this we developed a flow  chamber to study the function o f fresh endothelium. The 
flow  chamber was designed to accommodate a five cm piece o f baboon aorta in a closed circuit where six hours o f 
perfusion o f the aorta with R inger’s lactate/dextrose buffer at 37 °C was maintained by a peristaltic pump. Two pieces 
o f baboon aorta were used. One was perfu.sed with buffer (control) and the other (experimental) with buffer containing 
1 Unit (U)/ml thrombin. After perfusion the perfusates were frozen at-70°C  until assayed. Scarming electron microscopy 
and the absence o f thrombomodulin, an indicator o f endothelial cell damage, in the perfusate showed that the cells 
were not damaged by perfusion. Stimulated and unstirnulated cells secreted 20,7 ± 13,4 and 11,8 ± 10,3 pg protein/ 
ml/cm- respectively. The concentration o f several individual proteins was equivalent in the perfusates o f stimulated 
and unstimulated cells. It is noteworthy that the stimulated cells released significantly more fibrinogen than the 
unstimulated cells, i.e. 0,6 ± 0,2 versus 0,3 ± 0,2 pg/ml/cm-. Functional studies indicated that the released antithrombin 
III (AT III) and tissue factor pathway inhibitor (TFPI) were effectively able to inhibit thrombin and activated 
coagulation factors VII and X. The results showed that the flow  chamber can be used to study endothelial cell function.

INLEIDING verander toe endoteelselkulture beskikbaar geword het.-
Dit is nou duidelik dat die antitrombogenisiteit van die 

Endoteelselle is tot en met die middel van die sewentigerjare endoteelseloppervlak bewerkstellig word deur ’ n delikate 
beskou as ’n inerte oppervlak wat verhoed dat die bloed balans tussen pro- en antistollingsmeganismes wat op die 
met die subendoteel (kollageen) in aanraking kom om so seloppervlak funksioneer.^ Hierdie meganismes sluit in 
bloedstolling te voorkom.' Hierdie siening het egter die beheerde beskikbaarstelling van reseptore op die
*Outeur aan wie korrespondensie gerig kan word.
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seloppervlak en die sekresie van produkte in respons op 
stimuli. Dieresponspatroon is afhanklik van die stimulus. 
In die teenwoordigheid van byvoorbeeld trombien, stel 
die endoteelsel meer prostollingsfaktore vry."'

Ons kennis van endoteelselbiochemie en -funksie is 
grootliks gebaseer op studies wat met gekweekte endo- 
teelsisteme van die umbilikale vene gedoen is. Alhoewel 
in vivo - studies die resultate i n ’ n sekere mate bevestig het, 
is daar nog steeds kommer oor die geldigheid daarvan. 
Daar is bewyse dat die funksie van die endoteelselle van 
verskillende dele van die vaskulêre stelsel van mekaar 
verskil.’ Eksogene groeifaktore wat gebruik word om 
gekweekte selle in stand te hou, kan ook hulle funksie 
beïnvloed.*’ So byvoorbeeld kan tripsien, wat gebruik 
word om die endoteelselle te subkultiveer, aan die 
trombienreseptor op endoteelselle bind om hulle te 
stimuleer aangesien die struktuur van tripsien en trombien 
baieooreenkomste toon.’ Dieomgewing van endoteelselle 
in kultuur verskil ook drasties van die omgewing in vivo. 
Die belangrike invloed van onderliggendegladdespierselle 
en sirkulerende bloedkomponente op endoteelselfunksie 
word dus gei'gnoreer.* Die ouderdom van gekweekte 
endoteelselle beinvloed ook die funksie van die selle. 
Eienskappe soos die aantal lewende selle, die tempo van 
proteïenvrystelling en die transkripsievlakke van sekere 
gene verander met veroudering en die aantal seldelings.’' ®"’

Naaanleiding van bogenoemde nadele van gekweekte 
endoteelselle was dit nodig om in vivo- of in vitro- 
toetsstelsels te ontwikkel waarmee die funksie van vars 
endoteelselle bestudeer kan word.* ’n Vloeikamer is 
ontwerp om die funksie van vars aorta-endoteelselle in 
vitro te bestudeer, en bobbejaanaortas is gebruik omdat 
die bloedstollingsmeganisme van hierdie diere grootliks 
met dié van mense ooreenstem. * * Die studie is in twee fases 
gedoen om te kan onderskei tussen die funksie van die 
gestimuleerde en ongestimuleerde endoteelselle. Die 
endoteelselle is met trombien gestimuleer aangesien dit ’n 
belangrike rol in hemostase speel' - en omdat dit ’ n bekende 
stimulant van endoteelselle is.'^ Die konsentrasie van 
verskeie pro- en antistollings- en fibrinolitiese proteiene is

