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Zusammenfassung

Endothelzellen sind wesentlicher Bestandteil aller Blutgefiafse und kleiden die gesamte lumina-
le Oberfliche der Gefiafse aus. Eine der Hauptaufgaben ist die Erhaltung der lebenswichtigen
Barrierefunktion des Endothels zur Regulierung des Stoffaustausches zwischen Blut und dem
darunterliegenden Gewebe. Im lebenden Organismus sind die Endothelzellen permanent dem
mechanischen Stimulus der Scherspannung ausgesetzt, welcher durch die Zirkulation des Blutes
erzeugt wird. Von grofser Bedeutung fiir den Erhalt der Integritéit des Endothels sind hierbei Pro-
teine der Zell-Zell-Kontakte, die die Zell-Zell-Adhé&sion und den Transfer intrazelluldrer Signale
regulieren und damit Einfluss auf die Morphologie und Physiologie der Zellschicht haben. Um
die Entwicklung und Differenzierung von Endothelzellen besser zu verstehen, wird im Rahmen
dieser Arbeit untersucht, wie sich eine konfluente Endothelzellschicht in vitro unter Scherspan-
nung iiber einen Zeitraum von vier Tagen verdndert. Hierfiir werden primére Zellen der humanen
Nabelschnur (HUVEC) unter definierter Scherspannung flusskonditioniert. Dadurch kénnen Ver-
dnderungen mehrerer Parameter zu verschiedenen Zeitpunkten mittels Immunfluoreszenzfirbun-
gen und Impedanz-Messungen parallel untersucht werden. Durch quantitative Analysen konnte
die dynamische Modifizierung der Zellmorphologie und die Formierung von drei unterschied-
lichen Zell-Zell-Kontakt Proteinen analysiert und mit den Verdnderungen des physiologischen
Verhaltens der Zellschicht verglichen werden.
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1. Wissenschaftlicher Hintergrund und
Motivation

1.1. Das Endothel

Das Endothel ist ein Zellverbund, der die innere Zellschicht aller Blutgefiffe und des lymphati-
schen Systems ausbildet. Endothelzellen zeigen eine hohe metabolische Aktivitdt und sind bei
vielen physiologischen Prozessen wichtig, wie zum Beispiel die Gewahrleistung der Barrierefunkti-
on zwischen Blut und dem darunterliegenden Gewebe, der Regulation der Permeabilitét fiir einen
kontrollierten Stoffaustausch oder fiir die Immunantwort. Das Endothel zeigt, {iber das gesamte
vaskuldre System betrachtet, eine bemerkenswerte Heterogenitit. Diese zeigt sich im Hinblick
auf Struktur und Funktion, sowie in Zeit und Ort und weist grofse Unterschiede zwischen gesun-
dem und krankem Gewebe auf [1]. Aus Sicht der Forschung ist das Endothel zudem besonders
interessant, da es in fast allen Krankheiten eine Rolle spielt, entweder als primérer Faktor der
Pathophysiologie oder da das Endothel durch die urspriinglichen Krankheiten geschidigt wird
[2]. Sehr hiufige Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems sind zum Beispiel Arteriosklerose,
Hypertonie oder Herzinfarkte. Trotzdem sind im Bereich der vaskuldren Biologie noch immer
viele grundlegende Zusammenhénge nicht komplett verstanden. Um ein besseres Versténdnis fiir
die Entwicklung und Funktion des Endothels zu erhalten, wurde ab der ersten Hilfte des 20.
Jahrhunderts begonnen Versuche an Blutgefafien durchzufiihren. Durch die Elektronenmikrosko-
pie gelang es erstmals die Heterogenitit des Endothels in seiner Struktur und unterschiedlichen
Morphologie nachzuweisen [3].

1922 wurde die erste Studie verdffentlicht, in der der Versuch unternommen wurde Endothelzel-
len in einer Zellkultur zu untersuchen [4]. Das Hauptproblem dabei war vor allem die isolierten
Zellen eindeutig als Endothelzellen zu charakterisieren. Zunéchst wurden weitere in vitro Analy-
sen an kompletten Segmenten von Blutgefifen durchgefiihrt und es erfolgte keine Separation der
verschiedenen Zelltypen. Zur Untersuchung separierter Endothelzellen wurde erstmals von Ma-
ruyama versucht aus menschlichen Nabelschniiren Endothelzellen zu isolieren und zu kultivieren,
es war jedoch keine gesicherte Identifizierung der isolierten Zellen als Endothelzellen méglich [5].
Erst 1973 gelang es Jaffe et al. iiber morphologische und immunologische Untersuchungen zu zei-
gen, dass es sich bei von ihnen ebenfalls aus der Nabelschnur isolierten Zellen um Endothelzellen
und nicht etwa um Fibroblasten oder glatte Muskelzellen handelte [6]. Seit den frithen 1990er
Jahren werden fiir in wvitro Untersuchungen primé&rer humaner Endothelzellen héufig isolierte
Zellen der menschlichen Nabelschnur verwendet. Was hauptséchlich dadurch zu begriinden ist,
da es sich bei Nabelschniiren um leicht zugéngliches Gewebe handelt aus dem sich relativ einfach
Endothelzellen isolieren lassen [7]. Eine Charakterisierung, ob es sich bei der isolierten Zellpopu-
lation um Endothelzellen handelt, erfolgt meist durch einen immunhistochemischen Nachweis des
spezifischen Von-Willebrand-Faktors, welcher in den Weibel-Palade-Korperchen vorliegt [8]. Aus
Griinden der Verfiigbarkeit und der Tatsache, dass diese Zellen in der Wissenschaft sehr hiufig
Verwendung finden, werden auch in dieser Arbeit menschliche Endothelzellen der Nabelschnur
verwendet.
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1.2. Zell-Zell-Kontakte des Endothels

Einen sehr wichtigen Beitrag zur Erhaltung der Funktionalitdt und Integritdt des Endothels lie-
fern die Zell-Zell-Kontakte. Neben der Herstellung der Adhé#sion benachbarter Zellen sind die
Zell-Zell-Kontakt Proteine beteiligt am Transfer intrazelluldrer Signale [9]. Diese Signale regulie-
ren kontaktinduzierte Inhibierung von Zellwachstum, Apoptose, Genexpression oder Gefafsneubil-
dung [10, 11]. Das bedeutet, dass eine Anderung in der Zusammensetzung der Zell-Zell-Kontakte
und ihrer Organisation moglicherweise komplexe Konsequenzen auf die Funktionsfihigkeit des
Endothels hat. Ein genaues Versténdnis dieser Verdnderungen unter verschiedenen Bedingungen
und deren Auswirkungen auf die Funktionalitét der Zell-Zell-Kontakte ist zum Beispiel n6tig um
Ansatzpunkte fiir medizinische Therapien zu entwickeln.

Abbildung 1.1.: Zell-Zell-Kontakte zwischen Endothelzellen [12]. Rot eingekreist sind die Pro-
teine, die im Rahmen dieser Arbeit genauer untersucht werden.

Es gibt im wesentlichen drei Typen von Zellkontakten im Endothel, die wiederum durch un-
terschiedliche Proteine gebildet werden. Die vorkommenden Zellkontakttypen werden Adherens
Junction, Tight Junction und Gap Junction genannt. Alle Typen haben gemein, dass sie aus
Transmembranproteinen gebildet werden. Transmembranproteine benachbarter Zellen des sel-
ben Typs gehen miteinder Bindungen ein, wodurch der eigentliche Zell-Zell-Kontakt entsteht.
Die Unterschiede im strukturelle Aufbau dieser Zell-Zell-Kontakte im Endothel wurde erstmals
1976 von Simionescu et al. beschrieben [13]. Sie konnten zeigen, dass sich im Endothel ebenfalls
spezialisierte Zell-Zell-Kontaktarten vergleichbar mit denen im Epithel ausbilden. Expression und
Organisation dieser Proteinkomplexe zur Ausbildung interzelluldrer Adhésion ist stark abhingig
von der Art des Gefafies und von den jeweiligen Anforderungen des perfundierten Organs [14]. Die
genaue molekulare Komposition der Zell-Zell-Kontakte konnte ab den 1990er Jahren aufgeklért
werden. Verschiedene Proteine bilden die drei genannten Typen der Zell-Zell-Kontakte aus wie in
Abb. 1.1 schematisch gezeigt wird. Die Darstellung zeigt die Transmembranproteine der wichtigs-
ten Zell-Zell-Kontakte zwischen benachbarten Endothelzellen. Die Proteine, die stellvertretend
fiir den jeweiligen Kontakttyp in dieser Arbeit untersucht wurden, sind rot umrandet. Folglich
wurden VE-Cadherin (Adherens Junction), Claudin-5 (Tight Junction) und Connexin43 (Gap
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Junction) analysiert. Die einzelnen Junction Proteine sind oft direkt oder iiber sogenannte ’Scaf-
fold’ Proteine mit Proteinen des Zytoskeletts verbunden. Claudin-5 und VE-Cadherin werden
iiber jeweils fiir den Kontakttyp spezifische Proteinkomplexe mit dem Aktinskelett verbunden
[15, 16]. VE-Cadherin kann dazu auch mit dem Intermediérfilament Vimentin verbunden sein,
dann spricht man allerdings von Complexus Adhernes statt Adherens Junction [17]. Die Verbin-
dung zu Komponenten des Zytoskelett dient nicht nur der Stabilisierung der Zell-Zell-Kontakte
und damit der Zellschicht, sondern auch deren dynamischer Regulierung. Die Assoziation zwi-
schen Zytoskelett und Zell-Zell-Kontakten ist zusétzlich wichtig fiir die Morphologie der Zelle
|18|. Die drei verschiedenen Typen von Zell-Zell-Kontakten {ibernehmen dabei unterschiedliche
Aufgaben.

1.2.1. Adherens Junction

Als Adherens Junctions bezeichnet man einen Zell-Zell-Adhésionskomplex, welcher im Allgemei-
nen aus Cadherinen und Catenine besteht und mit Aktinfilamenten verbunden ist. Im Endothel
wird ubiquitdr das Cadherin-5 exprimiert, weshalb es meist als 'vascular endothelial cadherin’,
abgekiirzt VE-Cadherin, bezeichnet wird. VE-Cadherin ist das am héufigsten vorkommende
Transmembranprotein der Adherens Junction [19]|, weshalb dieses Protein als Marker fiir die
Verdnderung der Adherens Junctions in dieser Arbeit untersucht wird.

Intracellular

Extracellular
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Abbildung 1.2.: Adherens Junction gebildet aus VE-Cadherine [12]

Ein VE-Cadherin Komplex besteht aus drei VE-Cadherin Dimeren. Ein solcher Komplex bildet
eine homophile Bindung mit benachbarten Zellen aus, wodurch die Adherens Junctions entste-
hen (Abb.1.2). Die VE-Cadherine sind dabei iiber die gesamte Fliche des interzelluldren Spalts
zwischen benachbarten Zellen verteilt. Die Stabilitdt dieser Bindung ist dabei stark abhéngig
von Calciumionen Ca?T. Am cytoplasmatischen Teil der VE-Cadherine befinden sich viele Bin-
destellen fiir die Interaktion mit anderen Proteinen [16]. Die meisten dieser Proteine gehoren zur
Catenin Familie, wie p0071, p120 oder a-catenin. Diese Interaktionspartner der VE-Cadherine
iibernehmen entweder Aufgaben der Signaltransduktion oder bilden ein Proteingeriist, das wie-
derum mit dem Aktinskelett verbunden ist. VE-Cadherine werden frith durch interzelluldren
Kontakt ausgebildet. Die Adherens Junction sind mafsgeblich mitverantwortlich fiir die Inte-
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gritdt, da sie eine mechanische Stabilisierung darstellen, und {iber sie wird auch zum Teil die
vaskuldre Permeabilitdt und die Leukozyten Transmigration gesteuert [20].

1.2.2. Tight Junction

Tight Junctions bilden eine weitere mechanische Stabilisierung der Endothelzellschicht, jedoch
zeigen sie eine betrdchtliche Variabilitdt innerhalb des vaskuléren Systems. Dabei ist Claudin-5
das am haufigsten vorkommende Protein der Tight Junction im Endothel [21]. Claudin-5 gehort
zu der Proteinfamilie der Claudine, von der im Menschen 24 Typen bekannt sind. Im Endothel
jedoch kommt mafsgeblich das untersuchte Claudin-5 vor [22].

Charged amino acids

Cytoplasm

:‘%
@)
L

PDZ-binding motif

Abbildung 1.3.: Schematischer Aufbau eines Claudin Proteins [23].

Claudin-5 ist wie VE-Cadherin iiber den kompletten interzelluldren Spalt verteilt aber es liegt im
Gegensatz zum Epithel keine apikale Ausrichtung vor. Im Vergleich zu den Adherens Junctions ist
jedoch der interzelluldre Spalt zwischen Tight Junction enger. Daher treten Tight Junction Pro-
teine gehduft im mikrovaskuldren Bereich der Blut-Hirn-Schranke auf um die Barrierefunktion zu
erhohen [24]. Es handelt sich bei Claudin-5 um ein Protein mit vier transmembranen Doménen,
durch die zwei extrazelluldre Schleifen ausgebildet werden und zeichnet sich durch ein Protein-
gewicht von rund 23 kDa aus. Die extrazelluldren Schleifen wirken Ionenselektiv, da sie geladene
Aminosduren enthalten. Dadurch ist die Regulierung von Fliissigkeiten und dem lIonenfluss iiber
die Endothelzellschicht moglich. Vergleichbar mit dem VE-Cadherin weist Claudin-5 Bindestellen
fiir andere Proteine auf (Abb. 1.3). Am C-Terminus des Proteins befindet sich zum Beispiel eine
sogenannte PDZ-Doméne, an welche zahlreiche Scaffold-Proteine binden kénnen. PDZ-Doménen
binden an spezifische kurze Aminosiuresequenzen, die sich in verschiedenen Proteinen wieder-
finden. Benannt ist diese spezifische Region nach den Proteinen, in denen sie gefunden wurde,
wie beispielsweise Zona occludens-1, ein hdufig an Claudin-5 und andere Tight Junction Proteine
bindendes Protein [9].

1.2.3. Gap Junction

Die Gap Junctions bilden Kanéle zwischen benachbarten Zellen aus. Diese Kanéle bestehen aus
Proteinen der Connexin Familie und erlauben direkten interzelluliren Signal- und Stoffaustausch
zwischen verbundenen Endothelzellen. Durch Diffusion ist ein Austausch von verschiedenen Stof-
fen, wie zum Beispiel Metaboliten oder lonen, bis zu einem molekular Gewicht von 1kDa moglich
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[25]. In Abb. 1.4 B ist der Aufbau der Gap Junction gezeigt. Eine Gap Junction besteht aus zwei
transmembranen Halbkanélen, Connexone genannt, von benachbarten Zellen. Ein Connexon ist
hierbei aus sechs Untereinheiten aufgebaut und kann in der Plasmamembran im geschlossenen
oder gedffneten Zustand vorliegen. Ein Connexon kann neben der Bildung einer Gap Junction
auch als Halbkanal fungieren und Diffusion zwischen dem Cytoplasma und dem extrazelluldren
Raum ermoglichen. Die Untereinheiten werden aus Proteinen der Connexin Familie gebildet.
Beim Menschen sind 21 Mitglieder dieser Proteinfamilie bekannt. In HUVEC treten folgende
Connexine Cx auf: Cx37, Cx40, Cx43 (Die Zahl gibt die theoretische molekulare Masse in kDa
an) |26]. Diese drei Connexin Isoformen treten auch hauptsichlich im Endothel anderer Geféfe
auf [27].

Ein Connexin ist aus vier, die Plasmamembran durchspannenden, Domé&nen aufgebaut. Es bil-
den sich dadurch zwei extrazelluldre Schleifen aus, die jeweils drei stark konservierte Cysteine
aufweisen und durch Bildung von Disulfidbriicken benachbarter Connexone das Anlagern ge-
geniiberliegender Halbkanéle stabilisieren [28]. Auf cytoplasmatischer Seite liegen der N- und
C-Terminus des Connexin sowie eine intrazelluldre Schleife zwischen der zweiten und dritten
Transmembrandoméne vor (Abb.1.4 A). Bei der Bildung von Kanélen und Connexonen sind
verschiedene Kombinationen von Connexin Isoformen moglich [29]. Diese Heterogenitit konnte
zu einer grofen Vielfalt an regulatorischen Mdglichkeiten fiihren.

Cytoplasmsc

Extracellular

Abbildung 1.4.: A Topologisches Modell eines Connexins. Die Zylinder M1-M4 zeigen die
Transmembrandoménen. Die extrazelluldren Schlaufen E1 und E2 enthalten je 3 stark kon-
servierte Cysteine. B Schematischer Aufbau der Gap Junction aus gegeniiberliegenden Conne-
xonen (Halbkanile in der Plasmamembran einer Zelle). Jedes Connexon ist aus sechs Unter-
einheiten, den Connexinen aufgebaut. [28]

In dieser Arbeit wird das Protein Connexin43 iiber einen entsprechend spezifischen Antikorper
als Vertreter der Gap Junction Proteine untersucht. Cx43 wurde ausgewahlt, da gezeigt werden
konnte, dass dieses Protein in wivo unter mechanischen Stress besonders stark moduliert wird
[27]. Auch in wvitro gibt es eine klare Evidenz, dass Cx43 empfindlich auf Verédnderungen von
physikalischen Reizen reagiert [30].

1.3. Flusskultivierung

Unter Einbeziehung der Umgebung ist das Endothel im lebendem Organismus stets dem Fluss
von Blut oder Lymphe ausgesetzt. Dadurch wirkt an der luminalen Oberfliche der Zellen per-
manent eine Scherspannung (im Englischen: Shear Stress). Der Einfluss der Scherspannung ist
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bereits rein optisch sichtbar wie Abb. 1.5 verdeutlicht. Im Bild A sind flusskultivierte Endothel-
zellen gezeigt, deren Zellrinder durch Immunfluoreszenzfarbung der VE-Cadherine (griin) gut
erkennbar sind. Die Ausrichtung der Zellen in Richtung des Flusses (weifter Pfeil) ist offensicht-
lich, wohingegen statisch kultivierte Endothelzellen B diese Charakteristik nicht aufweisen. Die
Scherspannung entsteht durch die iiber die Zellen stromende Fliissigkeit und ist zu verstehen
als die Kraft, welche an der Oberfliche der Blutgefifie in Richtung des Blutflusses wirkt. Die
Konversion dieses mechanischen Reizes in biochemische Reaktionen wird als Mechanotransduk-
tion bezeichnet und ist im Endothel wichtig fiir Organisation, Wachstum, und Funktionalitit des
lebenden Gewebes [31]. Durch die Deformation des Endothels wird diese mechanische Stérung
iiber das Zytoskelett an verschiedene Stellen iibertragen. So hat die Scherspannung Finfluss auf
die Zell-Matrix-Adhé#sionskomplexe, Zell-Zell-Kontakte und die Zellkernmembran [32]. Es wer-
den auch nachweisbar viele physiologische und pathophysiologische Aspekte des vaskuldren Sys-
tems reguliert, da dieser physikalische Stimulus zum Beispiel zur Abgabe von Stickstoffmonoxid,
Wachstumsfaktoren oder anderen Molekiilen fithrt [33, 34]. Scherspannung ist unter anderem
einbezogen in die Entwicklung von phénotypischen Veranderungen des Endothels, die zu krank-
haften Verdnderungen fithren kann und zum Beispiel Atherosklerose verursacht [35]. Dabei spielt
es nicht nur eine Rolle, ob Scherspannung vorliegt, sondern auch in welcher Stérke und wie sich
das Flussprofil durch die Geometrie des Blutgefifies verdndert.

Abbildung 1.5.: Vergleich von flusskultivierten (Pfeil gibt Flussrichtung des Zellkulturmedi-
ums an) und statisch kultivierten Endothelzellen in vitro. In Blau sind die Zellkerne dargestellt;
Griin gibt die Flidche der Zell-Zell-Kontakte der Endothelzellschicht wieder (Immunfluoreszenz-
fairbung der VE-Cadherine).

Im Blutgeféf lasst sich die vorliegende Scherspannung t in guter Naherung nach Gleichung 1.1
berechnen [36]. Die Scherspannung ist also direkt proportional zur Flussrate ® des Bluts und
indirekt proportional zum Radius r des Blutgeféf unter Beriicksichtigung der Viskositét n der
Fliissigkeit.

4xn
T=—xd (1.1)

r

Um Endothelzellen unter Fluss kultivieren zu konnen, muss folglich ein System mit standar-
disierten Bedingungen geschaffen werden, in welchem Flussrate, Geometrie und Viskositét des
Zellkulturmediums bekannt sind. Ansonsten ist es nicht mdglich die Scherspannung definiert
einzustellen um unabhingig durchgefiihrte Experimente in vitro mit der Situation in vivo zu
vergleichen. Fiir die Einstellung einer definierten Scherspannung an der Zelloberfliche werden
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entweder Flusskammern beziehungsweise Microslides oder Scherrheometer verwendet [37]|. Die
verschiedenen entwickelten Systeme zur Untersuchung von Zellen unter Fluss und dass die Viel-
zahl an zelluldren Prozessen auf die Scherspannung einen Einfluss hat machen deutlich, dass man
diesen physikalischen Stimulus unbedingt beriicksichtigen muss in der weiteren Erforschung des
Endothels mittels in vitro Experimenten.

1.4. Fragestellung

Seit Jahrzehnten wird an isolierten Endothelzellen geforscht um die Funktionsweise und beson-
ders um die krankheitsbedingten Verdnderungen des Endothels zu verstehen. Um die Situation
des Endothels in lebenden Organismen besser nachahmen zu kénnen, werden die Endothelzel-
len immer hiufiger unter Fluss kultiviert, damit die Zellen dem natiirlichen physikalischen Reiz
der Scherspannung ausgesetzt sind. Jedoch wurde in den meisten in vitro Studien nur ein Zeit-
raum von einem bis maximal zwei Tagen untersucht. Es kann dabei jedoch nicht gewahrleistet
werden, dass die dabei untersuchte Endothelschicht bereits vergleichbar entwickelt ist wie das
Endothel in einem intakten Blutgefdfs. Das Verhalten von priméren Endothelzellen im Fall von
Langzeitexperimenten ist nur unzureichend erforscht. Ziel dieser Arbeit ist das Langzeitverhalten
flusskonditionierter menschlicher Endothelzellen zu analysieren und die Verénderung verschiede-
ner Aspekte miteinander zu vergleichen. Dabei sollen folgende Fragen untersucht werden:

1. Welche morphologischen Unterschiede zeigen sich zwischen flusskultivierten und statischen
Zellen iiber einen Zeitraum von vier Tagen?

2. Wie stark ist der Einfluss der Scherspannung auf die Ausbildung und Differenzierung von
Proteinen der Zell-Zell-Kontakte? Lassen sich insbesondere Tight Junction durch Scher-
spannung vermehrt ausbilden?

3. Welchen Einfluss haben die Verdnderungen der Zell-Zell-Kontakte auf das physiologische
Verhalten einer konfluenten Endothelzellschicht?

Um diese Fragen zu kléren, wurden verschiedene experimentelle Methoden etabliert, mit denen
es moglich ist Endothelzellen unter Fluss zu kultivieren und zu verschiedenen Zeitpunkten Ver-
anderungen der Morphologie, der Zell-Zell-Kontakte und der Physiologie zu untersuchen. Ziel ist
es die Endothelzellen in Kultur unter vergleichbaren Bedingungen wie in lebenden Organismen
zu analysieren.
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Das in dieser Arbeit entwickelte Verfahren zur Untersuchung der Verdnderungen von Morphologie
und Zell-Zell-Kontakte von Endothelzellen {iber einen Zeitraum von vier Tagen wird nachfolgend
unter Beriicksichtigung aller angewendeten Techniken beschrieben. Es lassen sich morphologi-
sche Parameter wie Zellorientierung oder Zellfliche mit Verédnderung auf Proteinebene korrelie-
ren und zu definierten Zeitpunkten untersuchen. Nachfolgend werden die verwendeten Methoden
dieser Arbeit erldutert und die dabei benotigten Materialien genannt. Tabellen aller Materialien,
Reagenzien, Geréte und der verwendeten Computerprogramme sind unter Anhang A zu finden.
Stichpunkt-Protokolle einiger Methoden und Programmkodes, die fiir die Datenauswertung ge-
schrieben wurden, sind auf dem beigelegten Datentréger zu finden. Alle Versuche mit lebenden
Zellen wurden unter der Sterilbank durchgefithrt um Verfélschung der Ergebnisse durch Konta-
minationen mit Bakterien zu vermeiden.

Flusskultivierung: 1 Pumpe 10dyn/cm? 1 Pumpe Kontrolle max. 0,8dyn/cm?

Aufnahmen flr Zeitrafferfilme

Fixierung fir Immunfluoreszenz 6x2 Kanale: Morphologie/Junction Proteine

Impedanz Messung bis zu 210h (8,5 Tage)

HH i : i H—
Oh3h 24h 48h 72h 96h
-2h
Einsaat

Abbildung 2.1.: Uberblick iiber zeitlichen Verlauf und Aufbau der durchgefiihrten
Experimente.

Der generelle Ablauf der durchgefiihrten Experimente ist in Abb. 2.1 skizziert. Alle Experimente
wurden mit priméren Endothelzellen der Nabelschnur durchgefiihrt. Diese wurden unter zwei
verschiedenen Bedingungen kultiviert um Veranderungen iiber die Zeit zwischen diesen Bedin-
gungen vergleichen zu konnen. Die Flusskultivierung wurde bei einer Scherspannung von 10 jgj;
und unidirektionalen laminaren Fluss durchgefiihrt. Die gewé#hlte Scherspannung liegt damit
im physiologischen Bereich von arteriellen Gefiaften. Die Kontrollbedingung wurde unter quasi
statischen Bedingungen realisiert. Fiir die Versorgung der Zellen wurde alle fiinf Stunden ein
schwacher Fluss erzeugt, durch welchen maximal eine Scherspannung von 0,8 ng; generiert wur-
de. Die Daten werden in der Regel iiber einen Zeitraum von vier Tagen (96 h) aufgenommen.
Beginn der Messung ist je zwei Stunden nach Aussaat der Zellen. Ein Experiment besteht dabei
aus je sechs Kanilen mit Zellen pro Bedingung, die zu den sechs angegebenen Zeitpunkten fixiert
werden, um mittels Immunfluoreszenzfarbungen die Morphologie und die Zell-Zell-Kontakte zu
untersuchen. Fiir eine genauere Untersuchung der Morphologie wurden ebenfalls Zeitrafferauf-
nahmen im Abstand von 10min aufgenommen. Fiir die physiologische Analyse der Zellschicht

wurden Impedanz Messungen durchgefiihrt. Fiir diese Messungen wurden die Daten langer als
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die iiblichen vier Tage aufgenommen.

