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1 Einleitung

1 Einleitung
1.1 Die mechanische Stimulation von Endothelzellen

Der Einfluss exogener mechanischer Krifte ist in der Entwicklung von Zellen und in deren
Adaption an die Umgebung von zentraler Bedeutung. Dies hat eine grole Bedeutung nicht nur
bei Endothelzellen, die im Organismus einem stindigen pulsatilen Blutfluss ausgesetzt sind,
auch bei anderen Zellen wie Knorpel- und Knochenzellen, die sich entsprechend der Richtung
und Intensitét duBerlicher mechanischer Reize anpassen konnen, pragen diese Reize essentiell
die zelluldre Aktivitit. Auf molekularbiologischer Ebene kénnen Zellen von auflen einwirkende
mechanische Reize in chemische Signale umwandeln, die die zelluldre Aktivitit weiter
modulieren konnen. Dieser Vorgang wird als Mechanotransduktion bezeichnet (Kolahi et
Mofrad, 2010).

In der Anpassung der Endothelzellen auf mechanische Krifte sind unter anderem strukturelle
Komponenten wie das Zytoskelett beteiligt, das die Zellmorphologie mitbestimmt. Ebenso
werden zelluldre Adhésionsmolekiile beeinflusst, sowie iiber Signalkaskaden aktivierte oder
inhibierte zentrale Regulationsproteine. Diese konnen im weiteren Prozess auf die Expression

von Genen einwirken (Lehoux et al., 2003).

Die Art und Weise des Blutstromes und der damit auf die Endothelzellen wirkenden
mechanischen Kréfte verdndert die molekularen Anpassungsvorgénge von Endothelzellen auf
komplexe Weise.

So reagieren Endothelzellen beispielsweise unterschiedlich auf laminare und auf turbulente
Fliisse. Dies hat in der Folge unter anderem Einfluss auf das Ausmal} atherosklerotischer
beziehungsweise atheroprotektiver GefaBwandveridnderungen. Wihrend laminare Fliisse eher
letzteres befordern, bewirken turbulente Fliisse, wie sie in vivo zum Beispiel an
Gefalbifurkationen oder hinter Gefdllstenosen vorkommen, e¢her atherosklerotische
Veranderungen. Obwohl die genauen Ursachen und Mechanismen hierfiir trotz intensiver
Forschung noch unklar sind, sind viele bekannte Faktoren beschrieben. Dazu gehoren
Verdnderungen in der Expression von Zytokinen, zentralen Regulationsproteinen und
Oberflachenrezeptoren, die die Zelldysfunktion, die Entziindungsaktivitit sowie die
Plaquebildung befordern (Berk et al., 2001; Yoshizumi et al., 2003; Heo et al., 2014).

Ein Einfluss mechanischer Kréfte auf die Genexpression von Endothelzellen wurde ebenso

beschrieben. Die beeinflussten Gene wirken physiologisch unter anderem in der Regulierung
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der Zellapoptose, des Zellzyklus, des oxidativen Stresses und der Entziindungsaktivitit mit.
Dies trdgt wahrscheinlich auch an der Entstehung atherosklerotischer Verianderungen bei

(Brooks et al., 2004).

Fliissigkeitsstrome, die den Blutstrom simulierten, konnten in mehreren Arbeiten die
Angiogenese sowie die Aussprossung von Endothelzellen in die umgebende Matrix anregen.
Dies ist beispielsweise in der Wundheilung bedeutend (Song et al., 2011; Galie et al., 2014).
Eine Reaktivierung bestimmter Gene, die auf die Zellproliferation und -reparatur einwirken,

wurde nachgewiesen (Lee et al., 2015)

Als Reaktion auf mechanischen Reiz konnen Endothelzellen iiber intrazelluldre Signalkaskaden
Stickstoffmonoxid (NO) produzieren (Dragovich et al., 2016). Dieses kann iiber Rezeptoren
von Muskelzellen, die sich ebenfalls in den GefdBwénden befinden, eine Relaxierung dieser

Zellen bewirken, was in vivo zu einer Dilatation des entsprechenden Blutgefil3es fiihrt.