ook bepaal. Hierdie studie dui daarop dat die model geskik 
is om die funksie van lewende endoteelselle in situ te 
bestudeer.
EKSPERIM ENTELE PROSEDURE 
Proefdiere
Sewe normale bobbejane (Píí/jíV; ursinus, 5 mannetjies, 2 
wyfies) is as proefdiere gebruik in ’n projek wat deur die 
Etiekkomitee vir Proefdiernavorsing van die Vrystaatse 
Provinsiale Administrasie en die Universiteit van die 
Oranje-Vrystaat goedgekeur is. Ketamienhidrochloried 
(10 mg/kg liggaamsmassa, Warner Park Davis Research 
Laboratories, Kaapstad) is intramuskulêr toegedien en die 
aorta is met standaardprosedure blootgelê. Die sytakke 
van die aorta is versigtig met sydraad afgebind en die aorta 
van die aanliggende weefsels losgesny en dadelik in 
Ringer-laktaatbuffer(6g/l NaCl, 40 mg/1 KCl, 3.25 g/1 Na- 
laktaat,400mg/1 Ca-heksahidraat, pH=6.0)met l%dekstrose 
geplaas (SABAX Bpk, Suid Afrika). Die aorta is deeglik 
met die Ringer-laktaatbuffer gespoel om kontaminasie van 
plasma te voorkom. Daarna is dit in die oplossing geplaas 
om te verhoed dat dit uitdroog en aan lug blootgestel 
word. Nadat die aorta verwyder is, is die bobbejane met 
’n oordosis pentabarbitoonnatrium (Maybaker SA Bpk) 
intraveneus gespuit.

Vloeikamers
Die perspex-vloeikamer is so ontwerp dat ’n stuk 
bobbejaanaorta (5 cm lank) in ’n geslote vloeibaan geplaas 
kan word (fig. 1). ’n Peristaltiese pomp (Sarns Inc, Ann 
Arbor, Michigan, VSA) is gebruik om die vloei deur die 
baan te handhaaf. ’n Bobbejaanaorta is in twee 5 cm- 
segmente verdeel, een vir die eksperi men tele studie en die 
ander as kontrole. Nadat die aorta met sydraad aan die 
glaspypies vasgemaak is en die Tygon-buis aan die pomp 
gekonnekteeris, isdie vloeibaan met ongeveerS ml Ringer- 
laktaatbuffer gevul. Sorg is gedra dat geen lug in die

Tygon-buis
Perspex-vloeikamer 
(Ringer-oplossing) Sydraad

Waterbad
(37 ”C)

Aorta-segment Glaspypie

FIGUUR I: 'n Skematiese voorstelling van 'n vloeikamer wat in hierdie studie gehnnk is.
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geslote sisleem ingelaat is nie en dat die aortas op geen 
stadium met lug in aanraicing gekom iiet nie. Die vloeikamer 
is met buffer gevul, met ’ndet;sel geseëlen in ’nwaterbad 
by 37 °C geplaas. In die kontrolestudie is die endotee! 
aaneenlopend vir ses uur met ’n oplossing van Ringer- 
laktaaten 1% dekstroseteen’nvloeitempovan 1 lOml/min 
geperfuseer. In die eksperimentele studie is die endoteel 
vir ses uur met I U/mibeestrombien( Baxter Diagnostics, 
VS A) wat by die Ringer/dekstrose-oplossing gevoeg is, 
geperfuseer. Die skuifkragte op die aortawand het tussen
3 en 8 dynes/cm^ gevarieer. Die perfusate is nie 
geoksigeneer nie.

Bepaling van die proteienkonsentrasie in die perfusate
Die proteienkonsentrasie van sowel gestimuieerde as 
ongestimuleerde perfusate van die sewe bobbejane is 
kolorimetriesvolgensdieBradford-metodebepaaK 14). ’n 
DirekteELISA-tegniekisgebruikomdieATIII-konsentra.sie 
te bepaal. Die perfusate is met ’n natriumkarbonaat- 
bikarbonaatbuffer verdun in die verhouding 1:3 (pH=9,6) 
en 200 pi hiervan is in ’n mikrotiterput (NUNC 
mikrotiterplaat, Intermed, RSA) gevoeg en oornag in ’n 
koelkamer by 4 °C geinkubeer. Daarna is die putte baie 
deeglik met PBS (fosfaatgebufferde soutoplossing)- 
Tween-20-buffer (0,5%) gewas (Sigma, St Louis, VS A). 
Vier en sewentig ng van ’n muis-anti-mens AT III- 
monoklonale teenliggaam (Sigma, St Louis, VSA), wat 
verdun is in ’n fosfaatbuffer wat 1% beesserumalbumien 
(Sigma, St Louis, VSA) bevat, is in elke put gevoeg en vir 
1 uurby 37 °C geinkubeer. Daarna is die putte weer gewas 
en ’n alkaliese fosfatasegekonjugeerde teenliggaam 
(Boehringer Mannheim, Jhb) bygevoeg. Nanog ’n uur is 
die putte gewas en ’n alkaliese fosfatasesubstraat (0.01%, 
Boehringer Mannheim, Suid-Afrika) bygevoeg. Dieoptiese