2.1. Kultivierung HUVEC

Alle Experimente dieser Arbeit, die zur Datenerhebung verwendet wurden, sind mit priméren
Zellen aus der menschlichen Nabelschnur durchgefithrt worden. Die sogenannten 'Human um-
bilical vein endothelial cells’ kurz HUVEC wurden von der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Dr.
Zahler (Lehrstuhl fiir pharmazeutische Biologie, LMU Miinchen), wie bereits beschrieben, iso-
liert [38] und in Passage 2 zur Verfiigung gestellt. Die Phasenkontrastaufnahme in Abb. 2.2 zeigt
HUVEC in Kultur. Fiir alle Versuche wurden lediglich Zellen in Passage 3 oder 4 verwendet. Vor
dem Passagieren von Zellen wurde eine Zellkulturflasche mit Collagen G-Lsung beschichtet. Die
Losung des Herstellers wird in PBS auf eine Konzentration von 10 % verdiinnt und fiir eine
Stunde bei 37°C inkubiert. Die Zellen wurden unter Standardbedingungen bei 37°C, 5% COq
und 90% Luftfeuchtigkeit im Brutschrank kultiviert. Alle wichtigen Angaben zur Kultivierung
der HUVEC sind in Tab. 2.1 aufgefiihrt.

Abbildung 2.2.: Phasenkontrastaufnahme HUVEC Passage 2 in Zellkulturflasche (EVOS 4x
Objektiv NA 0,13 )

Tabelle 2.1.: Verwendetes Material zur Kultivierung primérer Endothelzellen der Nabelschnur
(HUVECQC).

Medium Endothelial Cell Growth Medium ECGM
Zusatz Supplement Mix (enthélt 2% FCS)
Antibiotika 1% Penicillin - Streptomycin

Ablosen Accutase

Flasche 25 cm? oder 75 cm?

Beschichtung | Collagen G Losung in PBS mit 10 t%

2.2. Vorbereitung Flusskultivierung

2.2.1. Scherspannung

Wie bereits in der Einleitung erwéhnt, ist der entscheidende physikalische Reiz auf flusskulti-
vierte Zellen nicht die Flussrate, der iiber die Zellen stromenden Fliissigkeit, sondern die dabei
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entstehende Scherspannung an der Oberflache der Zellen. Die Scherspannung oder auch Schub-
spannung gibt an, welche Kraft pro Fliche auf die Zellschicht wirkt. Die Schubspannung t ergibt
sich allgemein aus dem Verhiltnis der Scherkraft F, die auf die Fliche A wirkt. Damit hat die

Schubspannung die Dimension eines Drucks (SI-Einheit: Pascal bzw. %)

Die resultierende Scherspannung in den verwendeten Kanalslides wird nach einer Publikation
von Corish fiir einen Fluss in einem Kanal mit rechteckiger Querschnittfliche berechnet [39]. Auf
Grundlage dieses Modells wurde die Scherspannung, die am Boden des Kanals anliegt, bestimmt
[40]. Da die Zellen am Kanalboden adhérieren, ist die dort vorliegende Scherspannung von Inter-

esse. Im Rahmen dieser Arbeit wird die Scherspannung t in der Einheit 3131'12 angegeben, wobei

1dyn 10N entspricht. Die Scherspannung ist dabei abhiingig von der Viskositit 7 [Cg;lf], der
Geometrie des Kanals (Hohe und Breite) und der Flussrate ® [n%] Hohe und Breite des Kanals
werden durch die Wahl des verwendeten p-Slides festgelegt. Die Viskositédt wird experimentell
bestimmt, siehe Kap.2.2.4. Die Flussrate ist abhéngig von dem durch die Pumpe generierten

Druck und wird iiber eine Software eingestellt wie unter Kap. 2.3 beschrieben wird.

Abb. 2.3 zeigt in Orange den Bereich am Kanalboden eines p-Slide, in dem die Scherspannung
homogen ist. Bei den spéiteren Mikroskopieaufnahmen muss darauf geachtet werden in diesem
Bereich zu arbeiten.

Beobachtungsbereich

Abbildung 2.3.: Beobachtungsbereich des p-Slide I Luer mit homogen Bereich der Scherspan-
nung [40].

2.2.2. Kanalslides

Fiir die Datenerhebung dieser Arbeit wurden p-Slide 194 Luer mit Collagen IV Beschichtung
verwendet. Dieser Kanalslide weist folgende Spezifikationen auf: Volumen 100 pl, Héhe 0,4 mm,
Breite 5mm, Linge 50 mm, Bodenfliche 2,5 cm?2. Um Ausschliefen zu kénnen, dass Schwankun-
gen der Messergebinsse durch qualitativ unterschiedliche Collagen Beschichtungen oder andere
mogliche Fehlerquellen der Kanile zustande kommen, wurden nur Kanéle einer Produktionschar-
ge verwendet und alle mit der selben Beschichtungslésung behandelt. Die Beschichtungslosung
bestand aus einer 40 L& Collagen IV Losung in 0,05 M Salzsdure. Jeder Kanal wurde mit 100 pl
dieser Beschichtungslosung gefiillt und fiir 45 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wur-
den die Kanéle getrocknet, einzeln verpackt und zur Sterilisation durch EO-Begasung gegeben.
Einzelne Luer-Kanéle dieser Charge wurden stichprobenartig vor Verwendung in den iiblichen
Funktionskontrollen getestet und danach zur Verwendung freigegeben.

2.2.3. Aufbau Pumpe

Die Versuchsanordnung mit dem dazugehorigen Anschluss der Pumpe ist im linken Bild der
Abb. 2.4 schematisch dargestellt. Die Pumpe und ein Computer werden neben dem Inkubator

11



Kapitel 2 Material und Methoden

aufgebaut, jeweils ans Stromnetz angeschlossen und iiber ein USB-Kabel verbunden. Die Luft-
schlduche und das Elektrikkabel werden an der Riickwand des Inkubators durchgezogen und eine
sogenannte ,Fluidic Unit“ in den Brutschrank gestellt. Die Fluidic Unit enthélt zwei Ventile um
einen unidirektionalen Fluss in den {iber das Perfusionsset angeschlossenen Kanal zu generieren.
Das Prinzip der Ventilschaltungen ist im rechten Teil der Abb. 2.4 gezeigt. Die Fluidic Unit wird
mit der Pumpe durch den Luftschlauch und ein Elektrikkabel zur Steuerung der Ventilschaltung
verbunden. Der Luftschlauch, der zur Trocknungsflasche fiihrt, hingt frei im Inkubator, durch
den die 5 % COs-haltige Umgebungsluft mittels der Pumpe eingezogen wird. Die Trocknungsfla-
sche wird benotigt um Korrosionsschiden durch die feuchte Inkubatorluft am Pumpengeh&use
zu vermeiden. Mittels der Software PumpControl wird iiber den Computer der von der Pumpe
zu generierende Druck gesteuert und die Schaltzeiten der Ventile der Fluidic Unit festgelegt. In
der Software konnen alle relevanten Parameter, wie Viskositdt oder die gewiinschte Scherspan-
nung (Shear Stress) eingestellt werden. Der Aufbau der Software wird in Kap.2.3 im Rahmen
der Kalibrierung des Perfusionssystems ndher erlautert.

Abbildung 2.4.: Links: Schematischer Versuchsaufbau. Die Richtung des Luftstroms ist durch
die Pfeile gekennzeichnet. Rechts: Schaltung der zwei Ventile (V1,V2) in einer Fluidic Unit um
im p-Slide unidirektionalen Fluss durch positiven Druck zu erzeugen. Beide Graphiken sind
der Anleitung fiir das ibidi Pump System entnommen [41].

2.2.4. Viskositatsmessung

Die Viskositét n des verwendeten Zellkulturmediums wurde bestimmt um die resultierende Scher-
spannung T, die in den Kanélen mit den eingeséten Zellen entsteht, berechnen zu koénnen.

Die Viskositit des verwendeten Zellkulturmediums wurde mit einem Rollviskosimeter ermittelt.
Das Messprinzip beruht darauf die Rollzeit einer Stahlkugel mit bekannter Dichte und Durchmes-
ser in einer Kapillare von definierten Innendurchmesser und Volumen unter einem vorgegebenen
Winkel o zu bestimmen [42|. Hierfiir wird eine Kapillare aus Glas mit einem Innendurchmesser
von 1,6 mm und einem Volumen von 400 pl verwendet. Diese Kapillare ist geeignet um Vikositéiten
im Bereich von 0,3-10 mPa.s zu messen. In die Kapillare wird eine Stahlkugel mit Innendurch-
messer von 1,5mm und einer Dichte von px=7,85 Cris gegeben und die Kapillare mit der zu
vermessenden Fliissigkeit befiillt.

Fiir die Bestimmung der Viskositit verschiedener Fliissigkeiten muss zu Beginn der Kalibrie-
rungsfaktor K (o) bestimmt werden. Dies geschieht, in dem man destilliertes Wasser in die Ka-
pillare fiillt und bei einer Temperatur von 37 °C vermisst um das System zu kalibrieren. Eine
Temperatur von 37 °C wird gewéhlt, da alle Experimente dieser Arbeit, bei denen die Viskositét
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von Fliissigkeiten von Bedeutung ist, bei 37°C ausgefithrt werden. Fiir die Messung muss im
Programm des Geréts der Winkel a, die Dichte von Wasser bei 37°C pw=0,9332 % und die
Viskositdt von Wasser bei 37°C nyw=0,6915 mPa.s angegeben werden. Die Dichte- und Viskosi-
tatswerte sind einem physikalischen Tabellenwerk entnommen [43]. Die Berechnung von K (o)
erfolgt nach 2.1, wobei t; die Rollzeit der Kugel in der Kapillare ist. Diese Zeit wird vom Gerét

gemessen.

nmw

Ki(a) = t1* (P — pw)

(2.1)

Der berechnete Kalibrierungsfaktor ist ein gemittelter Wert aus zehn Wiederholungen der Mes-
sung bei a=30°. Die Berechnung der Viskositdt n anderer Fliissigkeiten erfolgt {iber eine Um-
stellung obiger Formel unter der Annahme, dass die Dichte p der gemessenen Fliissigkeiten sich
nicht unterscheiden von pyy.

n=Ki(a) x (px — pw) * 1 (2.2)

Fiir jede gemessene Fliissigkeit errechnet sich die Viskositdt aus dem Mittelwert der vierfach
gemessenen Rollzeiten der Stahlkugel. Auf der Anzeige des Gerdts wird zu jeder Messung die
Viskositédt in mPa.s ausgegeben und dem dazugehéorige Variationskoeffizienten VarCo eine Nor-
mierung der Varianz angegeben als VarCo in Prozent.

2.3. Kalibrierung des Perfusionssystems

Fiir alle Versuche, aufser den Time Lapse Aufnahmen, wurden die Perfusionssets des Typs Rot
verwendet. Diese zeichnen sich durch einen Schlauchinnendurchmesser von 1,6 mm, einer Linge
von 15cm und zwei 10 ml Reservoiren aus. Unter der Sterilbank wurden das erwédrmte Medium,
die bendétigten Perfusionssets und Fluidic Units bereitgestellt. Zellkulturmedium und Perfusi-
onssets wurden iiber Nacht im Brutschrank entgast. Die Perfusionssets wurden in die Fluidic
Unit eingehéngt, eine bebilderte Beschreibung dieses Vorganges findet sich in der Applicati-
on Note 13 der Firma ibidi [44]. Jedes Perfusionsset wurde mit 12,5ml Medium befiillt (beide
Spritzenreservoire miissen bis zur 5ml Markierung befiillt sein) und danach in den Inkubator,
in dem das Experiment stattfand, gestellt. Nachdem alle benétigten Einheiten in denlnkubator
gestellt wurden, sind diese an die jeweilige Fluss- oder Kontrollpumpe angeschlossen worden.
Die Kalibrierung war fiir alle Systeme einheitlich unabhéngig davon welche Systeme spéter unter
Kontroll- oder Flussbedingungen verwendet wurden.

Vor der Kalibrierung musste zuerst mittels manueller Druckgabe die Fliissigkeit in beiden Sprit-
zenreservoiren auf die Markierung von 5ml eingestellt werden, damit die Fliissigkeitsniveaus in
beiden Reservoiren auf selber Hohe waren. In diesem Zustand wurde nun das automatisierte Pro-
gramm der Software PumpControl verwendet. Folgende Parameter wurden bei jeder Kalibrierung
eingestellt: rotes Perfusionsset (Innendurchmesser 1,6 mm), ohne Slide, Viskositét n=0,007 dgsllf
(Wert der Viskositatsmessung), Kalibrierungsfaktor KF=1, Druck 40 mbar. Aus diesen Anga-
ben berechnet das Programm fiir die gegebenen Einstellungen eine Flussrate von 29,85 n% Eine
Softwareiibersicht ist in Abb.2.5 zu sehen. Es wurden fiir die Kalibrierung die Zeitdauer der
Volumenénderung von 2ml (Volumenénderung von der 4 ml Markierung der Spritze auf die 6 ml
Markierung) mit einer Stoppuhr bestimmt. Auf diese Weise wurde die tatséchliche Flussrate aus
einer Mittlung von zehn Messungen pro Perfusionsset bestimmt. Aus dem Verhéltnis der vorge-

gebenen Flussrate zur gemessenen Flussrate berechnet sich der vorliegende Kalibrierungsfaktor
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des Sets. Der Kalibrierungsfaktor wurde im Computerprogramm unter Angabe der genannten
Flussraten berechnet. Dadurch erzeugt die Pumpe den tatsdchlich notwendigen Druck um die
gewiinschte Flussrate zu generieren. Die Kalibrierung war vor allem wegen der Toleranzen des
Schlauchmaterials der Perfusionssets notig.

Program  Tutorial Options 7

Automatic Control Automatic Control

Given flow rate WELCOME - i H WELCOME .
100 | rmlfmin previous calibration factor | 1.000 ’ n = ’ .
current calibration factor 1.000 N N
Measured flow rate Displayed cycle 1 of 1 Displayed cycle 1 of 1
100 | ml/min. resulting calibration factor | 1.000
etup Flow Parameters Advanced Fluidic Unit Setup Flow Parameters Advanced
Reset Update Cancel
Pressure |40.0 | [mbar] Shear stress | Not available! |[dyn/cm’]
Euzon set selection Slide selection
Valves Overview Pressure Diagram 15¢m, 1D 1.6mm (red) - without any slide - Flow rate | 27.85 | [ml/min] ~ Shearrate | Notavailable! |[1/5]
Valve state Switching all valves Viscosity . Current calibration factor Cyele duration 00:00:01:00 infinite
B & F 0007 | [(dyn®s)/em’] 1.00
Switching times P Pz P4
e 9 :E:.: Apply new settings] " 2FPied I unidirectional| 1200 | [s] 1
factor.. applied
‘o @ :%:.: policd &9 oscillating  [050 | [s] O0Ooo
: ——
- J invert pressure Nert cycle | invert pressure Next cycle |
-0+ @ o A o
‘) ——ia—
SRR ithoutanyslide  Sta 15:23:50/12.09.2014 R withoutanyslide St 15:23:50/12.09.2014
Viscosity 0007 Calibr. factor 100 End |15:23:50/18.09.2015 Viscosity | 0.007  Calibr, factor 100 End |15:23:50/18.09.2015
7h
ibidi

Abbildung 2.5.: Ubersicht Software-Einstellung von PumpControl zur Kalibrierung des roten
Perfusionssystems. Gezeigt sind die Register fiir die Eingabe der Materialparameter und das
Register fiir die Flussparameter. Das zusédtzlich gezeigte Fenster fiir die Kalibrierung offnet
sich tiber das ’Recalibration factor’-Feld (schwarz umrandet).

2.4. Flusskultivierung

Fiir einen Versuch von 4 Tagen Dauer wurden zwolf Kanile benétigt, sechs fiir die Kultivierung
unter Fluss mit einer Scherspannung von t=10 dyn

oz und sechs Kanile fiir die Kontrollbedingung.
Waren ausreichend Zellen vorhanden, konnten auch zwei Experimente parallel gestartet werden.
Dies war moglich indem je zwei Fluidic Units pro Pumpe angeschlossen wurden

2.4.1. Einsaat der Zellen

Die HUVEC wurden mittels Accutase aus der Flasche abgelost und die dabei entstehende Zell-
suspension zur Einsaat in die Kanile verwendet. Eine Zellkonzentration von 2*¥106 Zelen wyrde
fiir alle Versuche hergestellt. Dadurch ergab sich eine Einsaatdichte von 8*10* % Die zwolf
Kanile eines Experiments wurden nun nacheinander mit je 100 ul Zellsuspension befiillt. Abb. 2.6
A zeigt eine Phasenkontrastaufnahme frisch eingeséter Zellen in einem Kanal. Bei dem Befiillen
der Kanéle diirfen keine Luftblasen entstehen, da diese spater durch die Flusskultivierung Sché-
den an der Zellschicht verursachen kénnen. Die Kanile mit den eingeséten Zellen wurden dann
fiir ungefdhr eine Stunde zuriick in den Brutschrank gestellt. Nach dieser Zeit sollten die HU-
VEC zum grofien Teil adhdrent sein und die Reservoire jedes Kanals wurden mit 120 pl Medium
aufgefiillt um ein Eintrocknen der Kanile zu verhindern. Zwei Stunden nach Einsaat wurden
die Kanile an die jeweiligen Perfusionssets angeschlossen. In Abb.2.6 B ist zu sehen, dass die
meisten Zellen nach diesem Zeitraum adhédrent waren und sich eine weitestgehend geschlossene
Zellschicht gebildet hat.
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Abbildung 2.6.: HUVEC in p-Slide 1°4 Luer mit Collagen IV Beschichtung direkt nach befiillen
der Kanile mit der Zellsuspension (A) und zwei Stunden danach (B).

2.4.2. Anschluss der Slides

Jeweils fiinf Kanalslides werden an ein Perfusionsset angeschlossen. Der sechste Kanal wird so-
fort nach Anschluss der anderen Kanéle fixiert und verbleibt bis zur Fixierung im Inkubator.
Fiir den Anschluss der Kanéle wird eine kalibrierte Einheit aus Fluidic Unit und Perfusionsset
aus dem Inkubator entnommen und unter die Sterilbank gestellt, sowie vier serielle Verbinder
und frisches Zellkulturmedium. Eine bebilderte Anleitung zum hintereinander Schalten von 2
Kanélen ist in der Application Note 25 der Firma ibidi beschrieben [45]. Das Anschlieften von
fiinf Kanélen erfolgt analog zum Verfahren von Zwei. Es muss jedoch besonders darauf geachtet
werden keine Luftblasen beim Anschluss der Slides zu produzieren, da durch diese beim Start
des Flusses Schiden an den adhirierten Zellen zu erwarten sind. Erfolgte der Einbau des Per-
fusionsset nach Anleitung, befindet sich die rote Markierung des 15cm Schlauchstiicks rechts
und der laminare Fluss erfolgt in diese Richtung. Auf alle Slides werden Pfeile in die spétere
Flussrichtung angebracht um die Richtung nach Ausbau der Kanéle nachvollziehen zu kénnen.
Der Vorgang muss moglichst ziigig ablaufen, da durch das Abkiihlen die Gefahr besteht, dass
sich die HUVEC zum Teil wieder ablosen. Die Fluidic Unit wird zuriick in den Inkubator gestellt
und an die Pumpe angeschlossen. Jede weitere Einheit wird gleich behandelt um je fiinf Slides
anzuschliefsen. Sind alle Einheiten im Inkubator angeschlossen, kann der Fluss gestartet werden.
Ab diesem Zeitpunkt werden die Kanéle unter Fluss- oder Kontrollbedingungen unterschiedlich
kultiviert.

In Abb.2.7 ist der Aufbau von zwei Experimenten im Inkubator gezeigt und die genannte
Schlauchmarkierung ist an dem rechten Perfusionsset hervorgehoben. Die Zahlen auf den Ven-
tilkopfen geben an, welche Einheiten zum ersten oder zum zweiten Experiment gehoéren. Die
beiden linken Einheiten sind an die Pumpe angeschlossen, welche eine Scherspannung von 10 S—I}I'l%
generiert. An die rechten Einheiten sind die Kanéle zur Kultivierung unter Kontrollbedingungen

angeschlossen.

2.4.3. Flusskonditionierung

Die Zellen unter Flussbedingungen wurden unter einer Schubspannung von 10 gﬂ% kultiviert. Das
Programm, dass die Pumpe hierfiir steuert, muss in einigen Parametern umgestellt werden. Es
muss von keinem Slide auf p-SlideI %4 Slides umgestellt werden und es werden im Fenster fiir die
Schubspannung 10 S—I’I'l% angegeben. Zudem wird der Kalibrierungsfaktor aus Erfahrungswerten
auf 2 gestellt. Dies ist notig, da das Computerprogramm nur von einem Kanal am System aus-
geht und den erhohten Fliefwiderstand durch weitere vier Slides nicht berechnet. Nun kann der
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Abbildung 2.7.: Aufbau von zwei parallel ablaufenden Experimenten zur Flusskultivierung von
HUVEC im Inkubator. Die Kanile der beiden linken Einheiten werden unter laminaren Fluss
bei 10 jgf; kultiviert. Die Einheiten auf der rechten Seite dienen der Kultivierung fiir die Zel-
len der Kontrollgruppe. Die Zahlen auf den Ventilkdpfen der Fludic Units geben an zu wel-
chem Experiment die Einheit gehort. Das rote Quadrat umrandet die Markierung des 15 cm

Schlauchstiicks.

Fluss gestartet werden. Um sicherzustellen, dass unabhéngige Experimente unter den gleichen
Bedingungen ablaufen, muss nun das System erneut kalibriert werden wie unter Kap. 2.3 beschrie-
ben. Die Kalibrierung muss zudem nach jedem Ausbau eines Kanals erneut erfolgen, wobei jede
weitere Kalibrierung vom voreingestellten Kalibrierungsfaktor ausgeht. Sind die Kalibrierungen
sauber erfolgt, ist der Kalibrierungsfaktor mit einem Kanal gleich dem Kalibrierungsfaktor der
vorherigen Kalibrierung.

Fiir die Kultivierung unter Kontrollbedingungen ist eine extrige Programmerweiterung fiir Pump-
Control geschrieben worden. Diese ermdoglicht fiir ein bestimmtes Zeitintervall einen geringen
Fluss anzustellen um das Medium iiber den Zellen auszutauschen und beendet die Druckgabe
fiir eine definierte Pausenldnge. Der Medienwechsel erfolgte fiir acht Minuten und die Pause
dazwischen betrug fiinf Stunden. Eine komplett statische Kultivierung innerhalb der Kanéle ist
iiber den Zeitraum von vier Tagen nicht moglich, da die Zellen dadurch unter zunehmenden Nahr-
stoffmangel leiden und letztlich absterben. Der Druck wird je nach Anzahl der angeschlossenen
Slides gewidhlt und die Zellen werden hochstens einer Schubspannung von 0,8 gé'lr; ausgesetzt.
Der dafiir maximal erlaubte Druck wird ausgehend vom Kalibrierungsfaktor des Flusssystems
berechnet. Abb. 2.8 zeigt die Nutzeroberfliche der Erweiterung fiir die Steuerung der Pumpe und

der Schaltung der Ventile der Fluidic Unit.

2.4.4. Fixierung

Es wurden verschiedene Reagenzien zur Fixierung getestet um die Antikérperfirbungen der drei
Zell-Zell-Kontakt Proteine zu ermdglichen. Es stellte sich heraus, dass eine gute Immunfluo-
reszenzfarbung fiir Claudin-5 nicht mit auf Formalin basierenden Fixierlosungen moglich war.
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Abbildung 2.8.: Programmerweiterung AutoStart fiir die Steuerung der Pumpe und das Schal-
ten der Ventile.

Vermutlich wird durch das Formalin die Erkennungsregion fiir das Epitop des Clauidn-5 Anti-
korpers vernetzt und eine Bindung des Antikérpers ist dadurch nicht mehr moglich. Von einer
Fixierung mit Methanol wurde abgesehen, da das Methanol die Aktinfasern zerstort. Die bes-
ten Ergebnisse wurden durch kaltes Aceton (-20°C) erzeugt. Bei dieser Fixierung konnten gute
Ergebnisse fiir alle Antikérper und die Aktin Férbung erzielt werden. Fiir die Aceton-Fixierung
wurde ein Zeitreihenexperiment mit verschiedener Inkubationsdauer fiir Aceton durchgefiihrt
und auf dieser Grundlage eine Zeitspanne von zwdlf Minuten festgelegt.

Zu den in Tab. 2.2 angegebenen Zeitpunkten werden die Kanalslides der flusskultivierten Zellen
und der Kontrolle jeweils fixiert. Zum Ausbau eines Kanals muss das jeweilige Programm zur
Steuerung der Pumpe angehalten werden. Eine Fluidic Unit wird aus dem Inkubator genom-
men und eine Phasenkontrastaufnahme des zu fixierenden Kanals gemacht. Anschliefsend wird
das System unter die Sterilbank gestellt und das Perfusionsset abgeklemmt. Es wird der Ad-
apter des markierten 15cm Schlauchstiicks entfernt. Das ist wichtig, da eventuell entstehende
Luftblasen bei dem Wiederanschluss und erneuten Start des Flusses dadurch in ein Spritzenre-
servoir gedriickt werden und nicht iiber die Zellen in den Kanilen. Der serielle Verbinder am
anderen Luer-Kontakt des auszubauenden Kanals wird ebenfalls entfernt. Der ausgebaute Kanal
wird auf den Stdnder gestellt. Zundchst wird nun der serielle Verbinder auch vom nachfolgen-
den Slide entfernt; das Medium im Verbinder sollte dabei das Reservoir des Slides fiillen. Der
freie Adapter wird genutzt um das Perfusionsset wieder zu schliefen und in das freie Reservoir
gesteckt. Danach wird die Einheit mit den Kanilen sofort zuriick in den Inkubator gestellt. Das
Ausbauen findet erst ab dem Zeitpunkt 2 der Tab. 2.2 statt. Fiir den ersten Zeitpunkt werden
die unangeschlossenen Kanile aus dem Inkubator genommen und direkt nach Start des Flusses
fixiert.

Der zu fixierende Kanal wird nun viermal mit kalten Aceton gespiilt, entsprechend der Bedin-
gung und des Zeitpunktes beschriftet und fiir 12 min bei -20 °C inkubiert. Diese Beschriftungen
dienen der spéteren Zuordnung fiir die Aufnahmen der Immunfluoreszenz. Nach der Fixierung
mit Aceton werden die Kanéle dreimal fiir 5 min mit PBS gewaschen. Anschlieffend wird eine
erneute Phasenkontrastaufnahme des Kanals gemacht. Der Ausbau und die Fixierung der Kanile
der anderen Einheiten erfolgt zeitlich iiberschnitten wéhrend der vorher ausgebaute Kanal auf
-20°C inkubiert. Sind alle Kanéle eines Zeitpunktes fixiert und dokumentiert, werden diese bei
4°C gelagert.