digtheid is by 405 nm met ’n spektofotometer gemeet. 
Standaardkrommes is opgestel deur suiwer AT III en die 
antigeenspesifieke teenliggaam (Sigma, St Louis, VS A) te 
gebruik.

Die Von W illebrandfaktor (vW F), plasm ino- 
geenak tiveerder-inh ibeerder tipe 1 (PA I-1)- en 
weefselfaktorbaan-inhibeerder (TFPI)-konsentrasies is 
m.b.v. die toebroodjie-ELISA-tegniek bepaal waar die 
kleurreaksie met peperwortelperoksidase (HRPO)- 
teenliggaamkonjugaat uitgevoer is. Die vWF en PAI-1 
standaardproteiene en onderskeie antigeenspesifieke 
poliklonale teenliggame (konyn-anti-mens vWf en PAI) 
en teen liggaam konjugate  (bok -an ti-konyn) is 
goedgunstiglikdeurdrs. Hans Deckmyn en Paul Declerck 
(Kortrijk, België) verskaf. Mikrotiterputte is oornag by
4 °C met 100 (il van die antigeenspesifieke teenliggaam 
geinkubeer. Die verdunnings van die teenliggame was 
1:5 (X)0 vir vWF en 1:10 000 vir PAI-1 onderskeidelik. 
Honderd (jl van die peroksidase gekonjugeerde teenliggame 
(1:10 000 verdunning) is dan bygevoeg en vir twee ure by 
37 °C geinkubeer. Die reaksie is daarna gestop deur I M 
swawelsuur (100 |al/put) by te voeg. Na drie verdere 
wasprosesse is tetrametielbensidiensubstraat bygevoeg 
en die kleurverandering by 492 nm met ’ n spektofotometer 
gemeet. Tetrametielbensidien, die wasoplossing en die 
stopoplossing is van Behring (Suid-Afrika) verkry.

ELIS A-kitsstelle is gebruik om TFPI (American Diag
nostics, USA) en prostasiklien (Amersham, VK) in die 
perfusate te meet volgens die instruksies van die 
vervaardigers. Die fibrinogeenkonsentrasie in die perfusaat 
is met ’n roetiene “Automatic Coagulation Laboratory” 
stollingsmonitor (Ilex, Italic) bepaal. AI die bepalings is in 
duplikaat gedoen.

TABEL1 Proteienvrystelling deur gestimuieerde en ongestimuleerde aorta- 
endoteel. Waardes word gegee as gemiddeld ± 1 standaardafwyking

GESTIMULEERD ONGESTIMULEERD

Totale proteiene (jug/mi/cm^) 20,7 ±13,4 11,8 ±10,3

AT III (Mg/ml/cm=') 0,5 ± 0,2 0,6 ± 0,2

vWF (ng/ml/cm*) 1,6 ± 0,4 1,7 ±0 ,4

PAI-1 (pg/ml/cm^) 9,7 ±5,2 9,1 ±4,1

TFPI (pg/ml/cm^) 60,8 ± 28,1 56,9 ± 36,6

PGI^ (pg/ml/cm^) 91,5 ±12,6 105,0 ±23,8

FIbrinogeen (jjg/ml/cm^) 0,6 ± 0,2 0,3 ± 0,2*

*p < 0,05: Student se t-toets vir gepaarde data.
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Inimuunkladanali.se
Immuunkladanalise is gedoen om die teenwoordigheid 
van trombomodulien in die pert'usaat te bepaal. 'n 
Monoicionale teenliggaam teen menstrombomoduiien 
(Celsus Laboratories, VSA) isgebruik.

Aftaselektronniikroskopie
Verteenwoordigende 1 cm-stukkiesvandiegestimuieerde 
en ongestim uleerde aortas is voorberei vir 
aftaselektronniikroskopie.''' Gluteraldehied in fosfaatbuffer 
is as fikseermiddel gebruik. Na alkoiioldehidrasie en 
kritiese vriesdroging is die materiaal met goudpartikels 
m.b.v. ’nmetaaldampapparaat( Biorad SEM-coating sys
tem) bedek. Aftaseiektronmikroskopie is op sowel die 
gestimuieerde as ongestimuleerde aortas voor en na die 
sesuur- perfusieperiode gedoen. ’n Jeol-JSM-6400- 
Winsem-aftaselektronmikroskoop is gebruik.

Funksionele studies
Trombien- en faktor Vlla-aktiwiteitsbepalings is op beide 
perfusate gedoen om die funksionele aktiwiteit van die 
pro te iene wat deur die end o tee lse lle  vrygestel 
is, te bepaal. Die trombienaktiwiteit is met ’n 
eenstapreaksie, aangepas vir mikrotiterplate, 
gemeet. Die reaksiemengsel het 50 |il perfusaat 
en 20 |jl van ’n chromogeniese substraat, 
tosiel-Gly-Pro-Arg-4-nitro-aniliedasetaat 
(0,02 U, Boehringer Mannheim, Suid-Afrika) 
bevat. Die verandering in optiese digtheid is 
dinamies vir 40 minute met ’n gerekenari- 
seerde BiotekEI 312-kinetiese leserby 405 nm 
gemonitor(Biotek, VSA). ’n Kontrolereaksie 
is ook gedoen waar 50 |jl van ’n trombien- 
oplossing (0,714 U/ml, finale konsentrasie) in 
die plek van die perfusaat gebruik is. A1 die 
reaksies is in du p likaa t u itgevoer.

Die faktor Vlla-aktiwiteit van die twee 
perfusate is ook kineties bepaal. ’n Faktor 
Vlla-kitsstel (Kabi Diagnostics, Stockholm,
Swede) ishiervoorgebruik. SuiwerfaktorVII 
(Sigma, St Louis, VSA) is as kontrole gebruik.
Vyftig |j1 van die perfusaatis vir4 minute by 
37 °C in ’ n mikrotiterplaat geinkubeer. Daama 
is 50 |al van ’n gekombineerde reagens van 
tromboplastien, faktor X (17 nM) en CaCl’ (40 
nM )indieverhouding 1:5:3 bygevoeg. Die 
reaksiemengsel is weer vir7 minute by 37 °C 
geinkubeer. Laastens het ons vyftig |j 1 van 
’ n chromogeniese substraat, S 2765 ( 1,6 mM,
Sigma, St Louis, VS A) bygevoeg. Die optiese 
digtheid is dinamies vir 40 minute by 405 nm 
gemeet. ’n Kontrole-eksperiment is ook 
gedoen waar 5 ^1 suiwer faktor VII (4,4 nM,
Sigma, St Louis, VSA) in die plek van die 
perfusaat gebruik is.

Die effek van ’n oormaat AT III en 
rekombinanteTFPI (r-TFPI) op trombien- en 
faktor Vlla-aktiwiteit is ook gemeet in 
d ieselfde reaksiem engsel wat in die 
kontrolestudies gebruik is. Voordat die 
substraat bygevoeg is, is 5 |j1 AT III (3,27 nM,

Sigma, St Louis, VSA) en 5 |j1 r-TFPI (1,68 pM, Novo 
Nordisk, Denemarke) bygevoeg.
Statistiese analise
Student se t-toets is gebruik om te toets vir statistics 
betekenisvolle verskille in die resultate. Verskille waar 
p < 0,05 was, is as beduidend beskou. Resultate in die teks 
isuitgedrukasdiegemiddeld± 1 standaardafwyking(SA).
RESULTATE
Proteien- en prostasiklien vrystelling
Die resultate word in tabel 1 opgesom. Trombien- 
gestimuleerde endoteelselle het 8,9 ± 10,1 |jg/cm-meer 
proteiene as die ongestimuleerde selle vrygestel. Die 
95% vertrouensinterval het van -1,0 pg/ml/cniMot 18,7 
|jg/ml/cm- gewissel. Alhoewel die verskil nie statistics 
betekenisvol was nie (p > 0,05), dui die vertrouensinterval 
tog dat daar ’n neiging by die gestimuieerde .selle was om 
meer proteiene vry te stel. Van die individuele proteiene 
het die gestimuieerde selle betekenisvol meer (p < 0,05) 
fibrinogeen vrygestel.