In Abb. 2.9 sind beispielhaft Aufnahmen der HUVEC nach zwei Tagen gezeigt. A zeigt die Zellen,
die unter laminaren Flussbedingungen bei 10 dyn Schubspannung kultiviert wurden. Der Pfeil

cm?

in der oberen linke Ecke des Bildes gibt die Flussrichtung an. In Aufnahme B sind die fixierten
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HUVEC zu sehen. Die Zellschicht scheint durch die Fixierung an Plastizitdt zu verlieren, was
auf die Dehydrierung der Zellen durch das Aceton zuriick zu fithren ist. Diese Verdnderung muss
hingenommen werden um die Farbung von Claudin-5 zu ermoglichen. Aufnahme C' zeigt die
HUVEC unter Kontrollbedingungen, in Ausschnitt D sind analog die Zellen nach der Fixierung
gezeigt.

Abbildung 2.9.: Phasenkontrastaufnahmen der Endothelzellen nach zwei Tagen (4. Zeitpunkt)
der Kultivierung: A unter Fluss vor der Fixierung , B Aceton fixierte HUVEC, C Kultivierung
unter Kontrollbedingungen, D fixierte Zellen der Kontrolle

Tabelle 2.2.: Zeitpunkte der Fixierung der HUVEC in Kanalslides fiir spétere
Immunfluoreszenzfarbungen.

‘ Slide Nr. ‘ Zeitpunkt ‘

1 2 Std. nach Einsaat; Start Fluss
3 Std. nach Anlegen des Flusses
1 Tag nach Anlegen des Flusses
2 Tage nach Anlegen des Flusses
3 Tage nach Anlegen des Flusses
4 Tage nach Anlegen des Flusses

O O =W N

2.5. Western Blot

Fir flusskultivierte Zellen wurde ein Verfahren etabliert um Proteine der Zell-Zell-Kontakte von
Endothelzellen mittels Western Blot Analysen nachzuweisen. Die Idee war diese Methode zur

18



2.5 Western Blot

Quantifizierung der drei Proteine (VE-Cadherin, Claudin-5, Connexin43) zu nutzen um die Ver-
dnderung des Proteingehalts zu verschiedenen Zeitpunkten zu untersuchen. Der Grund, warum
diese Methode letztlich keine Anwendung fand, ist die hohe Zellzahl, die benétigt wird um zwei
Lysate zu allen sechs Zeitpunkten herzustellen. Es werden mindestens vier Kanile pro Lysat
bendtigt. Hierfiir standen pro Experiment nicht geniigend Zellen zur Verfiigung. Zudem wéren
zusétzliche Pumpen und Fluidic Units notig um die Anzahl der Kanalslides kultivieren zu kénnen.

2.5.1. Zelllysat und Proteingehalt

Wie bereits erwdhnt, sind fiir Analysen der drei Proteine mindestens vier gleich behandelte
Kanalslides fiir die Herstellung eines Lysats notig, ansonsten wire der Gesamtproteingehalt zu
gering um eine Detektion der einzelnen Proteine zu gewéhrleisten. Um die Zellen in den Kanélen
lysieren zu kénnen, wurden anfangs verschiedene Herangehensweisen getestet. Ausprobiert wurde
unter anderem die Trypsinisierung der Zellen aus Kanélen und anschliefende Lysierung der
entstandenen Zellsuspension sowie das Abkratzen der Zellen aus dem Kanal mit einem im Kanal
befindlichen Magneten oder das Ausschneiden der bewachsenen Zellfliche mit einem Skalpell
und Abkratzen der Zellen. Bei diesen Methoden traten verschiedene Probleme wie bedingte
Reproduzierbarkeit auf, weshalb die Methoden hier nicht ndher erliutert werden. Die letztlich
gewihlte Methode war die Zellen durch Scherung, mittels einer aufgesetzten Spritze, aus den
Kanilen zu l6sen.

Hierfiir wurden die Kanalkammern vom Perfusionsset ausgebaut, sofort auf Eis gestellt und mit
kaltem PBS gewaschen. Alle Arbeiten miissen moglichst auf Eis durchgefiihrt werden um die
Aktivitdt von Proteasen zu verringern, damit keine Proteine abgebaut werden. Anschliefend
wurde aus einem Kanal das PBS komplett abgesaugt und mittels einer 1ml Spritze mit 200 ul
Lysepuffer gefiillt. Der Lysepuffer wurde zuvor frisch mit Phenylmethylsulfonylfluorid PMSF
versetzt. PMSF dient hierbei zusétzlich als Protease-Inhibitor. Die getesteten Lysepuffer sind
in Tab. 2.3 aufgefiihrt. Der Lysepuffer inkubierte je nach Puffer ein bis fiinf Minuten. Danach
wurden die Zellen mit der aufgesetzten Spritze aus dem Kanal geschert. Ist die Zellschicht in
einem Kanal lysiert, wurde der Puffer-Lysat-Mix mit der Spritze aufgezogen und der Mix in den
nichsten, vorher abgesaugten Kanal gegeben. Diese Vorgehensweise ist fiir alle Kanéle (mindes-
tens vier) wiederholt worden. Nach Behandlung des letzten Kanals wurde das Lysat in ein 1,5ml
Reaktionsgefifs gegeben und das Lysat durch eine Kaniile nochmals geschert. Danach wurde das
Lysat zusétzlich sonifiziert. Die Scherung durch die Kaniile und das Sonifizieren wurden durch-
gefithrt um Transmembranproteine besser aus der Zellmembran zu 16sen. Abschlieffend wurde
jedes Lysat bei 4 °C fiir 30 min bei 14.000x g zentrifugiert und der Uberstand in ein neues 1,5 ml
Reaktionsgefif iiberfiihrt. Die Uberstinde konnen bei -20 °C gelagert werden.

Der gesamte Proteingehalt wurde mittels des Pierce™ BCA Protein Assay Kit bestimmt. Es
handelt sich bei dem BCA-Assay um ein Verfahren der kolorimetrischen Detektion und Quan-
tifizierung des Gesamtproteingehalts basierend auf Bicinchoninséure (BCA) [46]. Das Verfahren
wurde nach Anleitung des Herstellers mit einer BSA-Standardreihe aus neun verschiedenen Ver-
diinnungen (0-2 2f BSA in Lysepuffer) angewendet. Die Lysate wurden in einer 96well Platte
1:20 in 200 pl der Arbeitslésung des Kits verdiinnt und fiir eine Stunde bei 37 °C inkubiert. An-
schliefend wird die Platte in einem Photometer bei einer Wellenldnge von 562nm ausgelesen
und nach Herstellerangaben ausgewertet. Auf diese Weise wurden fiir alle getesteten Lysate der
Gesamtproteingehalt ermittelt.

2.5.2. Verfahren

Fiir die Western Blot Analysen wurden Gradienten-Gele (8%-16% SDS) verwendet um eine gu-
te Auftrennung des Proteinlysats zu erhalten. Die Lysatproben wurden vor Beladung des Gels
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Tabelle 2.3.: Getestete Lysepuffer fiir Western Blot Analysen von flusskultivierter Zellen.

’ Puffer ‘ Inhalt
RIPA 50mM TRIS, 150 mM NaCl, 0.1% SDS,
0,5% Na-Doxycholat, 1% Triton-X100
RIPA 2.5 modifizierter RIPA mit 2,5% SDS
Cell Lysis Buffer kommerzieller Puffer, siehe Datenblatt des
Herstellers

mit dem Ladepuffer Rotiload im Verhéltnis 4:1 gemischt und fiir 5min bei 90°C aufgekocht.
Pro Gelkammer wird eine Probe geladen und zusétzlich zu den Proben eine Kammer mit 4l
Proteinstandard. Das Gel lduft bei einer konstanten Spannung von 200V fiir 30 Minuten. Das
Blotten des Gels erfolgt auf eine Nitrocellulose Membran im Nassblotverfahren fiir zwei Stunden
bei konstanten 250 mA. Zur Kontrolle der Ubertragungseffizienz der Proteinbanden vom Gel auf
die Membran wird eine reversible unspezifische Proteinfirbung mit Ponceau S durchgefiihrt und
dokumentiert. Die Ponceau Farbung wird durch Waschen der Membran mit 0,075% Tween-20
in PBS unter stindigen Schwenken entfernt. Anschliefend wird die Membran fiir eine Stunde in
Milchpulverlésung (5% Milchpulver in 0,075% Tween-20/PBS) geblockt. Die Inkubation mit den
jeweiligen priméren Antikorpern in gewiinschter Konzentration erfolgt iiber Nacht bei 4 °C eben-
falls in frischer Milchpulverldsung unter stdndigen Schwenken. Die Membran wurde am néchsten
Tag dreimal fiir zehn Minuten mit 0,075% Tween-20/PBS gewaschen und anschliefend fiir eine
Stunde mit den sekundéren Antikérpern in Michpulverldsung inkubiert. Der Waschschritt vor
der Inkubation mit den sekundéren Antikérpern wurde nochmals wiederholt um nicht gebundene
sekundére Antikorper zu entfernen. Anschliefsend ist die Membranen zwischen Filterpapier gelegt
und fiir mindestens eine Stunde gepresst und getrocknet worden. Die getrockneten Membranen
wurden mit dem Typhoon TRIO Imager eingescannt. Uber die Computersoftware werden die
benétigten Kanéle eingestellt (FITC fiir sekundéren Antikorper mit AF488, Cy3 fiir sekundéren
Antikérper mit AF555). Fiir den ersten Scan wird jeweils eine Spannung von 360V fiir den
Photomultiplier eingestellt. Sind die Banden dabei nur schwach sichtbar kann ein erneuter Scan
mit héherer Spannung gestartet werden. Die Auflésung des Scanvorgangs wird auf 50 microns
eingestellt. Die Dateien des Membranscans kénnen mit ImageJ gedffnet und bearbeitet werden.

Alternativ zu sekundéren Antikérper mit Fluoreszenzfarbstoffen kann mit HRP-Antikérpern ge-
arbeitet werden. Die HRP-Antikorper sind statt mit einem Fluorophor mit dem Enzym Meer-
rettichperoxidase gekoppelt. Der Nachweis der mit den HRP-Antikérpern markierten Protein-
banden, erfolgte dabei durch Chemoluminiszenz. Hierfiir diirfen die Membranen nicht getrocknet
werden. Um die Lumineszenz detektieren zu konnen, wurde die Membran in eine Luminol-Losung
gelegt. Das Enzym HRP katalysiert die Umsetzung von Luminol und die dabei entstehende Lu-
mineszenz wird auf einem Film detektiert. Dieses Verfahren ist sehr sensitiv fiir geringe Mengen
an Protein.

2.6. Immunfluoreszenzfarbung

Um quantitative Messungen mittels Fluoreszenzfirbung zu ermoglichen, wurden alle Experi-
mente nach einem standardisiertem Férbeprotokoll durchgefiihrt. Ein komplettes Experiment
von zwolf Kanédlen wurde immer zusammen gefdrbt um Schwankungen durch Unterschiede in
den Antikdrper-Losungen ausschlieffen zu kénnen. Ist von einem Waschschritt oder Medienwech-
sel die Rede, bedeutet dies, dass der Kanal mit dem dreifachen Kanalvolumen gespiilt wurde
um die Fliissigkeit im Kanal komplett auszutauschen und gleichméfkige Farbeergebnisse iiber die
komplette Kanalldnge zu gewihrleisten.
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Zuerst wurden alle Kanile fiir 5min mit einer 0,5% Triton-X100/PBS Losung gefiillt um die
Membran der Zellen zu permeabilisieren. Anschlieffend wurden die Zellen fiir eine Stunde mit ei-
nem Blockpuffer (1% BSA und 0,2% Triton-X100 in PBS) inkubiert um unspezifische Bindungen
der Antikorper zu vermeiden. Die priméren Antikorper wurden in einem extra Puffer (1% BSA
mit 0,05% Triton-X100 in PBS) aufgenommen. Die Verdiinnung der verwendeten Antikorper sind
Tab. 2.4 zu entnehmen. Aufgrund der Spezies, in denen die Antikérper produziert wurden, konnen
nur VE-Cadherin mit Claudin-5 oder VE-Cadherin mit Connexin43 gefdrbt werden. Eine Far-
bung aller drei Zell-Zell-Kontakt-Proteine in einem Kanal war mit den verwendeten Antikérpern
nicht moglich. Pro Experiment wurde eine der genannten Antikérper Kombinationen verwendet.
Hierfiir wurde die Fliissigkeit jedes Kanals komplett abgenommen und der Kanal mit 120 pl der
primédren Antikorperlésung gefiillt. Die priméren Antikorper sind iiber Nacht bei 4 °C inkubiert
worden. Zur Entfernung der nicht gebundenen priméren Antikdrper wurden die Kanéle dreimal
fiir zehn Minuten mit PBS gewaschen. Zusammen mit den beiden sekundiren Antikorpern (siehe
Tab.2.4) wird der Zellkern mit DAPI (1 £&) und das Aktinskelett (Phalloidin-AF660 Verdiin-
nung der Stocklosung 1:40) gefdarbt. Die sekundéren Antikérper, DAPI und Phalloidin-AF660,
wurden in dem gleichen Puffer wie die priméren Antikorper aufgenommen und fiir eine Stunde
bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Hierfiir wurde wieder die Fliissigkeit jedes Kanals
komplett abgezogen und der Kanal mit 100 ul Farbelosung gefiillt. Abschliefsend wurde der Fér-
bemix abpipettiert, die Kanéle dreimal fiir zehn Minuten mit PBS gewaschen und anschlieffend
mit Mounting Medium, zum Schutz der Fluorophore, befiillt.

Tabelle 2.4.: Verwendete Konzentrationen der primaren und sekundéren Antikorper fiir die
quantitative Immunfluoreszenzfarbung der Kanalslides.

Antikorper Spezies Konzentration [E&] |
anti-Claudin-5 Kaninchen 2,5
anti-Connexin43 Kaninchen 1,25
anti-VE-Cadherin Maus 1
anti-Kaninchen-AF555 | Ziege 2
anti-Maus-AF488 Ziege 2

2.7. Mikroskopie

Je nach Zielsetzung wurden im Rahmen dieser Arbeit verschiedene Mikroskope verwendet. Diese
Mikroskope und die damit verbundenen Bildaufnahmen mit allen notwendigen Angaben werden
im jeweiligen Abschnitt erldutert.

2.7.1. Nikon Eclipse Ti

Das Nikon Eclipse Ti wurde fiir die Aufnahme der quantitativen Immunfluoreszenzbilder verwen-
det. Diese Aufnahmen wurden genutzt um die morphologischen Parameter zu bestimmen und
die Verdnderung der Zell-Zell-Kontakte zu analysieren. Bei der verwendeten Fluoreszenzlampe
handelt es sich um eine Intensylight C-HG TIE von Nikon. Alle Bilder wurden mit der CCD-
Kamera von Princeton Instruments aufgenommen. Um die Intensitdtswerte der Fluoreszenzbilder
vergleichen zu konnen, wurde fiir jede Farbung immer die gleiche Belichtungszeit und auch an-
sonsten die gleichen Einstellungen am Mikroskop verwendet (wie zum Beispiel die Einstellung der
Blenden). Die Belichtungszeiten fiir die unterschiedlichen Fluorophore mit den entsprechenden
Filterwiirfel sind der Tab.2.5 zu entnehmen.
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Tabelle 2.5.: Belichtungszeiten fiir quantitative Analysen der Immunfluoreszenz Aufnahmen
mit dem 20x Objektiv.

’ Filter ‘ Fluorophor ‘ Markierung ‘ Belichtungszeit [ms] ‘

UV-2A | DAPI Zellkern 50

FITC AF488 VE-Cadherin 1000
RFP AF555 Claudin-5 250
RFP AF555 Connexin43 200
Cyb AF660 Aktin 2000

Alle zwolf Kanile eines Experiments wurden am selben Tag nacheinander aufgenommen. Zusétz-
lich wurden auch Aufnahmen eines unbenutzten Kanals, der nur mit Mounting Medium befiillt
wurde, gemacht. Dieser Kanal diente dazu, um die Intensititswerte einzelner Experimente verglei-
chen zu kénnen, die ohne Anregung eines Fluorophors entstehen. Der gemittelte Intensitidtswert
dieser Aufnahmen enth&lt Rauschquellen, wie zum Beispiel die schwache Autofluoreszenz des
Mounting Mediums oder der Kanalfolie. Zur Kontrolle, ob die Kamera zwischen den verschieden
Aufnahmetagen das selbe Verhalten zeigt, wurde zusétzlich der mittlere Intensitétswert zu allen
Belichtungszeiten jedes Experiments bestimmt ohne das Licht auf den Kamerachip fillt. Diese
Werte waren konstant fiir alle Experimente.

Alle Aufnahmen wurden mit einem Objektiv PlanFluor 20x NA 0.45 aufgenommen und das
Mikroskop iiber das Computerprogramm MicroManager angesprochen. Pro Kanal wurden fiinf
Aufnahmen, iiber die gesamte Linge verteilt, gemacht. Pro Stelle wurde {iber die Programm-
einstellung "Multi-dimensional Acquisition’ fiir alle im Kanal vorhandenen Fluorophore die Auf-
nahmeeinstellung (Tab. 2.5) angegeben sowie der Speicherort festgelegt. Dieser Aufnahmemodus
wurde fiir alle Farbungen gleich angewendet, wodurch die Aufnahmen verschiedener Experimente
vergleichbar sind.

2.7.2. Leica TCS SP5

Fiir Aufnahmen an einem Konfokalen Laserscanning Mikroskop wurde das Leica TCS SP5 am
,Center for Advanced Light Microscopy” (CALM, LMU Miinchen) genutzt. Mittels konfokaler Mi-
kroskopie wurden Ubersichtsaufnahmen mit hoher Auflésung angefertigt und Stapelaufnahmen
in z-Richtung durchgefiihrt. Die Stapelaufnahmen sollen die Verdnderung der Zell-Zell-Kontakte
auch in z-Richtung auflésen, um so eventuelle Unterschiede der Lage und Ausprigung der Protei-
ne zu bestimmen. Die Aufnahmen wurden alle mit einem HCX PL APO Lambda Blue 63x 1.4 oil
Objektiv durchgefiihrt. Die verwendeten Laser mit Angabe der damit illuminierten Fluorophore
sind in Tab.2.6 aufgelistet. Die Einstellung an der Software zur Steuerung des Mikroskops fiir
die jeweilige Bildaufnahme sind in Tab. 2.7 zu sehen. Gain und Laserleistung wurden moglichst
konstant eingestellt.

Tabelle 2.6.: Verwendete Laser zur Bildgebung am Konfokalmirkoskop Leica TCS SP5.

’ Laser ‘ Fluorophor ‘
Diodenlaser 405nm kpl Coherent (25mW) DAPI
Argon Laser (458nm, 476nm, 488nm, 514nm) AF488
DPSS Laser kpl 561nm MG (10mW) AF555
HeNe Laser 633nm, Uniphase (10mW) AF660
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Tabelle 2.7.: Einstellungen der Computersoftware fiir Bildaufnahme am Konfokalmikroskop
Leica TCS SP5.

‘ Einstellung ‘ Ubersicht ‘ Stapel ‘
Zoom 1,0 2.5
z-Abstand 0 0,21pm
Line Average 4 4
Frame Average 1 1

2.7.3. Olympus CKX41

Fiir die Zeitraffer-Aufnahmen wurden die HUVEC wie fiir alle bisher beschriebenen Versuche.
Es wird ein Kanalslide pro Aufnahme bendétigt und ein extra angefertigtes Perfusionsset. Das
Set besteht aus dem gleichen Schlauch wie das rote Set, jedoch mit einer Lange von 1m statt
15 cm. Diese Lénge ist notig um die Distanz zwischen Brutschrank und Kanal auf dem Mikroskop
zu iiberbriicken. In Abb. 2.10 ist der Aufbau fiir Langzeitaufnahmen von flusskultivierten Zellen
gezeigt. Fiir die Kalibrierung des Sets wird in der Software das PS gelb/griin eingestellt und ein
Druck von 50 mbar. Ansonsten lduft die Kalibrierung ab wie in Kap. 2.3 beschrieben.

Abbildung 2.10.: Aufbau fiir Langzeit-Aufnahmen von flusskultivierten Endothelzellen am
Olympus CKX41

Vor Einsaat der Zellen wird der Versuch am Mikroskop aufgebaut, damit in dieser Zeit der Brut-
schrank und die Mikroskopheizung eine Temperatur von 37 °C haben und eine Umgebung von 5%
CO eingestellt ist. Danach wurde das Perfusionsset kalibriert und bis zum Anschluss des Kanals
im Brutschrank gestellt. Nun wurden die HUVEC in der iiblichen Konzentration von 2¥10% %
eingesit und fiir ungefdhr 30 min in den Zellkulturinkubator gestellt. Nach dieser Zeit wurden die
Zellen unter dem Mikroskop kontrolliert. Ist der Grofiteil der Zellen adhérent, konnte der Kanal
an das vorbereitete Perfusionsset angeschlossen werden und der Kanal in die Mikroskopheizung
eingebaut werden. Abb. 2.11 zeigt die Bodenplatte der verwendeten Heizung mit dem angeschlos-
sen Kanal in der Halterung, sowie die verwendete Schlauchfiihrung fiir das Perfusionsset. Auf
diese Anordnung wird der beheizte Deckel angebracht und die Aufnahmeposition am Computer
eingestellt. Die Bilder wurden im Phasenkontrast alle zehn Minuten aufgenommen. Der Fluss
wurde, wie in den anderen Experimenten, erst zwei Stunden nach Einsaat der Zellen gestartet,
der Versuch dauerte ab diesen Zeitpunkt die {iblichen 96 h. Der Aufbau fiir Zeitrafferaufnahmen
wurde auch analog am Nikon Eclipse Ti durchgefiihrt.

23



Kapitel 2 Material und Methoden

Es sind zum Teil verschiedene Probleme bei Langzeitaufnahmen von 96 Stunden aufgetreten.
Es konnen Luftblasen entstehen, da der Schlauch zwischen Brutschrank und Mikroskopheizung
abkiihlt und Gas aufnimmt. Dieses wird bei erwérmen der Heizung wieder frei und die dadurch
entstehenden Blasen bleiben im Schlauch des Systems und konnen die Zellschicht beschidigen
oder sogar den Kanal verstopfen. Dieses Problem trat aber nur selten auf. Das Hauptproblem
war, dass viel Fliissigkeit des Mediums iiber diesen langen Aufnahmezeitraum verdunstet und
deswegen die Salzkonzentration ansteigt. Die steigende Salzkonzentration fiithrt zu morphologi-
schen Verdnderungen. Dadurch sind die Zeitrafferaufnahmen nur bedingt vergleichbar mit den
Experimenten zur Immunfluoreszenzfirbung und konnten deshalb nicht fiir quantitative Auswer-
tungen verwendet werden.

Abbildung 2.11.: Angeschlossener Kanal mit Zellen in Halterung der Mikroskopheizung und
Schlauchfiihrung des Perfusionsset

2.8. Impedanz Messung

Die Impedanz Messungen wurden durchgefiihrt um die Verdnderungen der Physiologie der Endo-
thelzellen iiber die Zeit zu charakterisieren. Die physiologischen Eigenschaften der Zellschicht
zeichnen sich durch die Verdnderung der Barrierefunktion des Endothels aus und hingen mafs-
geblich von der Permeabilitit der Zellschicht fiir kleine anorganische Ionen ab. Die Permeabilitét
fiir Ionen ist wiederum stark von der Morphologie und den Zell-Zell-Kontakten determiniert. Be-
vor die verwendete Messmethode zur Untersuchung der Physiologie erldutert wird, erfolgt eine
kurze Erkldrung was man unter Impedanz versteht und wie die Impedanz-Spektroskopie genutzt
wird um die Barrierefunktion einer Endothelschicht in witro zu untersuchen. Die wichtigsten
Aspekte, die notwendig sind fiir Anwendungen in dieser Arbeit, werden nachfolgend erklart. Die-
se Aspekte und eine weiterfithrende Erlduterung der Bedeutung von Impedanz-Spektroskopie in
der Biologie sind der weiterfithrenden Literatur zu entnommen [47, 48].

In einem typischen Experiment der Impedanz-Spektroskopie wird eine sinusférmige Spannung
U (t) mit einer Kreisfrequenz w = 27 f an das zu untersuchende System angelegt und der dadurch
resultierende Strom I(t) gemessen. Die Spannung ist wie folgt definiert, wobei Uy die Amplitude
der Sinusschwingung entspricht und t der Zeit, somit ist U(t) der Momentanwert der Spannung
(i ist die imaginiire Einheit und als 72 = —1. definiert).

U(t) = Up * ™! (2.3)

Analog zur Spannung ist die Stromstéirke I(¢) definiert, wobei hier die Phasenverschiebung ¢
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zwischen der Spannung und der Stromstérke beriicksichtigt wird.

I(t) = Iy % 'Wt=%) (2.4)

Das Verhéltnis der Amplitude der Wechselspannung Uy mit der Amplitude des Wechselstroms I
und der Phasenverschiebung ¢ zwischen diesen versteht man als Impedanz, auch Wechselstromwi-
derstand genannt. Mathematisch kénnen das Amplitudenverhiltnis und die Phasenverschiebung
als komplexe elektrische Impedanz Z definiert werden (2.5). Das Verhéltnis der Amplituden wird
auch als Amplitude der Impedanz |Z| bezeichnet.

Uity Uy . .
Z = —— = — W — Z P 2
0 " 1 * e |Z] * e (2.5)

Die Impedanz beschreibt also analog zum Ohmschen Gesetz bei Gleichstrom den Quotienten aus
einer Wechselspannung und der resultierenden Stromstéirke. Neben dem Ohmschen Gesetz sind
auch die Kirchhoffschen Regeln fiir elektrische Netzwerke giiltig. Fiir einen Ohmschen Widerstand
gilt, dass die Impedanz gleich dem Widerstand R ist, da keine Phasenverschiebung auftritt und
das Verhiltnis aus Spannung und Stromstérke unabhéngig von der angelegten Frequenz ist. Die
Impedanz an Kondensatoren hingegen ist abhéngig von der Frequenz mit |Z| = 1/wC und einer
Phasenverschiebung von -90° mit Kapazitdt C' des Kondensators. Kombiniert man in Schalt-
kreisen nun Ohmsche Widerstéinde mit Kondensatoren, so erhdlt man in der frequenzabhéngigen
Darstellung der Impedanz ein Spektrum, welches fiir das vorliegende elektrische Netzwerk spe-
zifisch ist. Grundsitzlich besteht jedes Spektrum eines Schaltkreises aus der Uberlagerung der
Spektren der Einzelkomponenten.

2.8.1. Messprinzip ECIS

Alle Impedanzmessungen dieser Arbeit wurden mit dem Gerdt ECIS Model Z© durchgefiihrt.
ECIS steht fiir "Electrical Cell-substrate Impedance Sensing’, das Verfahren wurde 1984 von Giae-
ver und Keese publiziert [49] und auch weiterentwickelt [50, 51]. Das Geré#t misst die Impedanz
und gibt zusdtzlich den gemessenen Widerstand und die gemessene Kapazitiat iiber die Zeit in
Abhéngigkeit der jeweils angelegten Frequenz des Wechselspannungssignals aus. Abb. 2.12 zeigt
schematisch den Versuchsaufbau einer ECIS-Messung. Die Endothelzellen wachsen auf planaren
Goldelektroden. Zwischen der Arbeits- und Gegenelektrode wird eine sinusférmige Wechselspan-
nung von 10mV angelegt und die elektrische Impedanz gemessen. Wegen der geringen Wech-
selspannung von 10mV handelt es sich um eine nicht invasive Messmethode. Der Stromkreis
zwischen beiden Elektroden wird iiber das leitende Kulturmedium geschlossen. Wie die Aufsicht
im linken unteren Teil der Abbildung zeigt, ist die Arbeitselektrode mit einem Durchmesser von
250 pm deutlich kleiner als die Gegenelektrode (ca. Faktor 100), weshalb die gemessene Impedanz
dominiert wird von der Impedanz der Arbeitselektrode, wihrrend der Anteil der Gegenelektrode
an der Gesamtimpedanz vernachléssigt werden kann. Denn es gilt, dass die Impedanz mit dem
reziproken Wert der Fliche ansteigt. Zellbiologische Anderungen werden also nur von Zellen, die
sich auf der Arbeitselektrode befinden, gemessen. Die Zellen sind ndherungsweise als Isolatorpar-
tikel auf den Elektroden zu betrachten, weil die Zellmembran den Stromfluss begrenzt. Darum
erhoht sich die Impedanz im Vergleich zu einer Elektrode mit Zellen zu einer Elektrode ohne
Zellen.

Auf diese Weise lassen sich physiologische Anderungen der Zellen detektieren, in dem man Mes-
sungen bei gleicher Aufnahmefrequenz wiederholt und die Anderungen als Funktion der Zeit
darstellt und analysiert. Analysiert werden die Rohdaten der Impedanzmessung. Neben der
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Impedanz wird der gemessene Widerstand und die gemessene Kapazitéit iiber die Zeit aufge-
zeichnet. Der Zusammenhang zwischen diesen drei physikalischen Gréfsen ist in 2.6 aufgezeigt.
Die komplexe Impedanz lésst sich in einen Realteil Re und einen imagindr Teil Im zerlegen.
Der Realteil entspricht dabei dem Wirkwiderstand R und der Imagindrteil dem sogenannten
kapazitiven Blindwiderstand 1/wc. Von der sonst typischen Modellierung von Impedanzdaten
bei ECIS-Messungen wird abgesehen, da das Modell hierfiir von den Zellen als Zylinder mit ei-
nem definierten Radius ausgeht. Dass diese Annahme nicht erfiillt, ist machen die gemessenen
Verdnderung der Zellfliche und Zellform deutlich.

Z:JW:,/RM(SCY (2.6)
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Abbildung 2.12.: Messprinzip ECIS. Die Zellen sind direkt auf den Goldelektroden kultiviert.
Die Impedanz dieser Elektroden wird gemessen um nichtinvasiv morphologische Parameter der
konfluenten Zellschicht zu bestimmen [48].

Fiir die Analyse des Impedanzspektrums eines biologischen Systems muss ein Ersatzschaltbild
gefunden werden, welches das gemessene frequenzabhingige Impedanzspektrum durch eine Uber-
tragungsfunktion erklért. In Abb.2.13 A ist das typische Impedanzspektrum einer Endothelzell-
schicht gezeigt. Die gefiillten Kreise zeigen das Spektrum eines zellfreien Systems, die andere
Darstellung das gleiche System mit Zellen. Der zur Erkldrung dieses Spektrums verwendete
Schaltkreis ist in Abb.2.13 B dargestellt. Die Zellschicht wird {iber die kapazitiven Eigenschaf-
ten C¢y der Zelle und dem Widerstand R dargestellt. Der Widerstand des Mediums Ryeq und die
Impedanz der Messelektrode Zg sind die nétigen Bestandteile des Schaltbildes. In dieser Arbeit
wird das gezeigte Ersatzschaltbild angenommen.

2.8.2. Durchfiihrung Versuch

Die bendtigten Materialien (Elektrodenkanile, rote Perfusionssets, Medium) wurden ,wie in allen
anderen Versuchen, am Tag vor Beginn zum Entgasen in den Inkubator gestellt. Fiir alle Messun-
gen wurden die Flusskanile mit acht Elektroden pro Kanal verwendet. Jede einzelne Elektrode ist
kreisformig und hat einen Durchmesser von 250 pm. Diese Kanalslides wurden ebenfalls mit einer
Collagen IV Losung beschichtet, wie in Kap. 2.2.2. Die Beschichtungslosung wurde mit MilliQ
Wasser aus Kanélen gewaschen und anschlieffend durch Zellkulturmedium ersetzt. Die Kanéle
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Abbildung 2.13.: A Impedanzspektrum in Abhéngigkeit der Frequenz des Systems mit (leere
Kreise) und ohne Zellen (gefiillte Kreise). B Ersatzschaltbild fiir gezeigtes Impedanz-Spektrum
mit den fiir die Beschreibung nétigen Bestandteile der Zelle Ccr und R, dem Widerstand des
Mediums Ryeq und der Impedanz der Elektrode Z;. [47]

mit Medium wurden bis zur Verwendung im Brutschrank gelagert. Der prinzipielle Aufbau eines
ECIS-Versuchs ist unter anderem von Szulcek et al. beschrieben worden und in einem Video
inklusive Messprogrammsteuerung erklirt |52].

Das Messgerit ECIS ZO wurde neben dem Brutschrank aufgebaut und iiber USB mit dem da-
zugehorigen Computer verbunden. Die Messhalterung fiir die Elektrodenkanile wurde in den
Brutschrank gestellt und ebenfalls mit dem Messgerdt verbunden. Vor der Messung wurden mit-
tels eines Testarrays die Elektrodenkontakte auf Funktionsfahigkeit gepriift. Pro Versuch wurden
zwei Kanile bendtigt, einer fiir die Kultivierung mit 10 SXII; und einer fiir die Kontrollbedingung.
Vor Einsaat der Zellen wurde das Medium aus den Slides komplett abgezogen und die Kanéle mit
einer Zellsuspension von 2%¥10° % befiillt. Zum Befiillen wurde eine 1 ml Spritze verwendet
um Luftblasen im Slide zu vermeiden, da sich die Elektrodenkanéle ansonsten nur sehr schwer
befiillen lassen. Nach Einsaat der Zellen wurden diese zuriick in den Inkubator gestellt und eine
Stunde fiir den Vorgang des Adhirierens abgewartet. Es ist danach jeweils ein Slide an ein Per-
fusionsset angeschlossen und jeder Kanal in der Messhalterung befestigt worden. Der Aufbau ist
in Abb. 2.14 gezeigt. Die Messung wurde {iber das zum Gerdt gehdrende Computerprogramm im
Multifrequenz Modus gestartet. Zwei Stunden nach Einsaat der Zellen ist der Fluss beziehungs-
weise die Kontrollbedingung gestartet worden. Der Start wurde im Messverlauf markiert. Ab
diesem Zeitpunkt wurde die Messung fiir 96 Stunden ohne weitere Anderungen des Versuchsauf-
bau fortgefiithrt. Nach Beenden eines Versuchs wurden die Kanéle ausgebaut und fixiert. Da keine
Immunfluoreszenzfarbung durchgefithrt wurde, erfolgt die Fixierung mit 4% Formalin Losung.
Die Kanile wurden zuerst dreimal mit PBS gewaschen und anschliefsend fiir 30 min bei Raum-
temperatur mit der 4% Formalin Losung inkubiert. Nach der Fixierung mit Formalin werden
die Kanile dreimal fiir 5min mit PBS gewaschen und Phasenkontrastbilder der Zellen auf jeder
der acht Elektroden pro Kanal gemacht. Die Aufnahmen erfolgten mit einem 4x Objektiv am
Mikroskop EVOS fl. Die Daten des Versuchs wurden zur weiteren Bearbeitung in eine .csv-Datei
konvertiert.

Aufgrund des Versuchsverlaufs wurden zwei der drei durchgefiihrten Experimente linger als die
notigen vier Tage durchgefithrt und bis zu acht Tage lang Messwerte aufgenommen. Phasen-
kontrastbilder wurden hierbei zu unterschiedlichen Zeitpunkten durch Fixierung von Kanélen
aufgenommen. Der Versuchsverlauf sowie die Aufnahmen sind im Ergebnisteil der Arbeit unter
Kap. 3.5.4 explizit erldutert.
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Abbildung 2.14.: Versuchsaufbau ECIS im Inkubator unter Standardbedingungen. Die Elek-
trodenkandle sind in die Messhalterung eingebaut und jeder Kanal ist mit einem Perfusionsset
verbunden.

2.9. Datenverarbeitung und Analyse

2.9.1. Morphologie

Die Bestimmung der morphologischen Parameter basierend auf den Aufnahmen der Immunfiuo-
reszenzfarbung der VE-Cadherine. Die VE-Cadherine geben zuverldssig die Zell-Zell-Kontaktflache
der Endothelzellschicht wieder und somit die Zellrénder der einzelnen Zellen. Damit l&sst sich
der jeweilige Umfang aller Zellen eines Bildes mittels eines Computeralgorithmus bestimmen und
somit verschiedene Parameter berechnen. Analysiert worden sind die Zellflache, die Zellform und
die Ausrichtung der Zellen unter Fluss und Kontrollbedingung zu den sechs Fixierungszeitpunk-
ten Oh, 3h, 24h, 48h, 72h und 96 h . Die Generierung der Rohdaten erfolgte mit ImageJ. Hierzu
wird ein Bild der VE-Cadherin Farbung in ImageJ gedffnet und das entsprechende Pixel zu pm
Verhiéltnis angegeben. Aus diesem Bild wird eine bindre Maske erzeugt um das implementierte
Verfahren des ’Analyze Particles’ der Software zu nutzen. Die Schwarz-Wei-Maske wird iiber
manuelle Einstellung des Treshholds erzeugt und Liicken in den Zellrdandern werden wenn nétig
manuell geschlossen. Unter ’Set Measurements’ wird angeben welche Parameter des ausgewéhlten
Bildes bestimmt werden sollen (Area, Shape descriptor, Perimeter, Fit ellipse). Sind alle nétigen
Voreinstellungen getroffen, kann das Verfahren des ’Analyze Particles’ genutzt werden. In dem
sich 6ffnenden Fenster werden folgende Angaben gemacht beziehungsweise aktiviert: Size (pm?:
150-3500, Display results, Exclude on edges, Clear results, Include holes, Add to manager). Falls
gewiinscht, kdnnen extra Bilder ausgegeben werden, die die gefitteten Ellipsen zeigen oder die
bestimmten Flachen.

In Abb.2.15 ist schrittweise das Vorgehen der Bildbearbeitung beispielhaft an dem markierten
Ausschnitt der VE-Cadherin Farbung (Bild links) gezeigt. Im rechten Teil der Abbildung ist un-
ter a die erzeugte Maske des Ausschnitts zu sehen, b zeigt die bestimmte Fliche der analysierten
Partikel, die ohne Randberiihrung sind, ¢ zeigt die gefitteten Ellipsen und d die Uberlagerung
der Maske mit den Rédndern der analysierten Partikel und Nummerierung. Der in ImageJ ange-
wendete Algorithmus basiert darauf, dass die Eigenschaften der Ellipse iiber die Momente des
analysierten Partikels bestimmt werden. Die Ellipsen zeichnen sich also dadurch aus, dass sie die-
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selbe Fliche und denselben Mittelpunkt haben wie die entsprechenden Zellen [53]. Der Winkel
der Hauptachse der Ellipse entspricht dabei dem Ausrichtungswinkel der Zelle. Der Winkel liegt
zwischen 0° und 180 °, wobei 90 ° einer Ausrichtung in Flussrichtung entspricht. Das Verhéltnis
der Nebenachse zur Hauptachse wird als Maf fiir die Zellform, auch Elongationsfaktor genannt,
beriicksichtigt und direkt als ’Shape descriptor’ ausgegeben. Die Tabelle der Messparameter wird
als .txt-Datei zur Weiterverarbeitung abgespeichert. Die Auflistung erfolgt nach Nummerierung
der Partikel wie in Abb.2.15 d gezeigt.

Abbildung 2.15.: Generierung der Rohdaten fiir die Analyse der morphologischen Parameter
mittels imageJ. Links: Graubild der VE-Cadherin Férbung mit Pfeil in Flussrichtung, Markie-
rung eines Beispielausschnitts. Rechts: ¢ Maske des links markierten Ausschnitts des Rohbildes,
b Fliache der gefundenen Partikel, ¢ gefittete Ellipsen der Zellen, d Nummerierung der Zellen
und Umfang.

Pro Fixierungszeitpunkt und Bedingung werden drei Bilder analysiert und die Einzeltabellen
zu einer Tabelle zusammengefasst. Auf diese Weise erhilt man pro Experiment zwdlf Tabellen.
Die Daten werden mittels des Statistikprogramms R untersucht. Zuerst werden von den drei
genannten Parametern Fliche, Elongationsfaktor und Ausrichtungswinkel der Mittelwert und
die dazugehorige Standardabweichung sowie die Anzahl der Messpunkte n bestimmt und in
einer neuen Datei zur Weiterverarbeitung abgespeichert. Neben dem Ausrichtungswinkel wird
auch der Sinuswert des Winkels abgespeichert. Fiir die statistische Auswertung und graphische
Darstellung wurde ebenfalls R verwendet. Wenn im Ergebnisteil nicht anders angegeben, wurde
ein zweiseitiger t-Test (Befehl: t.test) verwendet und vorher die Gleichheit der Varianzen mit
einem F-Test (Befehl: var.test) iiberpriift. Detaillierte Informationen der jeweiligen Tests und
ihrer Implementierung in R koénnen bei Interesse in der Dokumentation des Programms oder
im Internet nachgelesen werden [54|. Die entsprechenden p-Werte der Tests wurden zusammen
mit den anderen Daten aller Experimente in einer Excel-Datei zusammengefasst, die auf dem
beigelegten Datentridger im Ordner Daten unter Morphologie.xlsx zu finden ist.

2.9.2. Zell-Zell-Kontakt Proteine

Um die Verdnderung der Menge des jeweils vorliegenden Proteins zu bestimmen, wurden die
Fluoreszenzaufnahmen der jeweiligen Antikorperfirbung verwendet. Da die Aufnahme des Fluo-
reszenzsignals von allen unabhéngigen Versuchen immer unter den gleichen standardisierten Be-
dingungen stattfand, konnen die gemittelten Intensitdtswerte pro Bild mit der vorliegenden Men-
ge an Protein in Beziehung gesetzt werden. Fiir einen direkten Vergleich der absoluten Werte des
mittleren Grauwerts sind die Schwankungen trotz Standardisierung zu grof. Deshalb wurden fiir
die Analyse der Verdinderung der Junction Proteine die gemittelten Intensitdten der Zell-Zell-
Kontakt Fliche und der Cytoplasma Fliche berechnet. Aus diesen beiden Werten wurde das
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Verhéltnis Zellrdnder zu Cytoplasma gebildet. Somit erhdlt man ein Mafs, unabhéngig der Grofe
der Absolutwerte, wie viel stérker das jeweilige Protein an den Zellrdndern vorliegt im Vergleich
zum Cytoplasma. Ein Verhéltnis von 1 bedeutet folglich, dass das Fluoreszenzsignal im Cyto-
plasma gleich hoch ist wie an den Zellrindern. Das Protein liegt in der Zelle ist damit iiberall
gleich vor. Umso hoher das Verhiltnis, desto klarer sind Zell-Zell-Kontakte durch das untersuch-
te Protein ausgeprigt. Untersucht wurden insgesamt acht Experimente und pro Bedingung und
Zeitpunkt sind drei Bilder jeder Proteinfarbung analysiert worden.

Diese Analyse wurde mit MATLAB durchgefiihrt. Es werden die Maske der VE-Cadherin Fér-
bung, das Rohbild der VE-Cadherine und die entsprechende Aufnahme des parallel gefarbten
Proteins (Claudin-5 oder Connexin43) eingelesen. In einer Schleife wird iiber die Maske abgefragt,
ob die entsprechenden Pixel der Rohbilder zur Zell-Zell-Kontakt Fliche oder zum Cytoplasma
gehoren und entsprechend in einer Matrix der Grauwert des Pixel geschrieben. Gleichzeitig wird
iiber entsprechende Laufparameter abgespeichert wie viel Pixel zu welcher Fliche gehoren. Ge-
bildet werden nun die Mittelwerte beider Fliachen und das entsprechende Verhéltnis wird fiir das
jeweilige Bild berechnet. Dieses Verfahren wird fiir alle Aufnahmen durchgefiihrt.

2.9.3. Konfokalmikroskopie: z-Stapel

Mittels konfokaler Mikroskopie wurden Stapelaufnahmen von Zellrindern gemacht um eventuell
auftretende Unterschiede in der Organisation der analysierten Zell-Zell-Kontakt Proteine in der
Zellwand aufzuzeigen. Die Analyse erfolgt mit ImageJ. Es wurde die Bildersequenz der aufgenom-
menen Kandle an einer Position eingelesen und je zu einem Stack zusammengefiigt. Von jedem
Stack wurde der mittlere Grauwert jedes Bildes im Stapel ausgelesen. Jede Bildposition wird
seiner z-Position zugeordnet. Auf diese Weise kann ein Diagramm erstellt werden, welches den
mittleren Intensitétsverlauf in z-Position aufzeigt. Am Maximum jeder Kurve zeigt sich also das
hochste Intensitatssignal und somit liegt an entsprechender z-Position am meisten Protein vor.
Diese Stapel der drei Kanile werden zur Visualisierung je einer Falschfarbe zugeordnet und zu
einem iiberlagerten Stapel kombiniert. Dieser Stapel wird unter Angabe eines Skalierungsbalken
und der entsprechenden z-Position pro Bild als Videodatei abgespeichert.

2.9.4. Impedanz-Messungen
2.9.4.1. Rohdaten

Die Analyse und graphische Darstellung der Impedanz Messungen wurden mit MATLAB durch-
gefithrt. Die hierfiir geschriebenen Programmkodes sind auf dem Datentréger hinterlegt. Die
Rohdaten der drei Messungen sowie die MATLAB-Kodes sind auf dem beigelegten Datentra-
ger der Arbeit zu finden. Die Messungen wurden sowohl im Hinblick auf die Barrierefunktion
der Endothelzellschicht als Zeit-Widerstand-Diagramm (Aufnahmefrequenz: 4.000 Hz) als auch
auf die Belegung der Elektroden als Zeit-Kapazitit-Diagramm (Aufnahmefrequenz: 64.000 Hz)
dargestellt. Zusdtzlich wurden die Mittelwerte des Widerstands mit der dazugehorigen Stan-
dardabweichung aller Elektrodenmessungen analog zu den Zeitpunkten fiir die Fixierung, siehe
Tab. 2.2, extra ausgelesen um die Widerstandswerte mit den Ergebnissen der Morphologie und
der Verédnderung der Zell-Zell-Kontakte korrelieren zu kénnen.

2.9.4.2. Mikromotion

Neben der Verdnderung des gemittelten Widerstandes iiber die Zeit zeigt sich in den Fluktua-
tionen des Widerstandes die sogenannte Micromotion. Unter Micromotion ist die Bewegung der
adhérenten Zellen auf der Goldelektrode selbst zu verstehen. Durch diese Bewegung kommt es zu
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Reorganisationen der Zell-Zell-Kontakte und damit zu Schwankungen der Widerstandsmessung.
Die Fluktuationen konnen als Mafk fiir die Aktivitit der Zellen gesehen werden [50].

Fiir die Analyse sind verschiedene Herangehensweisen moglich [55] um die Mikromotion der Endo-
thelzellschicht quantifizieren zu konnen. In dieser Arbeit werden die Fluktuation des Widerstands
der einzelnen Elektroden (bei einer Aufnahmefrequenz von 4000 Hz) in definierte Zeitintervalle
von zwolf Stunden untersucht. Es wird eine Varianzanalyse durchgefiihrt, indem innerhalb eines
Zeitintervall und pro Elektrode die Varianz der Fluktuation berechnet wird. Um nur die Schwan-
kungen zu quantifizieren und nicht den Trend des Widerstands in diesem Zeitintervall wird ein
sogenanntes ‘linear detrending’ durchgefiihrt. Von der Datenreihe einer Elektrode eines Zeitab-
schnitts wird die Geradengleichung der besten linearen Regression zur Korrektur der Messreihe
genutzt. Dies fiihrt dazu, dass die Daten lediglich Schwankungen um die Null zeigen. Aus den
linear korrigierten Daten wird die Varianz des Datensatzes als Maf fiir die Mikromotion berech-
net. Die Varianz wird fiir alle acht Elektroden eines Kanals berechnet und gemittelt. Die hierfiir
notwendige Datenanalyse wurde mit MATLAB durchgefiihrt.

In diesem File ist ebenfalls eine Mdoglichkeit zur Fourier-Analyse implementiert. Hierfiir werden
ebenfalls die trendkorrigierten Daten definierter Zeitabschnitte genutzt und das Powerspektrum
der Fast Fourier Analyse gegen den entsprechenden Frequenzbereich dargestellt. Die Idee ist,
mittels dieser Methode, die Frequenz bzw. Frequenzen, welche die Mikromotion dominieren zu
bestimmen. Dies ist mit den Daten dieser Arbeit leider nicht mdglich da die Abtastrate der
Messung pro Elektrode lediglich 0,0017 s betragt.

2.9.5. Korrelationsanalyse

Die Korrelationsanalyse wurde mit R durchgefiihrt. Hierfiir wurde eine Tabelle erstellt, die spal-
tenweise die Mittelwerte der Parameter enthilt. Die Zeilen sind dem jeweiligen Zeitpunkt der
Fixierung bzw. Messung zugeordnet (0h, 3h, 24h, 48h, 72h, 96 h). Folgende Parameter wur-
den verwendet (Fluss und Kontrolle): Fliche, Ausrichtung, Zellform, VE-Cadherin, Claudin-5,
Connein43, Widerstand und Zeitpunkte der Messungen. Verwendet wurde hierfiir der Befehl
‘corrgram’ des gleichnamigen Pakets [56]. Aus der eingelesenen Mittelwert-Tabelle wird mit Hil-
fe des genannten Befehls eine Korrelationsmatrix erstellt. Der Korrelationskoeffizient fiir je zwei
Parameter wird graphisch dargestellt und der Absolutwert ausgegeben. Der Korrelationskoeffi-
zient ry y der Merkmale x und y ist definiert nach Bravais und Pearson [57] und gibt den Grad
des linearen Zusammenhangs zwischen zwei Merkmalen wieder und liegt im Intervall [-1,1]. Man
spricht von negativer bzw. positiver Korrelation je nach Vorzeichen des Koeffizienten. Die sta-
tistische Signifikanz des Korrelationswert wird anhand der Berechnung des kritischen t-Werts
beurteilt. Fiir die sechs gegebenen Messwerte und einem Signifikanzniveau von p=0,05 ergibt
sich ein kritischer t-Wert von 2,7764.

2.9.6. Time Lapse Aufnahmen

Die Videos der Zeitrafferaufnahmen wurden mit ImageJ erstellt. Zunichst wurden jedoch die
Bilddateien im .tif-Format mit IrfanView in .jpg-Dateien umgewandelt. Die gewiinschten Einzel-
bilder werden in ImageJ geladen und zu einem Stack zusammengefiigt. Jedes Bild erhélt einen
Skalierungsbalken und einen Zeitstempel (Programmregister: Image — Stacks — Label). Ein
Video des Versuchs erhdlt man durch Speicherung des Bildstapels als .avi-Datei mit beliebig
festgelegter Bildrate in Bilder pro Sekunde.
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3. Ergebnisse

Alle Datentabellen und Diagramme der aufgefithrten Ergebnisse sind auf dem Datentréiger, wel-
cher der Arbeit beigelegt ist, zu finden. Auch die gezeigten Mikroskopieaufnahmen und erwédhnten
Time-Lapse-Filme sind auf diesem Datentrager hinterlegt.

3.1. Viskositatsmessung

Fiir den Kalibrierungsfaktor bei einem Winkel von =30 °C und einer Messtemperatur von 37 °C
ergab sich bei der durchgefiihrten Messung ein Wert von Ki(o)=8,84*1073. Die Ergbnisse der
verschiedenen gemessenen Fliissigkeiten sind in Tab. 3.1 gelistet.

Tabelle 3.1.: Messwerte der Viskositdtsmessung mit dem AMVn Viskosimeter bei 37°C und
einem Winkel von a—=30°.

’ Fliissigkeit Viskositit [mPa.s| ‘ VarCo |%] ‘
Wasser 0,6916 0,01
PBS 0,7024 0,01
ECGM + Supplement Mix 0,7154 0,02
ECGM + Supp. Mix | FCS 0,7326 0,01
FCS 25114 7.37

Die Messwerte zeigen, dass die Viskositét n von Wasser, PBS und dem Zellkulturmedium ECGM
mit verschiedenen Zusétzen in guter Ndherung 0,7 mPa.s betrdgt, was umgerechnet 0,007 Eggf
entspricht. Dieser Wert wird fiir alle Experimente als Wert fiir die Viskositdt im Programm

PumpControl zur Steuerung der Pumpe angegeben.

3.2. Western Blot

Abb. 3.1 zeigt beispielhaft den Nachweis der untersuchten Proteine: VE-Cadherin (Adherens
Junction), Claudin-5 (Tight Junction) und Connexin43 (Gap Junction). In gezeigten Fall wurden
15 L& Proteingehalt pro Bande aufgetragen. Das verwendete Lysat ist aus vier Kanélen, die unter
Fluss kultiviert wurden, hergestellt. Das VE-Cadherin erscheint als distinkte Bande bei etwa
140 kDa und ist deutlich zu sehen. Ein Nachweis von Claudin-5 ist bei beiden Scan Einstellungen
von 360 V und 420 V nicht nachweisbar. Moglicherweise liegt das daran, dass Claudin-5 in einer
zu geringen Menge vorliegt um es mittels Fluoreszenz detektieren zu konnen. Das Gap Junction
Protein Connexin43 ist wiederum als Bande bei 43kDa zu erkennen. Die Bande ist im zweiten
Scan mit 420 V jedoch besser zu erkennen.