FIGUUR 2: Skandeerelektronmikwgrawe (782 x  vergroot) van 
aorta-endoteelselle na die sesuur-perfusieperiode met trombien 
(A) en sonder trombien (B). Let op na die flbriennetwerk op die 
gestimuieerde aorta-endoteelselle.



106 ISSN 0254-3486 = 5/4 Tydskrif vir Natiairwetenskap en Tei>nologie 14, no. 4 1995

A ftaselektronm ikroskopie
Figuur 2 toon verteenwoordigende aftaselektron- 
mikrograwe van gestimuleerde (A) en ongestimuleerde (B) 
aortas. Fibriendrade op die oppervlak van die gestimuleerde 
aorta is duidelik sigbaar. Die endoteelmonolaag was 
minimaal beskadig tydens die 6 uur perfusie.
Im m uunkladanalise
Im m uunkladanalise van die gestim uleerde en 
ongestimuleerde perfusate het aangetoon dat daar nie 
trombomodulien in die perfusate teenwoordig was nie. Die 
resultate word derhalwe nie weergegee nie.
Funksionele studies
Die invloed van AT III en r-TFPI op trombien- en faktor 
VIIa/Xa-aktiwileit: Die resultate word in fig. 3 opgesom. 
’n Oormaat AT III (3,27 nM) en r-TFPI (1,68 (iM) is by
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chromogeniese substrate vir trombien (0,02 U) en faktor 
VIIa/Xa( l,6mM)gevoeg. ATIIlhetdietrombienaktiwiteit 
volledig geïnhibeer, terwyl r-TFPI geen inhiberende 
werking op trombien gehad het nie (fig. 3A). Die faktor 
Vlla/Xa-aktiwiteit was met ongeveer 20% deur AT III 
geinhibeer, terwyl r- TFPI die faktor Vlla/Xa aktiwiteit 
volledig geinhibeer het (fig. 3B).

Die invloed van die perfusate op trombien- en faktor 
Vlla/Xa -aktiwiteit: Die perfusate van sowel gestimuleerde 
as ongestimuleerde endoteelselle het trombien- en faktor 
Vlla/Xa-aktiwiteit merkbaar geinhibeer (fig. 4). In die 
afwesigheid van inhibitore (kontrolestudie) was die 
reaksiesnelheid  van trom bien 5,4 % /m in. Die 
reaksiesnelhede van trombien nadat die gestimuleerde en 
ongestimuleerde perfusate bygevoeg is, onderskeidelik 
2,91 ± 1,43 en 4,09 ±0,71 %/minuut, was merkbaar stadiger 
as die kontrole. Die gemiddelde verskil was 1,18 ± 1,79 %/ 

minuut en die 95% vertrouens- 
interval van -0,56 tot 2,92 %/ 
m inuut. Die verskil was 
statisties nie betekenisvol nie 
(p>0,05). Die reaksiesnelheid 
van faktor V lla/X a in die 
kontrolestudie was 5,30 %/ 
minuut. Wanneerdieperfusaat 
van die gestim uleerde en 
ongestimuleerde endoteel-selle 
bygevoeg is, was die reaksie
snelhede merkbaar stadiger, 
onderskeidelik 1,43 ± 0,50 en 
2,66 ± 1,12 %/min. Die 
gemiddelde verskil was 1,23 ±
0,82 % /m in en die 95% 
vertrouensinterval van 0,43 tot 
2,03 %/min. Die verskil was 
statisties betekenisvol (p<0,05).
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FIGUUR 3: Die ejfek van 'n oormaat A T  III en TFPI op trombien- (A) en 
faktor VHa/Xa-aktiwiteit (B).

Die geldigheid van die resultate 
van hierdie studie berus op die 
beginsel dat die endoteelselle 
minimaal beskadigwas tydens 
die tydperk van perfusie. Ditis 
op twee maniere bevestig. 
Eerstens het die endoteelselle 
m orfo logies norm aal met 
skandeerelektron-mikroskopie 
vertoon (fig. 3). Daar word 
algem een aanvaar dat die 
v ryste lling  van trom bo
modulien deur die endoteelselle 
in die omringende medium op 
endoteelselbeskadiging dui.‘* 
T w eedens was daar geen 
trombomodulien in die per
fusate teenwoordig nie. Hierdie 
resultate dui aan dat die endo
teelselle minimaal beskadig 
was tydens die sesuur- 
perfusieperiode.
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FIGUUR 4: Die ejfek van die perfusate op trombien- (A) en faktor Vlla/Xa- 
aktiwiteit (B).