Da der Nachweis der Proteine mittels Western Blot nicht weiter durchgefiihrt wurde, werden die
Ergebnisse auch nicht weitergehend diskutiert. Es ist festzuhalten, dass die entwickelte Metho-
de jedoch im Allgemeinen funktioniert. Im Fall von Claudin-5 muss der Nachweis jedoch noch
iiber Anpassungen des Versuchprotokolls erfolgen. Ansatzpunkte hierfiir sind eine Erhéhung der
aufgetragenen gesamten Proteinmenge, die Verwendung von mehr Zellen fiir ein Lysat oder die
Wabhl eines anderen Antikorpers fiir Claudin-5.
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Abbildung 3.1.: Scans der Nitrocellulosemembranen mit verschiedenen Fluoreszenzmarkierun-
gen fiir entsprechende Zell-Zell-Kontaktproteine.

3.3. Morphologie

Wie im Methodenteil beschrieben wurden die Verdnderung der morphologischen Parameter mit-
tels Bildanalyse der VE-Cadherin Farbung bestimmt. Die nachfolgenden Diagramme zeigen den
jeweiligen gemittelten Parameter aus den Mittelwerten von sieben unabhéngigen Experimenten.
Als Fehler ist immer die Standardabweichung der sieben Mittelwerte aufgetragen. In Tab. 3.2 ist
die Anzahl der insgesamt analysierten Zellen aus dem Zelltracking angegeben. In den Abbildun-
gen sind die wichtigen relevanten Signifikanzniveaus gekennzeichnet. Die paarweise getesteten
Stichproben sind verbunden und {iber der Markierung ist das Niveau angegeben. Folgende Sym-
bole entsprechen einem p-Wert von * — p<0,05, ** = p<0,01 und *** — p<0,001. In den Tabellen
sind nicht signifikant unterschieldliche Mittelwerte zweier Stichproben mit n.s. gekennzeichnet.
Die Tabellen aller durchgefiihrten Tests sind auf dem, der Arbeit beiliegenden, Datentrager hin-
terlegt. Es wurden die morphologischen Parameter Einzelzellfliche, Zellform und Ausrichtung
der Zellen untersucht. Die Diagramme aller drei Bedingungen sind gleich aufgebaut. Blaue Bal-
ken geben den Mittelwert der Zellen unter Flussbedingung wieder. Analog dazu sind die Werte
der Kontrollen in rot dargestellt. Die angegebene Stundenzahl entspricht jeweils der Dauer der
Kultivierung unter unterschiedlichen Bedingungen bis die jeweiligen Zellen fixiert worden sind.

Tabelle 3.2.: Anzahl der insgesamt getrackten Zellen fiir die morphologische Analyse aus sieben
unabhéngigen Experimenten.

Zeitpunkt Fluss Kontrolle
Oh 995 1052
3h 1607 1674
24 h 2392 2267
48h 2837 2678
72h 3145 2583
96 h 3235 2560

3.3.1. Phasenkontrastaufnahmen

Phasenkontrastaufnahmen, die die morphologische Erscheinung der Zellschicht in den Kanélen
deutlich zeigen sind beispielhaft in Abb. 3.2 gezeigt. Die Abbildung zeigt die HUVEC in Passage
3 eines Experiments unter Kultivierungsbedingungen bei konstanten 10 ng;, der Pfeil gibt die
Flussrichtung an, oder die statische Kultivierung. Die angegebene Stundenzahl in der rechten
oberen Ecke jeder Aufnahme entspricht den Fixierungszeitpunkten fiir die Analysen basierend

auf den Immunfluoreszenzféarbungen.
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Zum Zeitpunkt 0h (2 Stunden nach Einsaat) sehen die Bilder beider Bedingungen gleich aus, da
die Fixierung vor Start des Flusses statt fand. Es liegt eine annéhrend geschlossene Endothel-
schicht vor. Drei Stunden nach Start der unterschiedlichen Kultivierungsbedingungen ist eine
erste Ausrichtung in Flussrichtung teilweise zu erkennen. Der Unterschied der morphologischen
Erscheinung im Vergleich zur Kontrollbedingung ist noch nicht stark ausgepragt. Zum Zeitpunkt
der dritten Fixerung (24 h) sind Unterschiede vor allem in der Ausrichtung deutlich zu erkennen.
In der Kontrollgruppe sieht man, dass eine Ausrichtung nur in kleineren Domé#nen des Aus-
schnitts vorhanden ist. Das Erscheinungsbild beider Bedingungen zeigt zu den darauffolgenden
Tagen (48 h und 72h) nur geringe Abweichungen zur Morphologie der HUVEC an Tag 1. Auffil-
lig ist, dass der Bereich um den Zellkern von Zellen unter Fluss deutlich dunkler und kompakter
erscheint wie unter Kontollbedingungen. Nach 96 Stunden der Kultivierung sieht man in den
Kontrollen vermehrt, dass die Zellen beginnen iibereinander zu wachsen, was in einer intakten
Endothelzellschicht nicht der Fall sein sollte. Unter Flussbedingungen scheinen die Zellen zum
Teil die Ausrichtung leicht aufzulésen. Aussagen iiber die drei morphologischen Parameter sind
nur unter Bertrachtung der Aufnahmen schwer zu treffen, weshalb wie beschrieben eine compu-
tergestiitzte Quantifizierung durchgefiithrt wurde.

3.3.2. Zellflache

Das Balkendiagramm in Abb. 3.3 zeigt die mittlere Zellfliche in pm? zu den sechs untersuchten
Zeitpunkten. Die Mittelwerte mit dazugehorigen Standardabweichungen sind Tab. 3.3 zu entneh-
men.

Tabelle 3.3.: Zellfliche aufgetragen als Mittelwert + Standardabweichung (n="7)

Zeitpunkt Fluss [pm?| ‘ Kontrolle [pm?| ‘
Oh 1027+121 1032+96
3h 952+130 955+92
24h 945+193 879+133
48h 775+£106 786100
72h 707+69 793+66
96h 685461 80287

Wie man erwarten wiirde, ist die mittlere Zellfliche zum ersten Zeitpunkt zwischen beiden Grup-
pen gleich und betrégt rund 1030 pm?. Unter beiden Bedingungen nimmt die mittlere Zellfliche
iber den Versuchszeitraum von vier Tagen ab. Jedoch ist die Zellfldche unter Flussbedingungen
ab dem Zeitpunkt 72 h signifikant kleiner als die mittlere Flache der Kontrollen zu den entspre-
chenden Zeitpunkten. Zwischen erstem und letztem Zeitpunkt &ndert sich die Zellfliche unter
Fluss um ca. 350 pm?, die Zellen unter Kontrollbedingungen lediglich um 230 um?. Die Zellfl4-
che ist unter Kontrollbedingungen bereits nach einem Tag signifikant kleiner als zu Beginn des
Versuchs. Unter Bedingungen der Flusskultivierung ist der Unterschied erst nach zwei Tagen
statistisch nachweisbar, der p-Wert ist dann jedoch kleiner als 0,1 %. An dieser Stelle ist zu er-
wéahnen, dass bei einem Teil der Experimente beobachtet wurde, dass die Zellfliche unter Fluss
zwischen der Fixierung bei 3h und der Fixierung bei 24h zu genommen hat. Dadurch ist auch
die hohere Standardabweichung zu diesem Zeitpunkt zu erkldren. Die Abnahme der Zellfliche
zwischen zwei Messzeitpunkten innerhalb einer Bedingung ist in beiden Féllen nie signifikant.
Abschliefsend l&dsst sich berechnen, dass im Mittel die Zellen der Kontrolle nach vier Tagen um den
Faktor 1,17 grofer sind als flusskonditionierte Zellen. Verglichen mit der urspriinglichen Zellfldche
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zu Beginn von 1030 pm? nimmt die Fliche unter Fluss um 33 % und unter Kontrollbedingungen
nur um 22 % ab.

kK
I *hk I I
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Abbildung 3.3.: Die mittlere Zellfliiche [pm?| zum jeweiligen Zeitpunkt der Fixierung. Gezeigt
sind die Mittelwerte mit Standardabweichung der Fliche (n=7). In Blau flusskultivierte Zellen,
in Rot Messergebnis der Kontrollbedingung.

3.3.3. Zellform

Die Zellform wird bestimmt iiber das Achsenverhéltnis ﬁ%ﬁi:g, der in die Zellen gefitteten

Ellipsen und wird als Elongationsfaktor bezeichnet. Der Wert gibt an wie viel ldnger als breit eine
Zelle ist. Zur Veranschaulichung sind im Balkendiagramm (Abb. 3.4) Ellipsen eingezeichnet, die
immer die gleiche Lénge der Nebenachse haben und die Hauptachse der Ellipse ist das angegebene
Vielfache der Nebenachse. Die exakten Messwerte sind Tab. 3.4 zu entnehmen.

Tabelle 3.4.: Zellform als Verhéltnis der Hauptachse zur Nebenachse zu den verschiedenen Ana-
lysezeitpunkten angegeben als Mittelwert + Standardabweichung.

Zeitpunkt Fluss ‘ Kontrolle
Oh 1,8240,07 1,8840,16
3h 2,4340,13 2,1440,09
24h 3,114+0,48 2,53+0,28
48h 2,9340,48 2,75+0,45
72h 2,4840,29 2,7140,45
96h 2,30+0,23 2,6540,44

Betrachtet man zuerst die Verdnderung des Achsenverhiltnis der Zellen unter Flussbedingun-
gen, sieht man, dass diese sich wihrend des ersten Tages der Kultivierung (Messung 3h und
24 h) hoch signifikant veréndern und deutlich linglicher werden von 1,8 auf 3,1. Bereits nach drei
Stunden sind die Zellen deutlich elongiert. Auch die Zellen der Kontrolle &ndern ihre Zellform
in einen elongierteren Zustand, jedoch sind die Kontrollen zu den Messpunkten 3h und 24h
statisch unterschiedlich zu den flusskultivierten Zellen und weniger gestreckt. Der Unterschied
zwischen beiden Bedingungen ist allerdings nach dem ersten Tag statistisch nicht mehr vorhan-
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den. Das bedeutet, die Zellen unter Fluss verlieren ihre deutlich gestrecktere Form gegeniiber
den Kontrollzellen.

4.0+
3.5+
3.0
2.5+
2.0

1.5+

Achsenverhaltnis Hauptachse/Nebenachse

72h 96h

Zeit W Fluss B Kontrolle

Abbildung 3.4.: Verdnderung der Zellform definiert als Verhéltnis zwischen Hauptachse und
Nebenachse. Angabe als Mittelwert £+ Standardabweichung (n=7).

3.3.4. Ausrichtung der Zellen

Fiir die Bestimmung der Zellausrichtung wurde nicht der Mittelwert der Winkel der Hauptachse
verwendet, sondern der Sinuswert dieses Winkels. Dies ist notwendig, da unter beiden Bedin-
gungen (Fluss und Kontrolle) der Mittelwert des Winkels um 90 ° streut. Dies entspricht auch
dem Erwartungswert fiir beide Falle der Kultivierung. Die Flussrichtung ist definiert als 90°
und entspricht dem Normalenvektor auf die Flussfront. Der gesamte Winkelbereich liegt im Be-
reich von 0° bis 180 °, da der Algorithmus in ImageJ zur Generierung der Daten nicht zwischen
zum Beispiel 90° und 270 ° unterscheidet. Unter Fluss wiirde man davon ausgehen, dass sich
die Zellen in Flussrichtung ausrichten und normalverteilt sind. Unter Kontrollbedingungen sollte
sich allerdings kein Einfluss auf die Ausrichtung der Zellen zeigen und alle Winkel zwischen 0°
und 180 ° gleich wahrscheinlich, also gleichverteilt sein. Dass man diese Annahme machen kann,
wird in Abb. 3.5 deutlich. In beiden Diagrammen wurde die empirische Verteilungsfunktion der
Messdaten aufgetragen, links flusskultivierte Zellen und rechts Zellen der Kontrolle, (schwarzer
Graph) und die empirische Verteilungsfunktion von simulierten Zufallszahlen der entsprechend
angenommenen Verteilung (roter Graph) eingezeichnet. Es ist sehr wahrscheinlich, dass die ge-
zeigten Daten den angenommenen Verteilungen folgen. Folglich kann in beiden Féllen von einem
Erwartungswert von 90 ° ausgegangen werden, was sich auch in den Daten als Mittelwert zeigt.

Aus diesem Grund wird der Sinuswert aller Winkel berechnet und der mittlere Sinuswert im
Balkendiagramm der Abb. 3.6 dargestellt. Umso mehr die Gesamtheit der Zellen ausgerichtet ist,
desto naher muss der Mittelwert der Sinuswerte gegen 1 tendieren, da gilt sin(7/2)=1. Fiir die In-
terpretation des Graphen ist es wichtig zu erwidhnen, dass der Erwartungswert fiir die Sinuswerte
einer gleichverteilten Zufallsvariable auf dem Intervall [0,n] exakt 2/x ist, also ca. 0,64. Liegt also
keine Ausrichtung vor, sollte der Mittelwert der Daten nicht signifikant unterschiedlich sein von
0,64. Testet man dies durch einen zweiseitigen t-Test einer Stichprobe mit der Nullhypothese,
dass der Mittelwert gleich 2/x ist, muss die Nullhypothese fiir alle Mittelwerte der Kontrollen
und der ersten Fixierung unter Flussbedingung (0h) angenommen werden. Fiir alle anderen
Mittelwerte der flusskultivierten Zellen ist der Wert jedoch hoch signifikant unterschiedlich vom
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Empirische Verteilungsfunktion Fn

Fluss Kontrolle

Enliinkel)

Abbildung 3.5.: Gezeigt ist die empirische Verteilungsfunktion anhand eines Datensatzes zu
einem Zeitpunkt. Der schwarze Graph zeigt die empirische Verteilung der Daten und in rot
ist die Verteilung von Zufallszahlen gezeigt. Das linke Diagramm zeigt die Winkel von fluss-
kultivierten Zellen mit der Annahme einer Normalverteilung. Das zweite Diagramm zeigt den
Ausrichtungswinkel der Kontrollzellen unter der Annahme einer Gleichverteilung der Winkel.

berechneten Erwartungswert.
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Abbildung 3.6.: Ausrichtung der Zellen als Mittelwert + Standardabweichung der Sinuswerte
der Ausrichtungswinkel (n=7).

Betrachtet man den zeitlichen Verlauf unter Flussbedingungen, wird deutlich, dass bereits nach
drei Stunden eine deutliche Ausrichtung stattgefunden hat und der Mittelwert signifikant un-
terschiedlich ist zum Ausgangswert von 0,63 (Tab.3.5). Es findet jedoch noch bis zur Messung
nach einem Tag eine stirkere Ausrichtung in Flussrichtung statt. Diese starke Ausrichtung bleibt
bei einem Wert von 0,93 auch an Tag 2 erhalten und bleibt statistisch gleich bis zum dritten
Tag. Zum Mittelwert des letzten Zeitpunkt zeigt sich eine leichte Abnahme der Ausrichtung (p-
Wert von 0,047). Eine deutliche Ausrichtung im Vergleich zur Kontrolle bleibt jedoch erhalten.
Die Kontrollen bleiben iiber den gesamten Zeitraum auf dem Niveau des Erwartungswertes, die
Ausrichtungswinkel der Kontrollen bleiben also iiber den gesamten Winkelbereich verteilt.
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Tabelle 3.5.: Ausrichtung der Zellschicht ausgehend von den Sinuswerten der Ausrichtungswin-
kel aufgetragen als Mittelwert + Standardabweichung (n=7)

’ Zeitpunkt \ Fluss ‘ Kontrolle ‘
Oh 0,63+0,03 0,63+0,03
3h 0,85+0,03 0,65+0,02
24h 0,93+0,03 0,684+0,05
48h 0,93+0,03 0,69+0,06
72h 0,91+0,03 0,6410,05
96h 0,88+0,02 0,68+0,06

3.4. Zell-Zell-Kontakt Proteine

3.4.1. VE-Cadherin - Adherens Junction

Das Adherens Junction Protein VE-Cadherin zeigt iiber den Beobachtungszeitraum von 96 Stun-
den Verdnderung iiber die Zeit und Unterschiede zwischen den zwei verschiedenen Kultivierungs-
bedingungen. In Abb. 3.7 sind exemplarisch Férbungen zu allen Zeitpunkten abgebildet. Zwei
Stunden nach Einsaat der HUVEC in die Kanéile haben sich bereits VE-Cadherine ausgebildet
und die Zellschicht ist zum grofen Teil geschlossen. Zur Orientierung ist die DAPI Férbung der
Zellkerne zusétzlich gezeigt. Diese beiden Bilder geben das Erscheinungsbild vor Start der Fluss-
konditionierung wieder und entsprechen dem Zeitpunkt 0 h. Betrachtet man zuerst den zeitlichen
Verlauf der Ausbildung der Adherens Junction unter Scherspannung (Abb.3.7: 1. und 2. Spalte)
sieht man anhand der VE-Cadherine, welche die Zellrédnder deutlich wiedergeben, die Ausrich-
tung der Zellen in Flussrichtung. Nach drei Stunden ist, wie zu Beginn der Kultivierung, ein
deutliches Fluoreszenzsignal im Cytoplasma zu sehen, aber die Zellrdnder sind durch Bildung
der Adherens Junction ebenfalls gut zu erkennen. Nach einem Tag der Flusskultivierung ist die
Zellschicht entgiiltig komplett konfluent und die Zell-Zell-Kontaktfliche ist zwischen allen Zellen
deutlich ausgebildet. Dieses Erscheinungsbild des VE-Cadherins bleibt auch nach 48 h und 72h
optisch erhalten. Aufnahmen der letzten Fixierung bei 96h zeigen an einzelnen Stellen kleine
Unterbrechungen der Zellrdnder und die Intensidt der VE-Cadherinfirbung erscheint schwécher.
Die HUVEC der Flusskultivierung zeigen zudem vom ersten Tag bis zum vierten Tag gleichméfig
breite Zellrander.

Das Fluoreszenzsignal unter Kontrollbedingungen unterscheidet sich bis zur Aufnahme bei 48 h
nicht deutlich von dem Signal der flusskultivierten HUVEC (Abb.3.7: 3. und 4. Spalte). Das
Signal im Cytoplasma ist vor allem zum ersten und zweiten Zeitpunkt, wie auch unter Fluss,
deutlich vorhanden und es zeigen sich Liicken in der Zellschicht. Danach liegt eine konfluente
Zellschicht vor, jedoch zeigen sich unterschiedlich breite Zellrdnder und gerade an breiten Stellen
zeigt sich, dass die VE-Cadherine nicht gleichméfig tiber die Kontaktfliche verteilt sind, sondern
Locher freilassen. Diese Charakteristik wird seperat an Konfokalaufnahmen erldutert. Die In-
tensitdt der Fluoreszenz der Kontrollen scheint iiber den gesamten Zeitraum der vier Tage nicht
abzunehmen. Beide Bedingungen zeigen, dass die Zellrdnder benachbarter Zellen nicht glatt sind,
sondern sich hiufig 'Reifiverschluss-Strukturen’ ausbilden. Es bilden sich gezackte Rénder, wie
wenn die Zellen sich durch die vergrofierte Fliache ineinander verharken wiirden.
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Abbildung 3.7.: Immunfluoreszenzfirbung der VE-Cadherine (Adherens Junction). VE-
Cadherine sind in cyan und Zellkerne in blau dargestellt. Die ersten zwei Spalten zeigen fluss-
konditionierte HUVEC zu einzelnen Messzeitpunkten (Stundenangabe in rechter oberer Ecke)
und der Pfeil gibt die Flussrichtung an. Analog sind in Spalte drei und vier HUVEC unter
Kontrollbedingungen gezeigt. Aufnahmen mit Nikon Eclipse Ti und Objektiv PlanFluor 20x
NA 0.45.
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Abbildung 3.8.: Mittelwerte mit zugehorigen Standardabweichungen des Intensitétsratio der
Zellrdnder zum Cytoplasma der Bildanalyse des VE-Cadherins (n=8).
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Das Diagramm der Abb. 3.8 zeigt das Ergebnis der quantifizierten Analyse der Verdnderung der
VE-Cadherine. Verwendet wurden acht Messungen und es ist der Mittelwert mit Standardab-
weichung aufgetragen. Als Maf fiir die Verdnderung ist das Verhiltnis der mittleren Grauwerte
zwischen Zell-Zell-Kontaktfliche und Cytoplasma verwendet. Bis 24 Stunden zeigen sich bei der
Ausbildung der VE-Cadherine zwischen den beiden untersuchten Bedingungen keine statisti-
schen Unterschiede und das Intensitdtsverhiltnis nimmt siginifkant zu zwischen Oh und 24 h.
Unter Flussbedingungen bleibt das Verhéltnis nach dem ersten Tag bis zu Versuchsende kon-
stant. Die Kontrollen zeigen ein verzogertes konstantes Verhalten nach Tag 2, davor kommt es
noch zu einer Zunahme des Intensitéitsverhiltnisses. Auffallend ist, dass ab dem zweiten Tag
das Fluoreszenzsignal der Zell-Zell-Kontakte unter Kontrollbedingung signifikant stérker ist im
Vergleich zum mittleren Intensitdtswert des Cytoplasmas, als unter Flusskonditionierung.

3.4.2. Claudin-5 - Tight Junction

Claudin-5 entwickelt sich iiber den gesamten Zeitraum von 96 Stunden stark unterschiedlich je
nach Kultivierungsbedingung. Die in Abb. 3.9 gezeigten Immunfluoreszenzaufnahmen sind ana-
log angeordnet zu den VE-Cadherin Farbungen. Zu Beginn des Experiments zeigt sich eine
vergleichbare Farbung des Claudin-5. Vereinzelt sind definierte Zellrdnder zu erkennen und in
einigen Zellen ist ein deutliches Signal im Cytoplasma sichtbar. Dieses ist nicht diffus (siehe
VE-Cadherin Féarbung zum gleichen Zeitpunkt), sondern erscheint punktuell. Unter Fluss ist zu
keinem Zeitpunkt eine homogene Ausbildung der Zellrinder durch das untersuchte Tight Junc-
tion Protein zu erkennen. Bis zum zweiten Tag scheint das Signal im Cytosol in allen Zellen
vorhanden zu sein und liegt gleichméfig verteilt vor. Am dritten und vierten Tag nimmt das Si-
gnal im Cytoplasma ab und Fluoreszenz ist nur an einzelnen definierten Zellrdndern erkennbar.
Das Ausbilden der Tight Junction durch Claudin-5 ensteht nur partiell und erscheint in einigen
Abschnitten, iiber den gesamten Kanal betrachtet, iberhaupt nicht. Es ist aber durch die Fér-
bungen der Kontrollen sicher, dass HUVEC in der Lage sind Claudin-5 gleichmé&fig auszubilden
(Abb.3.9: 48 h, 72h, 96 h). Im Fall der Kontrolle ist bis 48 Stunden ebenfalls ein diffuses Fluores-
zenzsignal im Cytosol der HUVEC zu erkennen, wobei bereits nach einem Tag spitestens nach
zwei Tagen ein beinahe homogenes Erscheinungsbild von Claudin-5 eingetreten ist. Im Vergleich
zu den VE-Cadherine zeigen sich die vorhandenen Zellrdnder deutlich schmaéler, gezackte Rander
des interzelluldren Spaltes bleiben erhalten.
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Abbildung 3.10.: Mittelwerte mit zugehdrigen Standardabweichungen des Intensitétsratio der
Zellrdnder zum Cytoplasma der Bildanalyse von Claudin-5 (n=4).
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48h
50 pm

Abbildung 3.9.: Immunfluoreszenzfirbung des Claudin-5 (Tight Junction). Claudin-5 sind in
rot und Zellkerne in blau dargestellt. Die ersten zwei Spalten zeigen flusskonditionierte HUVEC
zu einzelnen Messzeitpunkten (Stundenangabe in rechter oberer Ecke) und der Pfeil gibt die

Flussrichtung an. Analog sind in Spalte drei und vier HUVEC unter Kontrollbedingungen
gezeigt. Aufnahmen mit Nikon Eclipse Ti und Objektiv PlanFluor 20x NA 0.45.

Betrachtet man die Verdnderung des Intensitédtsverhéltnisses (Abb. 3.10) iiber die Zeit, zeigt sich,
dass die Intensitéit an den Zellrdndern im Vergleich zum Cytoplasma in den Kontrollen zunimmt.
Nach 48 Stunden ist ein signifikant stérkeres Fluoreszenzsignal an der Zell-Zell-Kontaktfléache
vorhanden, welches auch bis zu Tag 3 weiter zunimmt. Unter Flussbedingungen nimmt das
Verhéltnis jedoch nach einem Tag ab und bleibt dann auf einem vergleichbaren Level konstant.
Dies stimmt mit den Beobachtungen iiberein und es ist nach dem ersten Tag ein deutlicher
Unterschied zwischen dem Intensitétsverhéltnis der Flusszellen und der Kontrollen zu sehen.

3.4.3. Connexin43 - Gap Junction

Betrachtet man das Gap Junction Protein Connexin43 zeigt sich iiber den kompletten Versuchs-
verlauf von vier Tagen ebenfalls ein deutlicher Unterschied im Erscheinungsbild von Connexin43
zwischen Fluss und Kontrolle, siehe Abb. 3.12. Die Ausbildung von Connexin43 zeigt erst bei der
Farbung nach 48 h einen deutlichen Unterschied im Erscheinungsbild zwischen Fluss und Kontrol-
le. Zu den drei Zeitpunkten davor sind keine klaren Zellrénder bei den Zellen beider Bedingungen
erkennbar und es zeigen sich nur Punkte und ein stérkers perinukledres Fluoreszenzsignal. Neben
diesem Signal nahe dem Zellkern ist kaum Fluoreszenz im Cytoplasma zu erkennen. Dieses Fr-
scheinungsbild bleibt unter Fluss erhalten. Die Zellen, die unter Kontrollbedingungen kultiviert
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wurden, zeigen dazu Unterschiede. Die Intensitét an den Zellrdndern nimmt deutlich zu und die
punkthaften Fluoreszenzsignale schlieffen sich zu einem fast durchgehenden Signal, welches die
Zellréinder gut wieder gibt. Am zweiten und dritten Tag der Kontrolle erscheint zu dem auch das
Signal im Cytosol stéirker. An Tag 4 ist dieses jedoch nicht mehr zu sehen.

Die Auswertung der Intensitdtsverhéltnisse (Abb.3.11) der Fluoreszenzbilder von Connexin43
zeigen unter Fluss, dass es kaum zu Verdnderung des Verhéltnisses kommt. Lediglich nach drei
Stunden der Flusskultivierung zeigt sich ein statistisch relevanter Anstieg, der jedoch nach ei-
nem Tag wieder auf den Anfangswert zuriickgekehrt ist und auf diesem Niveau fiir die restliche
Versuchsdauer verbleibt. Bei der Kontrolle hingegen zeigt sich erst nach einem Tag ein Anstieg
des Intensitétsratio bezogen auf den Anfangswert. Dieser Wert nach dem Anstieg steigt {iber
die verbleibenden drei Tage des jeweiligen Experiments noch leicht an. Ein Unterschied zwi-
schen den Kultivierungen zeigt sich, wie auch in den Fluoreszenzbildern, nur zu den letzten drei
Untersuchungszeitpunkten.
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Abbildung 3.11.: Mittelwerte mit zugehorigen Standardabweichungen des Intensitétsratio der
Zellrinder zum Cytoplasma der Bildanalyse von Connexin43 (n—=4).

3.4.4. Konfokalmikroskopische Aufnahmen
3.4.4.1. Ubersichtsaufnahmen

Um das Erscheinungsbild der drei untersuchten Zell-Zell-Kontakt Proteine besser zu analysie-
ren sind in Abb. 3.13 Fluoreszenzbilder, die mittels Konfokalmikroskopie aufgenommen worden
sind, gezeigt. Zur besseren Orientierung ist die DAPI-Férbung der Zellkerne mit der Aufnah-
me eines Junction Proteins iiberlagert. Gezeigt sind nur Bilder von drei Zeitpunkten: Start des
Experiments (0h), nach einem Tag (24h) und am Ende des Versuchs (96h). Die erste Zeile der
Abbildung zeigt das Fluoreszenzsignal der Claudin-5 Férbung, die zweite das von Connexin43
und die letzte Zeile das VE-Cadherin.

In den gezeigten Aufnahmen wird im Fall von Claudin-5 deutlich, dass sich schmale Zellrénder
ausbilden, wenn das Protein vorhanden ist. Besonders deutlich und homogen sind diese allerdings
nur in den Kontrollen ausgebildet. Da unter Fluss Claudin-5 keine homogen verteilte Ausbildung
von Tight Junction der gesamten Zellschicht zeigt, kann dieses nicht fiir die mechanische Stabilitét
verwantwortlich sein.

Bei den Aufnahmen von Connexin43d wird deutlich, dass das perinukledre Signal in fast allen
Zellen nur auf einer Seite des Zellkerns ist. Die Fluoreszenzmarkierung zeigt zu dem keine in
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Abbildung 3.12.: Immunfluoreszenzfarbung des Connexin43 (Gap Junction). Connexin43 sind
in gelb und Zellkerne in blau dargestellt. Die ersten zwei Spalten zeigen flusskonditionierte HU-
VEC zu einzelnen Messzeitpunkten (Stundenangabe in rechter oberer Ecke) und der Pfeil gibt
die Flussrichtung an. Analog sind in Spalte drei und vier HUVEC unter Kontrollbedingungen
gezeigt. Aufnahmen mit Nikon Eclipse Ti und Objektiv PlanFluor 20x NA 0.45.

sich geschlossene Struktur, sondern scheint eine Ansammlung von groferen Vesikeln zu sein.
Das Connexind3 an den Zellrdndern scheint zudem punktuell anzuordnen. Unter Fluss wirkt die
Verteilung an den Zellrdndern mit grofsen Absténden gleichverteilt. Im Fall der Kontrolle scheint
sich das Gap Junction Protein gleichméafig iiber die kompletten Zellrdnder zu verteilen.

In den konfokalen Aufnahmen der VE-Cadherin Férbung wird die bereits erwéihnte typische
Reiftverschluss-Struktur besonders deutlich. Es zeigt sich, dass die VE-Cadherine eine maschen-
artige Verteilung iiber die gesamte Zell-Zell-Kontakt Fliche ausbilden. Dadurch entstehen in
der Kontaktflache kleine VE-Cadherin freie Locher. Die Breite der Zellrander erscheint zwischen
Fluss und Kontrolle sehr unterschiedlich. Im Fluss sind viele Zellrdnder sehr diinn und der ma-
schenartige Aufbau ist nicht zu erkennen. Wohingegen im Fall der statisch kultivierten HUVEC
hiufig Zellrander auftreten, die ein Vielfaches der Breite der unter Fluss kultivierten Zellen auf-
weisen. Exemplarisch sind in Abb. 3.14 der komplette Zellrand je einer Zelle unter Fluss (A) und
einer Zelle unter Kontrollbedingungen gezeigt (B).

Zur besseren Ubersicht der gezeigten Proteinfirbungen wurden bisher keine Aufnahmen des Ak-
tinskeletts gezeigt. Es wurde aber in allen durchgefiihrten Versuchen festgestellt, dass sich die
Aktinfasern parallel zur Flussrichtung ausrichten. Abb.3.15 A zeigt deutlich, dass die Ausrich-
tung des Aktinskeletts parallel zur Flussrichtung angeordnet ist und sich deutliche Stressfasern
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Abbildung 3.13.: Konfokale Aufnahmen mit Leica Laser-Scanning-Mikroskop SP5 (63x 1.4 Ol Objektiv). Zeitliche Entwichlung von Claudin-5
(rot), Connexin43 (gelb) und VE-Cadherin (cyan) zu den angegebenen Zeitpunkten (Pfeil gibt Richtung der Flusskultivierung an).
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Abbildung 3.14.: Unterschiedliche Breite der Zellrdnder von Zelle, die unter Scherspannung
kultiviert wurden (A) und kultivierte HUVEC ohne Scherspannung (B). Der eingezeichnete
Skalierungsbalken entspricht 15 pm

Abbildung 3.15.: Konfokale Mikroskopiebilder des Aktinskeletts (rot), angefiarbt durch
Phalloidin-AF660, verdeutlichen die Ausrichtung der Aktinfasern unter Fluss in Pfeilrichtung
A. Im Vergleich dazu ist das Aktin unter Kontrollbedingungen in B gezeigt.

bilden. Das Aktinskelett unter quasi statischer Kultivierung zeigt dazu deutliche Unterschie-
de (Abb.3.15 B). Die Aktinfasern scheinen weniger stark ausgebildet und es zeigt sich keine
Ausrichtung des Aktinskeletts aller Zellen in eine Richtung. Es ist aber festzuhalten, dass sich
Aktinfasern ausbilden und dass sich diese innerhalb einer Zelle bevorzugt parallel zu einander
anordnen.

3.4.4.2. z-Stapel

Die Aufnahmen von z-Stapeln zeigen, dass jedes der untersuchten Proteine ungeordnet iiber den
interzelluldren Spalt verteilt ist. Anhand der begrenzten Anzahl an Aufnahmen konnte kein Un-
terschied der Verteilung der Proteine zwischen flusskonditionierten HUVEC und den Zellen der
Kontrolle festgestellt werden. Exemplarisch sind auf dem Datentriger einige z-Stapel als Vide-
odateien hinterlegt. Eine Stapelaufnahme verlduft in z-Richtung von apikal nach basal. Abb. 3.16
zeigt exemplarisch vier Aufnahmen eines Stapels aus verschiedenen z-Ebenen. Die z-Ebene ist
in der rechten oberen Bildecke in pm angegeben. Der Skalirungsbalken jedes Bildes entspricht
10 pm. Gezeigt ist ein z-Scan von HUVEC kultiviert unter Kontrollbedingungen nach 96 Stunden
mit der Immunfluoreszenzfirbung von VE-Cadherin (cyan) und Connexin43 (gelb). Der Graph
in der Abbildung rechts gibt die mittlere Intensitét fiir jeden Fluoreszenzkanal in Abhéngigkeit
von der z-Position wieder. Das Maximum von VE-Cadherin und Connexin43 ist auf gleicher
Hohe, dort liegt folglich das meiste Protein vor. Auch die Férbungen von VE-Cadherin und
Claudin-5 zeigen sehr &hnliches Verhalten, zudem ist kein deutlicher Unterschied zwischen Fluss
und Kontrolle sowie im zeitlichen Verlauf zu sehen. Die absoluten Werte des mittleren Grauwerts
unterscheiden sich zudem stark, vergleichbar mit den Weitfeld Aufnahmen. Aus diesen Griinden
werden die Ergebnisse der z-Scans nicht weiter diskutiert.
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Abbildung 3.16.: Stapelaufnahme in z-Richtung von VE-Cadherin (cyan) und Connexin43
(gelb). Die vier gezeigten Bilder sind aus unterschiedlichen z-Ebenen, diese ist in der rechten
oberen Ecke angegeben. Das Diagramm zeigt den gemittelten Grauwert jedes Fluoreszenzsi-
gnals in Abhéngigkeit von der z-Position.

3.5. Impedanz Messung

3.5.1. Widerstand

Uber einen Zeitraum von vier Tagen zeigen sich deutliche Unterschiede zwischen dem Verlauf des
Widerstandes, der durch die HUVEC unter Fluss- und Kontrollbedingungen ausgebildet wird,
siehe Abb. 3.17. Das gezeigte Diagramm stellt den Verlauf des Mittelwerts von drei unabhéngigen
Experimenten da. Die schattierten Flachen beider Graphen geben jeweils die Standardabeichung
an. Zu Beginn der Experimentaufzeichung ist ein unterschiedlich breiter Peak zu erkennen, dieser
entsteht als Antwort auf das Anlegen der Scherspannung (Fluss 10 jgj;, Kontrolle ca. 0,75 jgj;),
wobei der Peak unter Flussbedingung iiber einen deutlich kiirzeren Zeitraum zu sehen ist. Nach
diesem Peak steigt der gemessene Widerstand an der Zellschicht auf den Elektroden unter beiden
Bedingungen bis 25 Stunden an. Unter Flussbedingungen scheint sich der erhohte Widerstand
schneller auszubilden. Nach etwa einem Tag beginnt der Widerstand unter Flussbedingungen
(blauer Graph) kontinuierlich abzunehmen und erreicht auch nach vier Tagen keinen konstanten
Minimalwert. Der Widerstand der Kontrolle (roter Graph) nimmt bis ungefihr 50 Stunden noch
leicht zu und pendelt sich dann auf ein Niveau ein. Die schattierten Flichen beider Graphen
geben jeweils die Standardabeichung an. Die Phasenkontrastbilder zeigen fixierte HUVEC nach
vier Tagen, A zeigt Zellen auf einer Kontrollelektrode und B flusskonditionierte Zellen.

Tabelle 3.6.: Widerstand [k2] zu definierten Zeitpunkten aufgetragen als Mittelwert + Stan-
dardabweichung (n=24).

’ Zeitpunkt ‘ Fluss Kontrolle
Oh 6,97+1,74 7,8142,12
3h 8,66+2,63 8,89+2,66
24h 15,8940,90 14,56+1,52
48h 13,084+1,20 16,39+£1,65
72h 11,45+0,91 17,07+1,45
96h 10,22+£696,44 17,67£0,06
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Abbildung 3.17.: Verlauf des Widerstand [Q2] gezeigt als Mittelwert mit zugehoriger Standard-
abweichung (n=24; drei Experimente mit je 8 Elektroden). Phasenkontrastbilder rechts zeigen
fixierte HUVEC nach 96h (Nikon Eclipse TiE, 10x Objektiv). Der Ring gibt den Rand ei-
ner Elektrode wieder (Durchmesser der Kreiselektrode von 250pm). A Kontrollbedingung, B
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Abbildung 3.18.: Messwerte des Widerstand [Q] als Mittelwert +Standardabweichung (n—24)
zu bestimmten Zeitpunkten.

Betrachtet man die Absolutwerte des Widerstands zu den sechs Zeitpunkten, zu denen die Mor-
phologie und die Verdnderung der Zell-Zell-Kontakte analysiert wurden, erhélt man bei Auf-
tragung der Mittelwerte von drei unabhéngigen Experimenten (Messung an 24 Elektroden pro
Bedingung) einen Graphen, der mit den vorher aufgezeigten Ergebnissen verglichen werden kann.
Das Balkendiagramm der Abb. 3.18 gibt die beschriebene Verédnderung des Widerstands an. Zu
Beginn der Experimente und auch nach drei Stunden ist der Widerstand der Kontrolle und des
Flusses statistisch gleich. Der Widerstand nimmt, wie auch in Abb. 3.17 deutlich zu sehen, bis zu
24 Stunden stark zu und erreicht im Fall der flusskultivierten HUVEC sein Maximum. Danach
nimmt der Widerstand unter der Flussbedingung signifikant ab. Der Widerstand der Kontrolle
steigt bis zum zweiten Tag an und bleibt dann im Mittel auf einem Wert um die 17k). Die
exakten Mittelwerte mit Standardabweichung sind in Tab. 3.6 aufgefiihrt.
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3.5.2. Mikromotion

Zur Untersuchung der zeitlichen Verdanderung der Mikromotion beider Bedingungen wird die Ge-
samtdauer des Experiments von 96 Stunden in acht zwdlf Stunden Intervalle unterteilt. Fiir jedes
dieser Intervalle wird die Varianz der Fluktuationen des Widerstands (gemessen bei 4000 Hz) ei-
ner Elektrode berechnet. Betrachtet man den Verlauf des Widerstandes von kultivierten HUVEC
unter Fluss- bzw. Kontrollbedingungen anhand einer Messung einer Elektrode, sieht man, dass
die Schwankungen des Widerstands stark unterschiedlich sind zwischen den Bindungen. Beson-
ders deutlich wird dies nach ca. 40 Stunden des Experiments (Abb.3.19), die Kontrollen (rot)
weisen deutlich grofere Fluktuationen auf als die Messung unter Fluss (blau). Der Messverlauf
selber entspricht dem Verlauf der Mittelwerte (vgl. Abb.3.17).
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Abbildung 3.19.: Verlauf des Widerstands {iber 96h am Beispiel der Messwerte einer Elektrode.
Fluktuationen der jeweiligen Messreihe (Blau: Fluss, Rot: Kontrolle) zeigen Mikromotion der
Zellen. Die grau hinterlegten Fliachen markieren jeweils die zwolf Stunden Intervalle.

Die Unterschiede der Fluktuation werden besonders deutlich, betrachtet man diese in verschiede-
nen Zeitintervallen. Abb. 3.20 A zeigt die Widerstandsmessung von acht Kontrollelektroden (rot)
und acht Flusselektroden (blau) eines Experiments im Zeitintervall zwischen zwo6lf und 24 Stun-
den. Die Daten sind korrigiert und der lineare Trend ist durch den Abzug der Geradengleichung
einer lineraren Regression entfernt. Damit wird gewéhrleistet, dass lediglich die Fluktuation un-
tersucht wird. B zeigt analog dazu die korrigierte Widerstandsmessung im Intervall von 84 bis
96 Stunden. Fiir jede Messung einer Elektrode wird fiir das jeweilige Zeitintervall die Varianz
der Fluktuation berechnet. In Abb.3.20 A sieht man, dass sowohl die Werte der Kontrollen,
als auch die des Flusses Fluktuationen iiber einen gleich grofen Bereich von ungefdhr 3500 Q2
aufweisen. Im zweiten gezeigten Intervall (Abb. 3.20 B) hingegen fluktuiert der Widerstand der
flusskultivierten Zellen im Bereich von £ 500 €2, die Kontrolle zeigt aber immer noch eine hohe
Fluktuation &hnlich der im Intervall von 12h bis 24 h. Berechnet man nun die Varianz der Fluk-
tuation erwartet man, dass die Varianz der flusskultivierten Zellen des Intervalls B kleiner ist,
als im Imtervall A. Die Varianz der Kontrolle von Intervall A und B jedoch dhnlich ist.
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Abbildung 3.20.: Fluktuation des Widerstands gemessen bei 4000Hz im Zeitintervall von A
12h bis 24h und B 84h bis 96 h. Gezeigt sind die Fluktuationen des Widerstands eines Ex-
periments, je acht Elektroden des Flusses (blau) und acht Elektroden der Kontrolle (rot), im
jeweiligen Zeitintervall.
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Abbildung 3.21.: Analyse der Mikromotion einer Endothelzellschicht aus drei unabhéngigen
Versuchen. Aufgetragen ist der Mittelwert der Varianz der Fluktuation des gemessenen Wi-
derstandes (4000 Hz) in Zeitintervallen von zwolf Stunden. Der aufgetragene Fehler entspricht
der Standardabweichung der Mittelwerte. Eingezeichnet ist der p-Wert des jeweiligen t-Tests
fiir zwei Stichproben.
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Betrachtet man die Mittelwerte der Varianz aus drei unabhéngig durchgefithrten Experimenten
in den gewahlten acht Zeitintervallen, zeigt sich, dass sich die Varianz iiber die Zeit der fluss-
kutivierten HUVEC deutlich anders entwickelt wie unter Kontrollbedingungen (Abb.3.21). Im
Diagramm zeigt sich in den gewéhlten Intervallen, dass aufer im zweiten Intervall (12 h bis 24 h)
der Mittelwert der Varianz von Fluss und Kontrolle statistisch unterschiedlich sind. Der Unter-
schied im ersten Zeitintervall ist durch die Reaktion der HUVEC auf das Anlegen der verschieden
starken Scherspannung zuriickzufithren. Dass der Mittelwert der Varianz des zweiten Intervalls
im Rahmen der Standardabweichung gleich ist, war zu erwarten (Abb.3.20 A). Unterschiede
der Varianz, als Mafs fiir die Verdnderung der Mikromotion zu betrachten, ergibt auch erst ab
dem zweiten Zeitintervall Sinn, da davor noch keine konfluente Zellschicht vorliegt, wie die Auf-
nahmen am Mikroskop zeigen. Betrachtet man den weiteren zeitlichen Verlauf, zeigt sich eine
Abnahme der Varianz unter Flussbedingungen, die Varianzen der Kontrolle bleiben zu jedem
nachfolgenden Intervall in derselben Groéfsenordnung wie im zweiten Intervall. Die Mikromotion,
die die Zellen unter Kontrollbedingungen zeigen, bleibt also unverdndert. Wohingegen die Mikro-
motion der flusskultivierten Zellen bis zum Intervall 48 h bis 60 h signifikant abnimmt und erst
danach bis zum Ende des Experiments konstant niedrig bleibt. Die Varianz der flusskultivier-
ten Zellen ist ab dem dritten Intervall stark signifikant kleiner als die Varianz der Kontrollen,
zudem wird die Standardabweichung auch kleiner. Die Fluktuation des Widerstands ist also un-
ter Fluss unabhingig von der Elektrode und dem Experiment deutlich gleichméfiger als unter
Kontrollbedingungen.

3.5.3. Kapazitat

Betrachtet man die Verdnderung der Kapazitat iiber die Zeit, ist unabhingig in allen drei Ex-
perimenten derselbe graphische Verlauf zu erkennen. Abb. 3.22 zeigt die gemittelte Kapazitét,
aufgenommen bei 64.000 Hz in Abhingigkeit von der Zeit von einem Versuch. In blau ist die Ver-
anderung der Kapazitéit der unter Fluss kultivierten HUVEC eingezeichnet. Der Graph sinkt von
zunéchst 1,1 nF im Verlauf von 24 Stunden auf einen sehr niedrigen Wert um 0,4 nF ab. Danach
nimmt die Kapazitédt kontinuierlich iiber den gesamten Versuch zu. Beim Beenden des Versuchs
liegt die mittlere Kapazitat bei 0,6 nF. Die Kapazitit der Kontrolle zeigt einen unterschiedlichen
Verlauf. Um einen dhnlich niedrigen Kapazitdswert von 0,4 nF, wie der Minimalwert unter Fluss,
zu erreichen vergehen rund zwei Tage und ist damit deutlich langsamer. Danach hélt sich die
Kapazitit {iber die restliche Zeit auf diesem niedrigen Level.

Fluss
11k Kontrolle

Kapazitat [nF]

50
Zeit [h]

Abbildung 3.22.: Anderung der Kapazitit [nF| {iber Gesamtdauer des Experiments (Mess-
frequenz von 64000 Hz). Gezeigt ist der Verlauf der flusskultivierten Zellen (blau) und die
Kontrollbedingung (rot).
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3.5.4. Erweiterte Experimente
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Abbildung 3.23.: Langzeitmessung eines ECIS-Versuchs bis zu 210 Stunden (8,75 Tage). Die
griine Linie markiert das Ende der Messdauer von 96 Stunden. Bei der grauen Markierung nach
162 Stunden wurde ein partieller Austausch des Mediums durchgefithrt und die Kultivierung
der Flusszellen auf Kontrollbedingungen umgestellt. A Widerstand [€2] in Abh#ngikeit der Zeit.
B Kapazitat [nF| im selben Zeitraum wie in A. Die Phasenkontrastaufnahmen zeigen fixierte
HUVEC, der jeweils im Bild angegebenen Bedingung.

Da sich sowohl bei der Messung des Widerstands, als auch bei der Kapazitdt, nach der zunéchst
festgelegten Messdauer von 96 Stunden kein stabiles Niveau im Fall der flusskultivierten HU-
VEC zeigte, wurde der Versuch fast eine komplette Woche laufen gelassen. Diese Versuchsdauer
konnte lediglich zweifach wiederholt werden, weshalb die Ergbnisse lediglich diskutiert werden
um aufzuzeigen, wie plastisch das Verhalten der untersuchten Endothelzellen ist. Fiir eine ge-
sicherte Annahme miissten weitere Wiederholungen des Versuchsaufbau durchgefiihrt werden.
Die Diagramme A und B der Abb. 3.23 zeigen den Verlauf des Widerstands bzw. der Kapazitéit
iiber die gesamte Zeitspanne der Datenaufzeichnung. Zur besseren Orientierung ist der Zeitpunkt
nach 96 Stunden durch eine griine Linie gekennzeichnet, bis zu diesem Zeitpunkt wurden alle
bisher aufgezeigten Daten gemessen. Am Zeitpunkt der grauen Markierung (162h) wurde das
Zellkulturmedium zum Teil durch frisches Medium ersetzt. Nach dem Mediumswechsel wurde
die Kultivierung der HUVEC, die bisher einer Scherspannung von 10 fg; ausgesetzt waren, auf
Kontrollbedingungen umgestellt. Dadurch soll untersucht werden, ob die durch Scherspannung
verursachten Verdnderungen reversibel sind.
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Kapitel 3 Ergebnisse

Im Zeitraum zwsichen der griinen und grauen Markierung zeigt sich sowohl beim Widerstand
als auch bei der Kapazitdt das gleiche Verhalten wie vor der griinen Markierung. Unter Fluss-
bedingungen féllt der gemessene Widerstand weiter kontinuierlich ab, analog dazu steigt die
Kapazitit. Die Messungen der Kontrollen hingegen zeigen lediglich im Fall des Widerstands eine
leichte Zunahme, die Kapazitéit bleibt konstant niedrig. Nach dem Austausch von Zellkultur-
medium und der Umstellung der bisher flusskonditionierten Zellen auf die Kultivierung unter
Kontrollbedingungen erkennt man eindeutig, dass sich der Widerstand und die Kapazitit den
Wert der Kontrolle annahern. Betrachtet man dazu die Phasenkontrastaufnahmen (Abb. 3.23),
zeigt sich, dass sich die HUVEC unter Fluss nach der Umstellung auch morphologisch veréndern.
Die Ausrichtung der Zellen scheint sich zwar nicht aufzuheben, jedoch erscheint der Zellkérper
der HUVEC mit zunehmender Dauer das Aussehen der Kontolle anzunehmen.

3.6. Korrelationsanalyse

Die Korrelation der 15 analysierten Parameter zeigt, dass einige Parameter stark miteinander
korrelieren. Um die Aussagekraft der einzelnen Korrelationskoeflizienten beurteilen zu kénnen
wird der jeweilige t-Wert fiir jeden Korrelationskoeffizienten ry y zwischen den Parametern x und
y berechnet. Fiir eine Stichprobengréfse von sechs und einem Signifikanzniveau von 0,05 ergibt
sich ein kritischer t-Wert von 2,78. Ist die Differenz zwischen dem kritischen t-Wert mit und
dem t-Wert des Koeffizienten ry , grofer Null, liegt eine statistische Signifikanz vor. Dies ist der
Fall fiir Korrelationskoeffizienten, die grofer als 0,81 sind. In der Diskussion werden folglich nur
Korrelationen betrachtet, die einen linearen, statistisch relevanten Zusammenhang aufweisen.