Sowel die trombiengestimuleerde as ongestimuleerde 
endoteelselle het proteiene vrygestel (tabel I). Die 
gestimuleerde selle het ongeveer 43% meer proteiene as 
die ongestimuleerde selle vrygestel. Alhoewel die verskil 
nie statisties betekenisvol was nie, suggereer die 95%- 
vertrouensinterval tog dat die gestimuleerde selle meer 
proteiene vrygestel het. Die teenwoordigheid van 
proteiene in die perfusaat van die ongestimuleerde selle 
was onverwags. Daar is ’n paar moontlike verklarings 
hiervoor. Rustende endoteelselle in kultuur stel proteiene
vry 18,19,20 Die proteiene wat in die ongestimuleerde
perfusaat gemeet word, kan dus ’n deel wees van hierdie 
verskynsel. Meganiese spanning kan ook endoteelselle 
aktiveeren sodoendeendoteelvrystelling verhoog.“  Die 
bantering van die aortas kan dus verhoogde vrystelling 
meebring. Dit is verbasend dat die gestimuleerde selle nie

drasties meer proteiene as die ongestimuleerde selle 
vrygestel het nie. As endoteelselle in kultuur met 1 U/ml 
trombien gestimuleer word, stel hulle aansienlik meer 
proteiene Daaris moontlike verklarings virdie
bevinding. Die fibrinogeen wat in die perfusaat teenwoordig 
is (tabel 1) kan die akti veringsnelheid van die selle deur die 
trombienytrombomodulien kompleks verminder.^^ Verder 
kan die AT III in die perfusaat aan trombien bind en so sy 
vermoë om die selle te stimuleer, verlaag. Dit is verderook 
moontlik dat 1 eenheid/ml trombien te min was om die 
endoteelselle genoegsaam te stimuleer, veral in die lig van 
die feit dat trombien aan AT III en trombomodulien bind. 
In ’n loodsstudie is endoteelselle met 2 E/ml trombien 
gestimuleer. Onder hierdie omstandighede is ’ n totaal van 
345 |jg proteiene/ml perfusaat vrygestel. In dieselfde 
studie het die ongestimuleerde selle ’n totaal van 111 Mg/
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ml proteiene vrygestel. Die gestimuleerde selle het clus 
ongeveer drie keer soveel proteiene vrygestel. Om die 
resultate van hierdie studie egter te vergelyk met dit wat 
in studies met gekweekte selle verkry is, moes I E/ml 
trombien gebruik word.

Die vars gestimuleerde endoteel.selle het aansienlik 
minder vWF, PAI-1 en PGIj vrygestel asendoteelselle in 
kultuurwatookmet 1 U/ml trombien gestimuleeris.*” -*-'' 
Die rede is onbekend. Dit is wel bekend dat endoteelselle 
in v/vo-aansienlik laer vlakke van DNA en mRNA het as 
gekweekte selle.’" Tripsien, wat gebruik word om 
endoteelselle te subkultiveer is ook in staat om 
endoteelselle te stimuleer-'' en so vrystelling van proteiene 
te verhoog. Dit is dus moontlik dat proteienvrystelling 
deur gekweekte endoteelselle nie die in v(V«-funksie van 
die selle weerspiëel nie.

Sowel die gestimuleerde as ongestimuleerde perfusate 
het gelyke hoeveelhede AT III, vWF, PAI-1, TFPI en 
prostasiklien vrygestel. Daar is verskeie redes hiervoor. 
DielaeATIII-konsentrasieindiegestimuleerde perfusaat 
kan toegeskryf word aan die funksie van AT III. AT III bind 
aan trombien om sy funksie te inhibeer.^’ Omdat die 
ELISA-tegniek wat gebruik is slegs die vry AT III in die 
perfusaat meet en nie dié wat in kompleks met trombien is 
nie, kan die AT Ill-konsentrasie wat in die gestimuleerde 
perfusaat gemeet is, dus ’n vals resultaat wees. Gekweekte 
endoteelselle stel vWF binne die eerste vyf minute na 
stimulasie vry. Daarna vind endositose van vWF plaas.-* 
Indien dit die geval was in hierdie studie, is die meeste vWF 
weer opgeneem deur die endoteelselle tydens die sesuur 
perfusieperiode. Die feit dat gelyke hoeveelhede PCI, 
deur die gestimuleerde en ongestimuleerde selle vrygestel 
is, kan moontlik deur die kinetika van die sintese- en 
vrystelling van PCI, deur endoteelselle verklaar word. 
PGIj-sintese en -vrystelling in reaksie op ’n stimulus is 
vinnig en duur ongeveer 2-3 minute.-’ Wanneer die 
endoteelsel vir ’n paar minute of langer aan ’n stimulus 
blootgestel word, verlaag die intrasellulêrekalsium-vlakke 
wat tot inhibisie van PGI,-sintese lei.-" Dit isdus moontlik 
dat die endoteelselle tydens die sesuur-perfusieperiode 
baie min PGI,gesintetiseer het.