Betrachtet man die Abb. 3.24 zeigt diese oberhalb der Diagonalen des Graphen die Korrelati-
onskoeffizienten zwischen dem Parameter der Spalte x und dem Parameter der Zeile y. Auf der
Diagonalen ist kein Wert angegeben, da dort der jeweilige Parameter mit sich selbst korreliert
wird und sich daraus immer ry ;=1 ergeben wiirde. Unter der Diagonalen sind die Korrelati-
onskoeffizienten graphisch dargestellt. An der Farbe des Kreises erkennt man, ob positive (lila)
oder negative (griin) Korrelation vorliegt. Der Anteil der Farbfiillung entspricht der Hohe des
Koeffizienten. Ein leerer Kreis bedeutet ry =0, ein komplett gefiillter Kreis analog dazu ry y=1.
Zusatzlich wurden die Korrelationskoeffizienten farblich hinterlegt, welche gréofer als 0,81 sind
und damit einen statistisch signifikanten Zusammenhang aufzeigen. Bei den insgesamt 210 getes-
teten Parameterkonstellationen besteht bei 46 ein statistisch relevanter linearer Zusammenhang
zwischen den getesteten Parametern.
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B Positiv’ B Negativ. || B Fluss H Kontrolle
Zeit 096 -08 053 045 013 081 077 087 -072 097 052 093 025
Flache 092 o061 045 D020 08 079 08 067 095 044 089 025
Fliche 084 068 057 009 004 008 085 08 036 088 060
Ausrichtung 073 08 087 087 082 -084 045 013 074 080
Ausrichtung 076 073 063 063 -084 028 030 060 073
Eorm Q 066 068 057 -073 006 016 039 0094
Eoivit coo 097 099 000 078 033 08 071
VEC “000 0.98 076 023 0.86 077
VEC 08 035 091 065
CLD5 -061 026 -087 -082
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Abbildung 3.24.: Korrelogramm aller Messparameter zu den sechs Zeitpunkten der Proben-
nahme. Aufgetragen sind die Parameter gegeneinander. Die untere Hilfte der Korrelations-
matrix zeigt in Kreisdiagrammen den Grad der Korrelation (Lila: positive Korrelation; griin:
negative Korrelation). Die Schriftfarbe der Parameter gibt die Zugehorigkeit der Kultivierung

an (Blau: Fluss; rot: Kontrolle).
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4. Diskussion

4.1. Morphologie

Wie zu erwarten, zeigten sich deutliche morphologische Unterschiede zwischen den beiden Kul-
tivierungsbedingungen. In den Phasenkontrastbildern ist klar erkennbar, dass der Bereich um
den Zellkern unter Flussbedingungen deutlich dunkler abgebildet wird wie der entsprechende
Bereich der Kontrollen. Dies lasst darauf schliefen, dass sich unter Fluss eine deutlich dichtere
Struktur im Zellkernbereich ausbildet und es dadurch bei mikroskopischen Aufnahmen mittels
Phasenkontrast zu einer dunkleren Abbildung dieser Strukturen kommt (Abb. 3.2). Dies ist be-
reits ein erstes Anzeichen auf die durch Scherspannung ausgeloste Mechanotransduktion, die
neben der Verénderung der Morphologie auch zu Verdnderungen der mechanischen Eigenschaf-
ten von HUVEC fiihrt. So konnten zum Beispiel Sato et al. mittels Rasterkraftmikroskopie an
bovinen Endothelzellen untersuchen, dass es zu Unterschieden in der Zelloberfliche und der Stei-
figkeit um den Zellkern zwischen statischen Kontrollen und flusskonditionierten Zellen kommt.
Es wurde gezeigt, dass unter statischen Bedingungen ein maximaler Hohenunterschied der Ober-
fliche von 3,5+0,7 pm vorliegt welcher unter Scherspannung auf 1,8+0,5 pm abnimmt [58]. Die
Topographie der luminalen Zelloberfliche verdndert sich also durch die Scherspannung stark,
was vermutlich auchan einer Reorganisation des Zytoskeletts liegt. Die Endothelzellen, die un-
ter Scherspannung kultiviert wurden, zeigen eine hohere Steifigkeit im Bereich des Zellkerns,
welche mit der Dauer der Flusskultivierung zu nimmt [59]. In einer anderen Studie konnte aus-
gehend von morphologischen Beobachtungen gezeigt werden, dass es zu einer Remodellierung
des Zellkerns durch Scherspannung kommt. Diese Verdnderung fithrt zu einem erhéhten Elas-
tizitdtsmodul des Zellkerns flusskonditionierter Zellen, also einer Versteifung des Nucleus [60].
Diese Beobachtungen erkldren das unterschiedliche Erscheinungsbild der Region um die Nuclei
in den Phasenkontrastaufnahmen. Im Rahmen dieser Arbeit sind Verédnderungen der Oberfliche,
Zellhohe oder Steifigkeit nicht ndher untersucht worden, miissen aber beriicksichtigt werden. Zur
Untersuchung der morphologischen Dynamik in Langzeitversuchen wurden die Parameter der
Zellfliche, Zellelongation und Ausrichtung analysiert, welche nun einzeln diskutiert werden.

Zellflache

Es konnte nachgewiesen werden, dass sich die Flache der einzelnen Zellen im Mittel unter bei-
den Bedingungen verkleinert. Jedoch zeigen sich deutliche Unterschiede im zeitlichen Verlauf
(Abb. 3.3). Unter Flussbedingungen zeigt sich eine verzogerte Abnahme der mittleren Zellfldche,
die erst nach zwei Tagen beginnt. Unter statischen Bedingungen ist die Abnahme der Zellfliche
bereits in der Messung bei 24 h erkennbar. Dass die Zellen unter Flussbedingung sich nicht bereits
innerhalb des ersten Tages signifikant verkleinern, liegt daran, dass die HUVEC in der Lage sind
sich an die angelegte Scherspannung anzupassen, indem sie sich stérker ausbreiten als Zellen unter
statischen Bedingungen [61]. Dadurch ist eine Verkleinerung der Zellfliche der flusskonditionier-
ten Zellen erst nach zwei Tagen zu beobachten. Vermutlich setzt die Abnahme der Zellfliche erst
nach Adaption der HUVEC an die Scherspannung ein. Zu diesem Zeitpunkt ist unter Kontrollbe-
dingung bereits die Abnahme der Zellfliche auf einen danach konstant bleibenden Wert erfolgt.
Eine konstante Zellfliche wird unter Scherspannung um einen Tag verzogert erreicht (ab 72h
statt 48h). Auffallend ist, dass sich in der zweiten Hélfte des Langzeitexperiments signifikante
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Kapitel 4 Diskussion

Unterschiede zwischen den Kultivierungsbedingungen zeigen. Unklar ist, warum die Zellfldche
unter Fluss insgesamt starker abnimmt und damit kleiner ist als unter Kontrollbedingungen.

Wahrscheinlich wird die Regulation der Zellgrofe durch die von der Scherspannung ausgeléste
Inhibierung des Zellwachstums verdndert und die Zellen sind deshalb kleiner [62]|. Eine weitere
Erklarung kénnte sein, dass die Scherspannung dazu fithrt, dass die Zellen steifer werden und sich
dadurch in der Hohe verdndern. Vorstellbar ist, dass durch mechanisch stabilere Zellen eine Zu-
nahme der Zellhohe erfolgt. Alternativ konnte durch die Scherspannung eine Komprimierung der
Zellen erfolgen und daraus eine dichtere Zellstruktur entstehen. Es kiime dann zu einer Abnahme
der Zelle. Ausgehend von einem gleichbleibenden Volumen der Zellen wiirde eine Zunahme in
der Hohe eine verkleinerte Zellfliche bedeuten. Natiirlich kénnte auch eine Kombination beider
Erkldrungen vorliegen. Um dies weitergehend zu diskutieren miissten die gemessenen Zellflichen
mit Daten aus anderen wissenschaftlichen Arbeiten verglichen werden. Ein Vergleich mit Anga-
ben zur Zellfliche aus der Literatur ist jedoch schwierig, da die Zellfliche von vielen Faktoren
abhéngig ist, wie vom Spenderorganismus oder der Gefiafsart aus dem die Endothelzellen isoliert
wurden [63]. Zudem wurde von Feugier et al. an HUVEC gezeigt, dass die Grofe der Zellfliche
stark abhéngig ist von dem Material und deren Beschichtung, auf dem die Zellen adhérieren [61].
Daten zur Zellfliche von Endothelzellen, die unter dhnlichen Bedingungen iiber ldnger als einen
Tag kultiviert wurden, konnten zudem nicht gefunden werden.

Zellform

Betrachtet man die Zellform, fillt auf, dass die Zellen unter Fluss nur wahrend des ersten Ver-
suchstages (Messungen bei 3 h und 24 h) im Vergleich zur Kontrolle elongiert sind. Zu Beginn des
Versuchs haben die HUVEC eine polygonale Form und einen Elongationsfaktor von 1,8. Dieser
Wert scheint typisch zu sein fiir Endothelzellen in vitro, da sich dieser auch in anderen Studien
wiederfindet [64]. Ab 48h zeigt sich in beiden Bedingungen ein vergleichbarer Elongationsfaktor
der HUVEC (Abb. 3.4). Denn auch unter Kontrollbedingungen ist der Elongationsfaktor signifi-
kant angestiegen. Dies bedeutet, dass die Zellen im Durchschnitt ldnglicher wurden. In anderen
Untersuchungen von Endothelzellen wird die Zellform der Kontrollen durchgehend als polygonal
beschrieben, was im Widerspruch der hier vorgestellten Ergebnisse ist. Diese Abweichung kann
daran liegen, dass oft die Kontrollen in grofflachigen Kulturschilchen durchgefiihrt werden. Ein
Einfluss der Kanalgeometrie, in dem die Kontrollzellen im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrt
werden, ist aber anzunehmen.

Vergleicht man die in dieser Arbeit bestimmten Elongationsfaktoren mit der Arbeit von Ye et al.
zeigen sich bei 24 h vergleichbare Achsenverhéltnisse fiir HUVEC bei den Zellen der statischen
Kontrolle und unter Fluss [65]. Dies spricht dafiir, dass es bei der in dieser Arbeit durchgefiihrten
Kontrolle nicht zu einer Flusskultiverung durch das Spiilen der Kanéle fiir den Medienwechsel
gekommen ist. Ye et al. untersuchten Endothelzellen beider Kultivierungsbedingung, wie auch
in dieser Arbeit, in derselben Geometrie. Sie wiesen zudem fiir humane mikrovaskulédre Endo-
thelzellen des Gehirns (HBMEC) nach, dass diese unter Scherspannung nach einem Tag keine
Elongation zeigen. Dadurch wird deutlich, dass man nicht annehmen kann, dass Endothelzel-
len ihre Zellform unter Scherspannung dauerhaft &ndern. Moglicherweise adaptieren HBMEC
schneller an die auftretende Scherspannung und zeigen deshalb bereits nach einem Tag keine
Unterschiede in der Zellform zu statischen Zellen. Zur Auflésung der stirkeren Zellelongation
benotigen die HUVEC rund zwei Tage. Ye et al. stellen die Hypothese auf, dass es ein evolutio-
nérer Vorteil sein konnte die Zellelongation zu verhindern, indem die Lange der Zellrdnder pro
Langeneinheit des Geféfies minimiert wird.

58



4.1 Morphologie

Zusammenhang Zellform und Zellflache

Unter Kontrollbedingungen ist die Zellfliche stark negativ korreliert mit der Zellform (Korrela-
tionskoeffizient von -0,99) und beide Parameter nehmen zwischen 24 h und 48 h konstante Werte
an. Unter Scherspannung sind die Parameter zwar nicht signifikant korreliert, doch stellt man hier
fest, dass die deutlich stirkere Elongation nur innerhalb des ersten Tages stattfindet. In diesem
Zeitraum &andert sich die mittlere Zellfliche jedoch nicht, da die HUVEC ausgebreitet bleiben
um Konfluenz zu erreichen. Der ab dem zweiten Tag stattfindende kontinuierliche Riickgang der
Elongation ist gleichzeitig verbunden mit der Abnahme der Zellfliche. Diese Feststellung deutet
darauf hin, dass es durch die Scherspannung zu einer Deformation der Zellform kommt, die sich
als Elongation zeigt. Die Elongation der Zelle ist vermutlich eine direkt durch den physikalischen
Reiz verursachte morphologische Verdnderung und nicht bedingt durch die Aktivierung einer
Signalkaskade. Nach Adaption an die Scherspannung nimmt die grofere Zellelongation ab und
es kommt gleichzeitig zur Abnahme der Zellfliche. Diese Prozesse werden innerhalb der Zelle
durch Signalwege gesteuert. Somit zeigen die Zellfliche und die Zellform im Langzeitversuch
zu bestimmten Zeitpunkten Unterschiede zwischen den Kultivierungsbedingungen, die abhéngig
sind von der Adaption an die Scherspannung. Zur Verdeutlichung zeigt Abb. 4.1 wie sich die Pa-
rameter Zellfliche und Zellform ausgehend von einer Ellipse verdndern. Die jeweiligen Ellipsen
geben dabei die durchschnittliche morphologische Erscheinung (Fliche und Elongationsfaktor)
der HUVEC zum jeweiligen Zeitpunkt und der jeweiligen Kultivierungsbedingung wieder.

‘ 1030 pm?
1.8
24h 96 h

StartOh

Abbildung 4.1.: Gemeinsame Betrachtung der Zellform und Zellfliche zu angegebenen Zeit-
punkten. Die Ellipsen zeigen jeweils die entsprechende Zellfliche und Elongation, welche die
Zellen der jeweiligen Bedingung (Blau: Fluss; Rot: Kontrolle) im Mittel aufweisen.

Zellausrichtung

Die Ausrichtung der Zellen (Abb. 3.6) zeigt, dass dieser Parameter iiber die gesamte Dauer des
Langzeitversuchs unterschiedlich ist zwischen statischen und flusskultivierten HUVEC unter-
schiedlich ist. Die Ausrichtung der Zellen unter Fluss findet dabei sehr schnell statt und ist
nach nur drei Stunden schon nachweisbar. Damit wird deutlich, dass es durch die Scherspan-
nung zu einer nahezu unverzogerten Anpassung der Zellorientierung in Flussrichtung kommt.
Die Ausrichtung, wie auch die Elongation der Zellen, ist eine direkte Anpassung an die verénder-
te physikalische Umgebung. Die Verdnderung der physikalischen Umgebung in den Kontrollen
tritt nur alle fiinf Stunden fiir wenige Minuten mit deutlich schwécherer Scherspannung auf und
ist offensichtlich nicht ausreichend um eine Ausrichtung zu bewirken. Denn es zeigt sich zu keinem
Messzeitpunkt, dass es zu einer Ausrichtung der gesamten Zellschicht kommt.

Die Ausrichtung von vaskuldren Endothelzellen ist bereits vielfach in anderen wissenschaftlichen
Arbeiten beschrieben worden [66, 67] und zeigt sich als typisches Merkmal der Flusskonditio-
nierung. Haufig wird in Studien zur Ausrichtung von Endothelzellen durch Scherspannung auch
die Ausrichtung und Verdnderung des Aktinskeletts beschrieben [67]. Die Verdnderung des Ak-
tinskeletts wurde in dieser Arbeit nicht quantitativ analysiert, eine Ausrichtung von Aktinfasern
konnte aber, in Ubereinstimmung mit anderen Arbeiten, beobachtet werden (Abb. 3.15).
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Zusammenfassung

Alle drei untersuchten Parameter zeigen, dass die morphologischen Verdnderungen spétestens
nach zwei Tagen abgeschlossen sind. Danach bleibt die Morphologie der HUVEC ohne weitere
grofe Veriinderungen. In wie weit die morphologischen Anderungen abhingig sind von dem Be-
trag der Scherspannung, bleibt jedoch zu kldren. Es kann nicht angenommen werden, dass nach
rund zwei Tagen die vorhandene morphologische Erscheinung im Fall unterschiedlichere Scher-
spannung auftritt. Moglicherweise verdndert sich die Zeitspanne, in der sich eine vergleichbare
stabile Morphologie ergibt. Im Fall von Flusskultivierungsexperimenten bis zu einem Tag ist
bekannt, dass die Ausprigung morphologischer Parameter stark abhéngig ist von der vorliegen-
den Scherspannung. So wurde bereits in bovinen Endothelzellen der Aorta nachgewiesen, dass
die Elongation im Zeitraum von 24 Stunden mit der Erhdhung von laminarer Scherspannung bis
20 SB{'}% kontinuierlich zunimmt, wobei eine Ausrichtung der Zellen erst ab 7 jg;; festgestellt wurde
[68]. Die Ergebnisse dieser Studie, dass sich Zellausrichtung und Elongation bei 10 Sgl‘; innerhalb
des ersten Tages zeigen, stehen also in keinem Widerspruch mit den vorgestellten Ergebnisse.
Damit stellt sich die Frage welchen Einfluss der Betrag der Scherspannung auf die Morphologie
von Endothelzellen hat und in wie weit diese Verdnderungen reversibel sind.

Allein durch die Beobachtung der morphologischen Verdinderung kann festgestellt werden, dass
fiir bestimmte wissenschaftliche Fragestellungen eine Langzeitkultivierung notig ist. Will man
zum Beispiel Zusammenhénge in einem intakten Blutgefaf in vitro nachahmen, muss eine Endo-
thelzellschicht vorliegen, welche konfluent ist und eine geringe Dynamik in ihrer Morphologie
aufweist. In dieser Arbeit wird eindeutig gezeigt, dass dies erst nach zwei Tagen der Kultivierung
der Fall ist. Der Zeitpunkt, in dem eine stabile Endothelzellschicht erreicht wird, kann dabei von
verschiedenen Faktoren abhdngen. Wahrscheinlich ist die Einsaatdichte der Zellen und die ange-
legte Scherspannung von wesentlicher Bedeutung fiir die benétigte Zeitspanne der Etablierung
einer stabilen Morphologie.

4.2. Zell-Zell-Kontakte

Die drei untersuchten Junction Proteine zeigen unterschiedliche zeitliche Reaktionen auf die
applizierte Scherspannung. Zudem weisen vor allem Claudin-5 und Connexin43 verschiedene
Formierungen im Vergleich zwischen den Kultivierungsbedingungen auf. Dies ldsst sich sowohl
aus den Fluoreszenzaufnahmen entnehmen als auch aus der Bildanalyse schliefien.

Adherens Junction

Das Adherens Junction Protein VE-Cadherin zeigt von den drei untersuchten Proteinen, als
einziges eine dhnliche Ausbildung unter Scherspannung und in der Kontrolle. Die Intensitéit an
den Zellrindern im Vergleich zum Cytoplasma steigt stark an (Abb. 3.8). Das bedeutet, es bilden
sich definierte Zell-Zell-Kontakte aus.

Das Protein ist in der Kontrollbedingung nach zwei Tagen stirker vorhanden als unter Fluss.
Die Unterschiede in den Intensitdtsverhiltnissen liegen moglicherweise anhand der unterschied-
lichen Ausbildung der Zell-Zell-Kontakt Flichen. Unter statisch kultivierten HUVEC ist durch
Transmissionselektronenmikroskopie eine Uberlappung benachbarter HUVEC nachgewiesen [69)].
Das Erscheinungsbild der breiten Netzwerkstrukturen in statischen HUVEC erkldrt sich also
durch den Uberlapp benachbarter Zellen (Abb.3.14 A). Unter Fluss zeigen sich hauptsichlich
schmale Bereiche des VE-Cadherins und nur selten ist die Netzwerkstruktur deutlich ausgebil-
det (Abb.3.14 B). Diese Erscheinung ist erklédrbar, wenn es durch die Scherspannung zu einer
apikalen Ausrichtung der Zellen kommt. Dadurch wiirden die Plasmamembranen benachbarter
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Zellen parallel zu einander stehen, wodurch sich die Kontaktfliche benachbarter Zellen mini-
miert. Es wiirde also weniger Protein benotigt um iiber die komplette Fliache des interzelluldren
Spalts Adherens Junction auszubilden und trotzdem eine mechanische Stabilisierung auszuiiben.
Die Immunfluoreszenzfirbungen lassen aufgrund der schmalen Zellrdnder vermuten, dass es zu
einer Ausrichtung der Zellen kommt. Durch die unterschiedlich grofe Kontaktfliche zwischen
beiden Bedingungen wire der gemessene Unterschied des Intensitétsverhiltnisses erklarbar und
die Funktionsfihigkeit der VE-Cadherine unter beiden Bedingungen vergleichbar.

Da die Zellschicht der HUVEC iiber den gesamten Zeitraum intakt bleibt und eine gleichméfige
Formierung der VE-Cadherine vorliegt, ist es wahrscheinlich, dass die VE-Cadherine die Funk-
tionen zur Erhaltung der Integritdt mafsgeblich {ibernehmen und auch verantwortlich sind fiir
die Regulierung des Stoffaustauschs. Durch zahlreiche wissenschaftliche Arbeiten konnte bereits
gezeigt werden, dass die Ausbildung von funktionierenden Adherens Junction fiir viele Funktio-
nen des Endothels zwingend notwendig ist. Es ist auch bekannt, dass die VE-Cadherine eine
Schliisselrolle in der Erhaltung der vaskulédren Integritédt spielen. So ist gezeigt worden, dass VE-
Cadherin iiber die Bindung von o-Catenin die Regulierung des Aktinskeletts stark beeinflusst und
somit die Form, Zellmotilitdt und Stabilitdt der Zelle [70]. Durch die hohe Anzahl an Interaktio-
nen zwischen VE-Cadherin und anderen Proteinen wird iiber die Formierung des VE-Cadherins
viele wichtige Signalwege innerhalb der Zelle, wie die Leukozyten Transmigration, reguliert [16].
Eine funktionierende Formierung von VE-Cadherin ist also zwingend erforderlich fiir jegliche Art
von Endothel. Und durch die Auswertung des Fluoreszenzsignals von VE-Cadherin-Farbungen
konnte nachgewiesen werden, dass sich durchgehende Adherens Junctions durch dieses Protein
ausbilden.

Tight Junction

Ein komplett anderes Verhalten als bei den VE-Cadherinen zeigt sich bei der Ausbildung des
Tight Junction Proteins Claudin-5 zwischen den beiden untersuchten Bedingungen. Claudin-5
ist zu keinem der untersuchten Zeitpunkte in flusskultivierten HUVEC innerhalb der kompletten
Zellschicht homogen ausgebildet. Folglich kann das Claudin-5 nicht fiir die Erhaltung der intakten
Zellschicht verantwortlich sein und in HUVEC keinen Einfluss auf die mechanische Stabilitdt
haben, was aber aufgrund des ausgebildeten VE-Cadherins nicht zwingend nétig ist. Damit
muss durch die gezeigte Formierung von Claudin-5 die in der Einleitung formulierte Hypothese,
dass sich Claudin-5 {iber Scherspannung hoch regulieren lassen miisste, verworfen werden. Diese
Annahme wurde getroffen, da von Walsh et al. fiir mikrovaskuldre Endothelzellen des Gehirns
zeigten, dass es durch Scherspannung zu einer Stabilisierung der Barrierefunktion durch Tight
Junction Formierung des Proteins Occludin kommt [71]. Da Occludin nachweislich iiber Claudin-
5 zur Tight Junction Formierung rekrutiert wird und Claudin-5 das h&ufigste Tight Junction
Protein im Endothel ist, wurde dieses als Marker fiir Tight Junction ausgewahlt [12].

Eine stirkere Formierung von Claudin-5 konnte aber zumindest bei dem durchgefiihrten Ver-
suchsaufbau nicht erreicht werden. Dies liegt mdglicherweise daran, dass HUVEC als venose
Endothelzellen in vivo deutlich schwichere Tight Junctions zeigen. Deshalb konnte es sein, dass
sich HUVEC nicht vergleichbar regulieren lassen wie Zellen aus mikrovaskuldren Gewebe. Dies
kénnte erklaren warum die Ausbildung von Claudin-5 bei den angewendeten 10 fgj; nur begrenzt
zu beobachten war. Denn 10 fgj; entsprechen einer Scherspannung, die unter physiologischen
Bedingungen in arteriellen Geféfen und nicht in vendsen auftritt. Es kann nicht ausgeschlossen
werden, dass es bei anderen Betrégen der Scherspannung zu einer definierten Formierung von

Claudin-5 komimt.

Durch die Ergebnisse, die sich in der Kontrolle zeigen, ist gesichert, dass HUVEC in der Lage sind
Claudin-5 auszubilden. Denn es zeigt sich abhingig von der Zeit der Formierung ein homogenes
Fluoreszenzsignal an den Zellrandern fiir Claudin-5. Die alle fiinf Stunden wieder einsetzende
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schwache Scherspannung kénnte eventuell ausreichen fiir eine Rekrutierung von Claudin-5. Ei-
ne andere Moglichkeit ist, dass Claudin-5 generell in statischen HUVEC auftritt. Es ist zudem
bekannt, dass VE-Cadherin die Expression von Claudin-5 kontrolliert [72]. Unter Kontrollbedin-
gungen scheint das Auftreten von Claudin-5 positiv korreliert zu sein mit VE-Cadherin (Korrela-
tionskoeffizient von 0,85). Bei einer Scherspannung von 10 jglg hingegen sind die beiden Proteine
negativ korreliert (Korrelationskoeffizient -0,91). Die Scherspannung konnte statt eines direk-
ten Einflusses auf die Claudin-5 Expression auch indirekt iiber VE-Cadherin verantwortlich sein
fiir die unterschiedliche Ausbildung von Claudin-5. Nur unter der Betrachtung von Claudin-5
scheinen HUVEC bei 10 jg; nicht in der Lage zu sein Tight Junction gleichmé&fig auszubilden.
Die Intensitdtsmessungen von VE-Cadherin und Claudin-5 zeigen, dass es nur zur gleichméfigen
Ausbildung von Claudin-5 kommt, wenn das Intensitédtsverhédltnis von VE-Cadherin der Kon-
trolle signifikant hoher ist als unter Fluss. Die Regulierung von Claudin-5 kénnte also abhéngig
sein von einer Mindestmenge an VE-Cadherin, die unter Fluss nicht erreicht wird. Um diese
Vermutung zu bestitigen miissten die Proteinmengen genauer untersucht werden. Gesichert ist
lediglich, dass Claudin-5 bei 10 fgj; keine definierten Tight Junctions ausbildet. Um sicher zu
stellen, ob es iiberhaupt zu einer Formierung von Tight Junctions kommt miissten auch andere
Proteine iiberpriift werden. Es ist vorstellbar, dass durch Scherspannung zur sofortigen Rekru-
tierung anderer Tight Junction Proteine kommt. Colgan et al. zeigten beispielsweise, dass es bei
10 und 14 3&'12 zu einem Anstieg von Occludin und dem damit assoziierten Protein ZO-1 nach
24 Stunden kommt. Sie haben nachgewiesen, dass laminare Scherspannung sowohl zu erhdhter
Translation von Occludin mRNA und zu erhdhter Protein Expression fithrt im Vergleich zu stati-
schen Kontrollen [73]. Verwendet wurden hierfiir wieder mikrovaskulidre Endothelzellen wie auch
bei Walsh et. al. Im mikrovaskuldren Gewebe scheint es also durch mechanische Krifte iiber eine
Zeitdauer von mehreren Stunden oder Tagen zu einer Stérkung der Tight Junction zu kommen
[74].

Dass keine Zunahme von Claudin-5 beobachtet wurde, kann also mehrere Griinde haben. Zum
einen kann es daran liegen, dass HUVEC nicht in der Lage sind unter Scherspannung intakte
Tight Junctions zu bilden, da sie sich nicht auf arterielle Bedingungen einstellen lassen. Es wurde
also ein Betrag der Scherspannung gewdhlt, bei der es zu keiner Formierung in HUVEC kommt.
Eine weitere Moglichkeit ist, dass mit Claudin-5 ein unpassender Marker fiir die Untersuchung

innerhalb von Langzeitversuchen gewéhlt wurde.

Gap Junction

Connexind3, als Vertreter fiir ein Gap Junction Protein, zeigt unter Fluss nur geringe Verdn-
derungen und wird in der Kontrolle vermehrt gebildet. Nur durch Immunfluoreszenzaufnahmen
kann nicht aufgeklart werden, ob Connexin43 unter Fluss oder im Fall der erhShten Expression
in der Kontrolle funktionsfdhig ist. Es kann sein, dass das Connexin43 fiir den Austausch von
interzelluldren Signalen seine Funktionstéhig verliert. In Time Lapse Aufnahmen zeigt sich eine
hohe Zellbeweglichkeit im Fall der Kontrolle. Es kénnte sein, dass Connexin43 Kanal unabhéngig
an der Zellmigration unter statischen Bedingungen beteiligt ist. Fiir Connexin43 ist dies n&mlich
nachgewiesen [11]. Connexin43 kénnte in statisch kultivierten HUVEC neben der Funktion der
interzellularen Kommunikation eine Rolle in der Zellmotilitidt spielen. Dadurch wére die deutlich
stirkere Ausbildung von Cx43 zu erkldren. Unter Scherspannung tritt weniger Cx43 an den Zell-
rdndern auf, das Fluoreszenzsignal erscheint nur punktuell. Es wére vorstellbar, dass unter Fluss
nur die Aufgabe des Signalaustauschs von Cx43 {ibernommen wird.

Meens et al. haben fiir Connexin43 gezeigt, dass es sehr sensitiv gegeniiber der Verdnderung von
physikalischen Reizen ist und es durch Scherspannung zu Verdnderungen der relativen Zusam-
mensetzung von verschiedenen Connexinen kommt [30]. Es ist denkbar, dass eine Scherspannung

von 10 j;{; dazu fiihrt, dass Connexin 37 oder Connexin4( vermehrt gebildet werden, anstatt
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Connexind3. Das hétte zur Folge, dass trotz geringeren Cx43 vorkommen unter Fluss ausreichend
Connexin in den HUVEC auftreten um den Austausch verschiedener Signale zu gewéhrleisten.

Eine weitere Rolle von Cx43 ist von Giepmans et. al. beschrieben worden. Sie stellten fest,
dass Cx43 direkt mit Mikrotubuli interagiert [75]. Uber eine Anfirbung der Miktotubuli kénnte
sich nachweisen lassen, ob sich auch in HUVEC Verbindungen zwischen Cx43 und Mikrotubuli
ausbilden. Unter Scherspannung konnten sich auch dabei Unterschiede zeigen.

Zusammenfassung

Die Analysen der Zell-Zell-Kontakte machen deutlich, dass die Scherspannung grofsen Einfluss
auf die Ausbildung aller drei Zell-Zell-Kontakt Typen hat beziehungsweise auf die gewihlten
Marker. Ein geringer Einfluss zeigt sich lediglich auf VE-Cadherin und es kann davon ausgegan-
gen werden, dass HUVEC unter beiden Bedingungen stabile Adherens Junctions ausbilden. Ob
auch funktionierende Tight und/ oder Gap Junction unter Fluss vorliegen, miissten auch andere
Marker fiir diese Zell-Zell-Kontakte untersucht werden.

4.3. Physiologie

Da die Zell-Zell-Kontakte wesentlich sind fiir die Regulierung des lonenflusses iiber den interzellu-
ldren Spalt zwischen benachbarten Endothelzellen, bestimmen diese mafsgeblich den Widerstand
einer konfluenten Endothelzellschicht. Betrachtet man den Verlauf des Widerstands iiber den
Zeitraum von vier Tagen, stellt sich unter Flussbedingung eine kontinuierliche und deutliche Ab-
nahme des Widerstands ein (Abb.3.17) . Das bedeutet, die physiologischen Eigenschaften der
Zellschicht &ndern sich dramatisch.

Widerstand der Zellschicht

Innerhalb des ersten Tages steigt der Widerstand unter beiden Bedingungen deutlich an und
verdoppelt sich innerhalb dieser Zeit (Abb.3.17). Auffillig ist dabei, dass dieser Prozess unter
Fluss schneller stattfindet. Aus der Untersuchung der Morphologie ist bereits bekannt, dass in
diesem Zeitraum eine komplett konfluente und intakte Zellschicht gebildet wird. Folglich kommt
der Anstieg des Widerstands durch die Belegung der Elektrode. Betrachtet man den Verlauf
der Kapazitit im selben Zeitraum, wird deutlich, dass diese unter Scherspannung ihr Minimum
bereits nach rund einem Tag erreicht (Abb.3.22). Die Zellen der Kontrolle fallen im Zeitraum
des ersten Tages auch ab. Jedoch geschieht dies langsamer und sie erreichen einen Minimalwert
erst nach etwa zwei Tagen. Wegener et al. haben gezeigt, dass bei hohen Aufnahmefrequenzen
(im Fall dieser Arbeit 64kHz) der Kapazitdtsmessung der Verlauf der Kapazitit die Kinetik
des Adhérierens und der Ausbreitung von Zellen wieder gibt [76]. Es wird durch die ECIS-
Messung also deutlich, dass sich unter Fluss schneller eine konfluente Zellschicht ausbildet als
unter Kontrollbedingungen. Durch den beschleunigten Vorgang der Bildung einer geschlossenen
Zellschicht ist auch zu erkldren, dass sich der Widerstand schneller erhoht, da die Elektrode
schneller mit Zellen bedeckt ist. Die Zellen wiederum wirken als Isolatorpartikel, wodurch der
erhohte Widerstand zu erkléren ist. Da im Fall der statisch kultivierten Zellen das Ausbreiten
bis zu zwei Tage dauert, erhoht sich der Widerstand auch in diesem Zeitraum.

Interessant ist das Verhalten der flusskultivierten Zellschicht nachdem sie die Konfluenz erreicht
hat. Ab diesen Zeitpunkt beginnt der Widerstand kontinuierlich zu sinken. Dies kann daran lie-
gen, dass die mittlere Zellfliche auch kontinuierlich abnimmt. Dadurch ergibt sich eine steigende
Zellzahl pro Messelektrode. Durch mehr Zellen wird folglich auch die Gesamtlange des interzel-
luldren Spalts zwischen den Zellen grofler. Bei gleichbleibender angelegter Spannung von 10 mV
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am Messgerdt konnte das dazu fiithren, dass mehr Strom zwischen den Zellen durchflieffen kann.
Das wiederum bedingt eine Abnahme des gemessenen Widerstands. Auch die Ausrichtung des
interzelluldren Spalts und die vorliegenden Zell-Zell-Kontakte kénnten Einfluss auf den Abfall
des Widerstands haben. Unter Fluss scheinen viele Zell-Zell-Kontakt Flachen apikal ausgerichtet
zu sein und es zeigt sich, dass nach 24 Stunden nur das VE-Cadherin gleichméfig ausgebildet ist
um eine Barrierefunktion zu {ibernehmen. Der Abstand zwischen benachbarten Zellen, die iiber
Adherens Junction verbunden sind, betrigt aber rund 20 nm und ist damit fiir Ionen passierbar
[74].

Die Kontrollen zeigen nach einem Tag noch einen weiteren leichten Anstieg bis Tag zwei und
verbleiben dann auf einem konstanten Widerstandsniveau. Bis zum Versuchsende nach vier Ta-
gen und auch dariiber hinaus verbleiben die Zellen der Kontrolle auf diesem Niveau, was durch
die weiterfithrenden Versuche gezeigt wurde (Abb. 3.23). Dieser Anstieg korreliert sehr stark mit
der Differenzierung der VE-Cadherine unter Kontrollbedingungen (Korrelationskoeffizient: 0,99),
aber auch mit dem Verhalten von Claudin-5 (Korrelationskoeffizient: 0,87). In einer Studie von
Kluger et al. wurde dasselbe Verhalten an HUVEC iiber einen Zeitraum von fiinf Tagen nach
Erreichen der Konfluenz beobachtet [69]. In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass die inter-
zelluldre Barriere in HUVEC durch VE-Cadherin und nicht durch Claudin-5 ausgebildet wird.
Dieser Nachweis wurde iiber das Ausschalten von Claudin-5 in HUVEC erbracht. Bei HUVEC,
die kein Claudin-5 bilden konnten, konnten keine Unterschiede in der Hohe des Widerstands zu
unverdnderten HUVEC gemessen werden. Kluger et al. zeigen auch, dass in HDMEC (huma-
ne dermal microvascular EC) Claudin-5 fiir die Ausbildung der Barrierefunktion verantwortlich
ist. Es wird die Schlussfolgerung getroffen, dass Claudin-5 Expression und Organisation die pa-
razelluldre Barriere in HDMEC kontrolliert, wohingegen diese Aufgabe in HUVEC durch die
VE-Cadherine iibernommen wird.

Die Ergebnisse der Widerstandsmessung beider Bedingungen decken sich mit einer wissenschaft-

lichen Arbeit von Seebach et al., dass es bei HUVEC unter Fluss zu einer Abnahme des Wider-
dyn

stands kommt [77]. Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Messungen erfolgen bei 12 15, wohin-
gegen Kontrollzellen bei schwachen Fluss von 0,5 A iiber den beobachteten Zeitraum konstant

cm
bleiben. Die Bedingungen der Kultivierung sind also mit denen in dieser Arbeit vergleichbar.

Jedoch stellt sich bei Seebach et al. unter Fluss nach einem Tag ein konstantes Verhalten ein,
was in dieser Arbeit nicht beobachtet wurde. Denn der Widerstand nimmt bis zu 160 Stunden
kontinuierlich weiter ab. In Ubereinstimmung mit dieser Studie ist aber, dass der Abfall des Wi-
derstands bei hoher Scherspannung reversibel ist, wenn eine Umstellung auf Kontrollbedingung
erfolgt (Abb.3.23). Seebach et al. stellen anhand von VE-Cadherin Farbungen fest, dass die Zel-
len ihre Ausrichtung beibehalten, sich aber ansonsten morphologisch verdndern. Dies ist in guter
Ubereinstimmung mit den Phasenkontrastaufnahmen von fixierten Zellen in den ECIS-Kaniilen
(Abb. 3.23). In dieser Arbeit kann also gezeigt werden, dass die HUVEC auch nach rund sieben
Tagen der Flusskultivierung ein plastisches Verhalten beibehalten und sofort auf eine Umstel-
lung der Scherspannung reagieren. Als Anmerkung ist zu erwdhnen, dass Seebach et al. auch die
Reorganisation des VE-Cadherins zwischen den zwei untersuchten Bedingungen beschreiben und
zeigen, dass sich VE-Cadherin in den Kontrollen als irregulires Netzwerk ausbildet und es unter
12 98 7y einer Umformierung in ein lineares Muster kommt (vgl. Abb. 3.14). Dies spricht wieder

cm?
fiir die Annahme der Ausrichtung der Zellen.

Mikromotion

In der bisherigen Beobachtung des Widerstandsverlauf wurde nicht die Veréinderung der Fluktua-
tion des Widerstands beriicksichtigt. Diese zeigt sich zum einen in der Betrachtung der Standard-
abweichung, welche unter Fluss deutlich kleiner wird (Abb. 3.17), und im Verlauf des Widerstands
einer einzelnen Elektrode (Abb.3.19). In diesen Schwankungen zeigt sich die Zellmotilitét [55]
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und es kann nachgewiesen werden, dass diese durch Scherspannung stark abnimmt.

Die Varianzanalyse der Widerstandsfluktuation innerhalb von zwolf Stundenintervallen, gezeigt
in Abb.3.21, verdeutlicht die Abnahme der Widerstandsschwankungen unter dem Einfluss von
Scherspannung. Die Mikromotion nimmt folglich deutlich ab, wie sich auch in Time Lapse Auf-
nahmen vermuten lisst. Diese Zeitrafferfilme zeigen, dass sich die Zellen unter Fluss weniger
bewegen und auch dies nur parallel zur Flussrichtung tun. Zellen der Kontrolle hingegen weisen
iber den gesamten Zeitraum Migration in alle Richtungen auf. Diese Beobachtung wird durch
die unverdndert hohe Varianz des Widerstands ab dem zweiten Zeitintervall belegt. Anhand der
hohen Zellmotilitdt der Kontrollen wird deutlich, dass die Bildung und Formierung von Zell-
Zell-Kontakten ein sehr dynamischer Prozess sein muss. Jedoch ist es unwahrscheinlich, dass
eine Endothelzellschicht, die dauerhafte Verdnderungen der Zell-Zell-Kontakte aufweist, in der
Lage ist den Stoffaustausch gezielt zu regulieren. In einem gesunden und intakten Blutgefdf;
kann davon ausgegangen werden, dass sich die Mikromotion als vergleichbar gering erweist, wie
es unter Fluss nach zwei Tagen der Fall ist. Es bleibt festzuhalten, dass sich die Motilitdt der
flusskonditionierten Zellen ab der Konfluenz der Zellschicht konstant verhilt.

Kapazitadt

Der zeitliche Verlauf der Kapazitit nach Erreichen einer konfluenten Zellschicht zeigt unter Scher-
spannung ein reziprokes Verhalten im Vergleich zur Widerstandsmessung. Unter Kontrollbedin-
gungen bleibt die Kapazitéit jedoch konstant bei einem Minimalwert von 0,4nF. Wegener et al.
interpretieren den Anstieg der Kapazitét als sich ablosende Zellen von der Elektrode [76], was
im Fall der kultivierten HUVEC aber ausgeschlossen werden kann. Denn in den Phasenkontrast-
aufnahmen zeigt sich eine intakte Zellschicht unter Flussbedingungen. Somit liegt kein Verlust
von Zellen vor, wodurch zeitweise eine offene Elektrodenflache entstehen wiirde. Der Grund fiir
den Anstieg der Kapazitit von flusskultivierten HUVEC kann mehrere Griinde haben.

Zum einem kann nicht ausgeschlossen werden, dass es durch die Berechnung des Widerstands und
der Kapazitit aus der gemessenen Impedanz auf Grundlage des Ersatzschaltbildes zu Abhéngig-
keiten der beiden berechneten Parametern kommt, so dass sich also der Abfall des Widerstands
aus rein technischen Griinden in der Kapazitdt zeigt. Was auch daran liegen kann, dass das
Ersatzschaltbild das Verhalten der Zellschicht nicht exakt beschreibt. Schliefst man technische
Griinde aus, ergeben sich aus der Verdnderung der Kapazitit als weitere Begriindung folgende
zellbiologische Schliisse.

Eine Zellschicht lasst sich aufgrund der Plasmamembran als Plattenkondensator betrachten. Eine
Verdnderung der Hohe oder der Leitfahigkeit der Zellschicht wiirde also eine Verédnderung der
Kapazitiat bedeuten. Die kapazitiven Eigenschaften der Zellschicht konnten aber auch von einer
Verdnderung der Glykokalyx stammen. Die luminale Oberfliche von Endothelzellen weist ein
breites Spektrum an membrangebundenen Makromolekiilen (Glykoproteine und Proteogylkane)
auf, welche die Glykokalyx ausbilden. Von dieser Struktur wird angenommen, dass sie neben
den Zell-Zell-Kontakten den Stofftransport iiber die Endothelschicht beeinflusst [74]. Zeng und
Tarbell haben nachgewiesen, dass es zu ortlichen und zeitlichen Verédnderungen von Kompo-
nenten der Glykokalyx durch Scherspannung kommt. So konnte unter anderem gezeigt werden,
dass in bovinen Endothelzellen der Aorta es zu Anreicherungen von bestimmten Bestandteilen
der Glykokalyx kommt, welche durch Scherspannung verursacht wurden. Diese Verdnderungen
wurden bei 15 jr{l‘; nach 24 Stunden beobachtet. Sie konnten zeigen, dass diese Verdnderungen
im Zusammenhang mit Oberflichenverdnderungen der Plasmamembran und einer Remodellie-
rung des Aktinskeletts stehen |78]. Veranderungen der Membranoberfliche wiirden die Kapazitét
ebenfalls beeinflussen. Dass der Anstieg der Kapazitidt von flusskultivierten HUVEC also durch
Verdanderungen der Zellbiologie kommen, ist wahrscheinlich.
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Zusammenfassung

Die durchgefiihrten ECIS-Messungen unter Betrachtung des Widerstands und der Kapazitit wei-
sen auf, dass sich im Langzeitverhalten von HUVEC unter Scherspannung die Physiologie der
Zellschicht kontinuierlich verdndert. Es konnte im Vergleich zu Untersuchungen der Morphologie
und der Zell-Zell-Kontakte nicht nachgewiesen werden, dass sich ein gleichbleibendes Verhalten
einstellt. Interessant ist, dass die konditionierten HUVEC innerhalb weniger Stunden nach Um-
stellung der Kultivierung auf statische Bedingungen wieder verdndern und sowohl die Werte des
Widerstands als auch der Kapazitit einen Anstieg bzw. Riickgang zeigen. Es scheint sich der Zu-
stand der zuvor flusskonditionierten Zellen dem Zustand der statischen Kontrollen anzugleichen.
Die Zellschicht zeigt somit ein sehr plastisches Verhalten.

4.4. Fazit

In dieser Arbeit konnte ein Versuchsaufbau zur Flusskonditionierung entwickelt werden, anhand
dessen man eine Vielzahl von Parametern iiber einen Zeitraum von mehreren Tagen parallel
analysieren kann. Die Analyse der verschiedenen aufgefiihrten Parameter machen deutlich, dass
die Flusskultivierung auch im Langzeitverhalten zu grofsen Unterschieden verglichen mit statisch
kultivierten Zellen fiihrt. Um Vorgénge in einer intakten Endothelzellschicht zu untersuchen miis-
sen Langzeitversuche durchgefiihrt werden. Denn es muss abgewartet werden bis eine konfluente
Zellschicht vorliegt. Unter in vitro Bedingungen ist es moglich eine solche Endothelschicht zu
kultivieren und ein konstantes Verhalten beziiglich der Morphologie und den Zell-Zell-Kontakten
zu erhalten. Ungekldrt bleibt warum sich kein konstantes Erscheinungsbild der Physiologie im
selben Zeitraum messen ldsst. Im Zeitraum bevor sich eine Konfluenz der Endothelzellschicht
zeigt, befindet sich diese in einem dynamischen Bereich der Reorganisation und Anpassung an
die Scherspannung. Untersuchungen an Endothelzellen ohne den Einfluss von Scherspannung sind
anhand der gezeigten Ergbnisse nicht sinnvoll, da sich flusskultivierte Zellen sehr unterschiedlich
verhalten im Vergleich zu statisch kultivierten Zellen. Die Situation der statischen Kultivierung
entspricht dabei schlichtweg nicht den physiologischen Bedingungen in vivo.

Um ein besseres Verstédndnis beziiglich der Situation in intakten Blutgefiafsen zu bekommen,
kann der vorgestellte Versuchsaufbau auch noch weiter verbessert werden. Zum Beispiel wire
eine Kultiverung von Endothelzellen mit glatten Muskelzellen interessant um den Aufbau eines
Blutgefafses besser nachzuahmen. Es muss auch noch ausgeschlossen werden, ob es sich bei den
gemachten Beobachtungen um ein Artefakt der Zellkultur handelt oder ob die Ergebnisse ver-
gleichbar sind mit der Situation in ganzen Gefdfen oder in einem gesamten Organismus. Welche
Verdnderungen universell fiir alle Typen von Endothelzellen gelten, ist zudem unklar. Es ist nicht
ausreichend geklart welche Bedeutung die Wahl des Organismus und Art des Blutgefiafies fiir die
Untersuchung an isolierten Endothelzellen hat. Das bedeutet, dass man sich fiir die Nachahmung
in vitro mehr Gedanken machen muss iiber die Wahl der zu untersuchenden Endothelzellen. HU-
VEC konnten fiir Flusskultivierungen im Bereich von arterieller Scherspannung kein passendes
Modell sein.

Es bleibt festzuhalten, dass die generierten Daten etliche Korrelationen der gemessenen Parame-
ter aufzeigen, woraus sich etliche neue Fragestellungen ergeben. Am interessantesten erscheint die
Frage, welchen Einfluss der Betrag der Scherspannung auf die Ausbildung einer Endothelschicht
hat. Um den Einfluss der Scherspannung weiter zu analysieren sollte zundchst der etablierte Ver-
suchsaufbau mit anderen Betrégen der Scherspannungen durchgefiihrt werden um den Einfluss
dieser genauer zu bestimmen. Im Folgenden sind einige Fragen von wissenschaftlichen Interesse:

e Welchen Einfluss zeigt der Betrag der Scherspannung auf Morphologie, Zell-Zell-Kontakte
und Physiologie?

66



4.4 Fazit

e Zeigen sich nur kurzzeitige Unterschiede in der Entwicklung der Zellschicht oder auch in
Langzeitversuchen?

e Welchen Einfluss hat die Wahl der Gefafart aus dem Endothelzellen fiir in vitro Versuche
isoliert werden?

e Lassen sich andere Tight Junction Proteine wie Claudin-5 unter Fluss in HUVEC hochre-
gulieren?
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A. Materialien

A.1. Labormaterialien

Tabelle A.1.: Verwendetes Labormaterial (Hersteller und Verwendung) fiir die durchgefiihrten

Experimente.

] Material Hersteller Verwendung
15 ml-Tubes Sarstedt Zellkultur
50 ml-Tubes Sarstedt Zellkultur
ECIS Flow array 1E Applied BioPhysics Impedanz-Messung
Filterpapier BioRad Western Blot
Filterspitzen vers. Volumina Starlab Zellkultur
Neubauer Zihlkammer Marienfeld Flusskultivierung
Omnifix®)-F (Spritze 1ml) B. Braun Melsungen Lysat, Western Blot
Perfusion Set RED 15c¢m ID 1,6 mm ibidi Flusskultivierung
Roti®)-NC 100% Nitrocellulose Roth Western Blot
Safe-Lock Tubes 1,5 ml eppendorf Fluoreszenzfarbung
Serial Connector for p-Slides ibidi Flusskultivierung
Serologische Pipetten vers. Volumina Sarstedt Zellkultur
Zellkulturflasche (25 cm?/ 75 cm?) Falcon Zellkultur
p-Plate 96-well ibidi Western Blot
p-Slide 1% Luer Collagen IV ibidi Flusskultivierung

Tabelle A.2.: Verwendete primédre und sekundére Antikorper fiir Immunfluoreszenzfirbung

oder Western Blot.

] Antikorper Spezies ‘ Hersteller
anti-Claudin-5 Kaninchen Invitrogen
anti-Connexind3 Kaninchen Sigma-Aldrich
anti-mouse IgG (H+L), F(ab’)2 Fragment | Ziege Cell Signaling
(Alexa Fluor(@®) 488 Conjugate)
anti-rabbit IgG (H+L), F(ab’)2 Fragment | Ziege Cell Signaling
(Alexa Fluor@®) 555 Conjugate)
anti-GAPDH Maus Sigma-Aldrich
anti-VE-Cadherin Maus Santa Cruz Biotechnology
anti-VE-Cadherin Kaninchen Sigma-Aldrich
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Materialien

Tabelle A.3.: Liste der verwendetetn Reagenzien und Chemikalien unter Angabe des Hersteller
und des Verwendungszewecks innerhalb der Arbeit.

’ Reagenzien/ Chemikalien \ Hersteller Verwendung
4’ 6-diamidino-2-phenylindole (DAPT) Carl Roth Zellkernfarbung
8-16% Mini-PROTEAN®) TGX™ Gel BioRad Western Blot
Accutase PAA Zellkultur
Aceton Carl Roth Fixierung Zellen
AlexaFluor®) 660 Phalloidin Life Technologies Aktinfarbung
Bovine serum albumin (BSA) Cell Signaling Pufferbestandteil
Collagen IV BD Bioscience Flusskultivierung
Collagen G Biochrom AG Zellkultur
ddHz0, Rotipuran®) Carl Roth Zellkultur
Endothelial Cell Growth Medium (ECGM) PromoCell Zellkultur

Formalin, 10% (enthélt 4% Formaldehyd)

Sigma-Aldrich

Fixierung Zellen

Milchpulver

Roth

Western Blot

Mounting Medium ibidi Immunfluoreszenz
Na-Doxycholat Roth Pufferbestandteil
PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder Thermo Scientific Western Blot
PBS Sigma-Aldrich Zellkultur
Penicillin /Streptomycin cC-pro Zellkultur

Phenylmethanesulfonyl Fluoride (PMSF)

Cell Signaling

Western Blot

Pierce™ BCA™ Protein Assay

Thermo Scientific

Western Blot

Protein Electrophoresis Buffers BioRad Western Blot
Roti®)-Load 1 Roth Western Blot
Supplement Mix PromoCell Zellkultur

TRIS Roth Pufferbestandteil
Triton@®) X-100 Losung Sigma-Aldrich Pufferbestandteil
Trypan Blue 0,4% Sigma-Aldrich Zellkultur

Tween-20

Sigma-Aldrich

Western Blot
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A .2 Geriate

A.2. Gerate

Tabelle A.4.: Verwendete Gerédte zur Durchfiithrung der experimentellen Arbeit mit jeweiligen
Verwendungszweck.

] Geriit ‘ Hersteller Verwendung
ECIS Model Z © Applied BioPhysics | Impedanz-Messung
EVOS fi AMG Zellkultur Mikroskop
Mixing Block MB-120 Bioer Western Blot
Mini-PROTEAN Tetra System BioRad Western Blot
MiniRocker MR-1 BioSan Western Blot
Typhoon TRIO GE Healthcare Western Blot, Scanner
Pipetten vers. Volumen Gilson Experimente
Universal 320 (R) Hettich Zentrifugen | (Kiihl-)Zentrifuge
Pumpe mit Fluidic Unit ibidi Flusskultivierung
Gasmischer ibidi Time Lapse Aufnahmen
Heizsystem ibidi Time Lapse Aufnahmen
Mini MRstandard IKA-Werke Western Blot, Magnetplatte
ALS 1204 Kern Feinwaage
Intensilight C-HG TIE Nikon Fluoreszenzmikroskopie
Nikon Eclipse Ti Nikon Fluoreszenzmikroskopie
Olympus CKX41 Olymous Mikroskop, Time Lapse
CCD-Kamera Princeton Ins. Mikroskopie
Micro Galaxy Incubator RS Biotech Time Lapse Aufnahmen
MCO-20AK SANYO Experimente Brutschrank
HeraCell 240i Thermo Scientific Zellkultur Brutschrank
HeraSafe KS Thermo Scientific Sterilbank
Multiskan GO Thermo Scientific Western Blot, Photometer




Kapitel A Materialien

A.3. Computerprogramme

Tabelle A.5.: Liste  der  verwendeten  Computerprogramme  (Version,  Hersteller,
Verwendugszweck).
Name \ Version \ Hersteller \ Verwendung
imagelJ 1.47 NIH Bildbearbeitung
IrfanView 4.33 Irfan Skiljan Bildbearbeitung
JabRef 2.10 Alver et al. Literaturverzeichnis
LYX 2.1.0 Abravanel et al. Textverarbeitung
matlab R2010b Mathworks Bildverarbeitung
MicroManager 14 Vale Lab Mikrokopsteuerung Nikon
Office Excel 365 Microsoft Tabellenkalkulation
PumpControl 1.5.1 ibidi Steuerung Pumpe
R 3.0.0 R Foundation Statistikprogramm
R Studio Desktop 0.98.994 R Studio Nutzeroberfliche R
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B. Datentrager

Schriftliche Arbeit im PDF Format

Abbildungen aus der Masterarbeit

Mikroskopie Aufnahmen (Weitfeld, Konfokale, Time Lapse)
Datentabellen

Protokolle

Programmkodes
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