Die teenwoordigheid van fibrinogeen in die perfusaat 
van sowel die gestim uleerde as ongestim uleerde 
endoteelselle was onverwags(tabel 1). Dit is nie bekend 
of endoteelselle fibrinogeen sintetiseer en vrystel en of die 
endoteelsel ’ n reseptor vir fibrinogeen op sy oppervlak het 
nie. Gekweekte endoteelselle vertoon wel ’n tipe 
fibrinogeen-endoteelsel-interaksie.’' Endoteelselle 
reageer egter slegs op fibrinogeen by gebiede waar 
weefselskade, trombose, embolisme en metasta.se 
voorkom. Ondernormale toestande waarendoteelselle/n 
vivo aan fibrinogeen blootgestel word, lok dit geen 
selreaktiwiteit uit nie.’-

Ons het chromogeniese substrate vir trombien en 
faktor Vlla/Xa gebruik om die funksionele aktiwiteit van 
die vrygestelde AT III en TFPI te bepaal. Eerstens moes 
die effek van sui wer AT III en TFPI op trombien- en faktor 
Vlla/Xa-akti witeit bepaal word. Die resultate (fig. 3) stem 
ooreen met gepubliseerde data” '̂ ’’ wat toon dat ATIII 
trombien-aktiwiteit maksimaal inhibeeren dat dit faktor

Vlla/Xa-aktiwiteit slegs gedeeltelik inhibeer. TFPI 
darenteen het geen effek op trombien-aktiwiteit nie, maar 
blokkeerfaktorVlIa/Xa-aktiwiteitvolledig. Die AT III en 
TFPI in die perfusate van sowel gestimuleerde as 
ongestimuleerde aortas was funksioneel. Sowel trombien- 
asfaktorVIla/Xa-aktiwiteitisinerkbaargeïnhibeer(fig.4). 
Gesien in die lig van die resultate in fig. 3 kan ons aflei dat 
die trombienaktiwiteit deur die vrygestelde AT 111 
geïnhibeer is (fig. 4A). Dit is so aangesien ’n oormaat TFPI 
geen invloed op trombienaktiwiteit het nie (fig. 3 A). In die 
geval van inhibisie van faktor Vlla/Xa-akti witeit moet ’n 
mens aflei dat TFPI grootliks verantwoordelik was vir 
hierdie verskynsel. ’n Oormaat AT III (190 ng/ml) inhibeer 
faktor Vlla/Xa-akti witeit slegs met ongeveer 20% (fig. 3b). 
Om saam te vat, hierdie vloeikamer kan gebruik word om 
die funksie van vars endoteelselle te ondersoek. Die 
perfusiesisteem beskadig nie die selle we.senlik nie, en 
verskeie proteiene word tydens perfusie en na 
trombienstimulasie vrygestel. Die proteiene wat vrygestel 
is was funksioneel; AT III het trombienaktiwiteit en TFPI 
het faktor Vlla/Xa-aktiwiteit geinhibeer. ’n Belangrike 
bevinding was die fibrinogeen wat in die perfusate 
aangetoon is. Na ons wete is dit die eerste keer dat daar 
aangetoon word dat endoteelselle op een of ander wyse 
fibrinogeen bevat en/of vrystel.

S U I V I I V I A R V

INTRODUCTION

The progress in our knowledge of endothelial cell bio
chemistry is largely based on studies with cultured umbili
cal endothelial cell systems. Although the results were to 
some extent confirmed by in vivo studies, there is still some 
concern regarding its validity. It is known that the function 
of endothelial cells from different parts of the vascular tree 
differ'. Exogenous growth factors that may affect their 
function are used to maintain the cultures* and trypsin 
which are used to subculture the cells can stimulate them’. 
All these factors may contribute to the possibility that the 
function of cultured cells is different from that of fresh 
endothelial cells. In view of this, we designed a flow 
chamber to investigate the haemostatic function of fresh 
aortic endothelial cells.

METHODS
A perspex flow chamber was designed to accommodate a 
five cm piece of baboon aorta. Tygon tubing was con
nected to both ends of the chamber to form a closed circuit 
and the flow through the circuit was maintained by a 
peristaltic pump. A segment of aorta was divided into two 
pieces, one was used for the experimental part of the study 
and the other as control. After the aorta had been secured 
to the chamber and the tubing was filled with buffer, the 
chamber was sealed with a I id and submerged in a waterbath 
at 37 °C. In the control study, the endothelium was 
continuously perfused for six hours with a solution of 
Ringer’s lactate and 1 % dextrose at a flow rate of 110 ml/
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min. In the experimental study, the endothelium was 
stimulatedfor6hourswith 1 U/ml bovine thrombin added 
to the Ringer’s/dextrose solution. The total protein con
centration of both stimulated and unstimulated perfusates 
were colori metrical I y determi ned by the Bradford method ‘. 
The individual protein concentrations were also deter
mined. A direct ELISA (enzyme linked immuno sorbent 
assay) technique was used to determine the antithrombin 
III (AT III) concentration. The concentrations of von 
Willebrand factor (vW F), plasminogen activator inhibi- 
tor-type I (PAI-I) and tissue factor pathway inhibitor 
(TFPI) were determined using a sandwich ELISA tech
nique. ELlSA-kits were used to determine the TFPI and 
prostacyclin (measured as 6-keto prostaglandin F ‘ a ) in 
the perfusate. The clottable fibrinogen concentration was 
determined using a routine automated coagulation labo
ratory clotting monitor. We used chromogenic substrates 
for thrombin and factor Vlla/Xa to assess the functionality 
of the released AT III and TFPI. In order to test for the 
effect of AT III and TFPI on the activity of thrombin and 
factor Vlla/Xa, purified inhibitors were used.

RESULTS AND DISCUSSION

Although the difference in total released proteins was not 
significant, the thrombin-stimulated cells released ap
proximately 43 % more proteins than the unstimulated 
cells. Protein release by the unstimulated cells can be 
explained in a number of ways. Resting endothelial cells 
in culture maintain a baseline secretion of proteins. 
Mechanical stress can also activate endothelial cells and 
so increase protein secretion.^'

Both the stimulated and unstimulated cells release 
equal amounts of AT III, vWF, PAI-I, TFPI and 
prostacyclin. There may be several reasons for this 
finding. The low concentration of AT III in the stimulated 
perfusate may be due to its ability to bind thrombin.^’ 
Since the ELISA method only measures free AT III in the 
perfusate, the concentration would have been low. In 
culture, endothelial cells secrete vWF within the first five 
minutes after activation. Thereafter, endocytosis of vWF 
takes p l a c e . I f  this was the case in our study, much of 
the V WF could have been taken up by the endothelial cells 
during the six hours of perfusion and causing the lower 
vWF concentration in the stimulated perfusate. In the 
case of PGIj, a slightly different mechanism may be in 
operation. Stimulated cells in culture rapidly release 
PGI,.”  However, with continuous stimulation, intracellular 
calcium levels decrease and this leads to inhibition of PGI, 
synthesis’”. It is therefore possible that, after six hours of 
stimulation, very little PGI, was synthesized by the cells.

An important finding was the presence of fibrinogen 
in the perfusate of stimulated and unstimulated endothelial 
cells and the fact that the perfusate of stimulated cells 
contained significantly more fibrinogen than the perfusate 
of the unstimulated cells. The source of the fibrinogen is 
not known. We do not know if it is synthesized and 
secreted by endothelial cells or whether there is a receptor 
for fibrinogen on the cell surface.

The results of the thrombin- and factor Vlla/Xa-acti v- 
ity determinations confirmed published results,’ ’̂̂"* which

show that AT III maximally inhibit thrombin and only 
partially inhibit factor Vlla/Xa. TFPI on the other hand, 
had no effect on thrombin activity, but completely blocked 
factor Vlla/Xa activity. The AT III and TFPI in the 
perfusate of both stiinulated and unstimulated aortas were 
functional since both thrombin and factor Vlla/Xaactivity 
were inhibited. From the results, it is reasonable to assume 
that the inhibition of thrombin activity was due to inhibi
tion by AT III. In the case of factor Vlla/Xa activity, we 
propose that the inhibition was mainly due to the actions 
of TFPI.

In conclusion, we have shown that the fiow chamber 
can be used to study the function of fresh endothelial cells. 
The perfusion system did not adversely affect the 
endothelial cells. Various proteins were released by the 
cells. Although there was no marked difference between 
the individual proteins in the perfusate of the stimulated 
and unstimulated cells, wefeelthatahigherconcentration 
of thrombin will cause an increased protein release. We 
could also show that released AT III and TFPI were 
functional. An important finding of this study was the 
presence of fibrinogen in the perfusate. To our knowl
edge, it is the first time that this has been shown.
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