1.2 Endothelzellen

Die Blutgefédf3e des menschlichen Korpers sind von einer Wand umgeben, die aus drei Schichten
aufgebaut ist. Diese werden von innen nach auflen Intima (Tunica interna), Media (Tunica
media) und Adventitia (Tunica externa) genannt. Ausnahme sind die Kapillaren, die kleinsten
Gefdle, die nur von einer Intima mit einer Basalmembran umgeben sind.

Je nach GefaBtyp, ihrer Beanspruchung und ihrer Funktion im Organismus variiert die Dicke
der GefaBschichten.

Die Adventitia verankert die Gefdl3e in thre Umgebung und sorgt in gro3eren Gefa3en mit Hilfe
eines eigenen Blutgefdlsystems fiir eine ausreichende Durchblutung der GefiBwand. Die
Media, bestehend aus glatten Muskelzellen, elastischen Fasern und Kollagen, widersteht dem
Druck aus dem Geféf3lumen und reguliert ihn durch Kontraktion beziehungsweise Relaxation
der Muskelzellen.

Das Endothel ist als innerste der drei Schichten verantwortlich fiir die Regulation der
GefdBwand. So nimmt es Druckverdnderungen des intraluminalen Blutstromes und
Konzentrationsverdnderungen einer Vielzahl verschiedener Substanzen im Blut wahr und

reagiert entsprechend. Beispielsweise kann das Endothel bei erhohtem Blutdruck Substanzen
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freisetzen, die eine Erschlaffung der glatten Muskulatur und somit eine VergroBerung des
GefdaBlumendurchmessers herbeifiihren. Im Fall von Verletzungen des GefaBles wirkt es,
getriggert durch freigesetzte Mediatoren, auf die Gerinnung des Blutes ein um dort eine Stillung
der Blutung zu ermdglichen. Ebenfalls kann das Endothel bei der Bekdmpfung von
Entziindungen beitragen, indem am Infektionsherd, nach Ausschiittung entsprechender
Mediatoren, die Endothelzellen Leukozyten binden und ins Interstitium schleusen, wo diese zur

Infektionsbekdmpfung bendtigt werden.

1.3 Humane dermale mikrovaskuliare Endothelzellen: Vorkommen,
Funktion

Humane dermale mikrovaskuldre Endothelzellen (HDMEC) gehoren zur Gruppe der
Endothelzellen. Diese bilden in den menschlichen Blutgefilen die sogenannte Intima, die
innerste Schicht der GefaBBwand, die sich direkt am Blutstrom befindet. Als mikrovaskulire
Gefdle bezeichnet man vor allem Arteriolen, Kapillaren und Venolen. Die zu den
mikrovaskuldren Gefaflen gehorenden HDMEC befinden sich in der Lederhaut, auch Dermis
genannt. Diese Hautschicht grenzt nach au3en an die Epidermis, die Oberhaut, und nach innen
an die Subcutis, die Unterhaut.

Die HDMEC haben unterschiedliche Funktionen. Die Hauptfunktion ist die Abgrenzung des
Blutstroms vom Extravasalraum zur Gewdhrleistung eines kontinuierlichen Blutflusses.
HDMEC tragen ebenfalls zu Entziindungsreaktionen bei, indem sie tiber diverse Mechanismen
proinflammatorische Zytokine und Chemokine exprimieren, unter anderem iiber den
Proteinase-aktivierten Rezeptor 2 (Shpacovitch et al., 2002) und NF«B (Castiglioni et al.,
2014). Dies spielt auch bei allergischen Reaktionen der Haut eine Rolle, z.B. auf
Hausstaubmilben (Arlian et al., 2009).

Auch eine potentiell prothrombotische Reaktion durch Expression von Gewebefaktor wurde
nachgewiesen, hervorgerufen durch proinflammatorische Mediatoren wie TNFo und eine damit
einhergehende erhohte Aktivierung der Gerinnungskaskade (O'Reilly et al., 2003).

Ebenfalls nachgewiesen ist eine erhohte Expression von intercellular adhesion molecule-1
(ICAM-1) als Antwort auf Immunmediatoren wie Interleukin-la (IL1a), ILIp,
Tumornekrosefaktor (TNF) oder Interferon-y (IFNy) (Swerlick et al., 1991; Detmar et al.,
1992). ICAM-1 ist ein Molekiil zur Leukozytenbindung und Teil der Leukodiapedese.

Andere experimentelle Untersuchungen mit HDMEC, die in Co-Kulturen mit dermalen
5
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Fibroblasten geziichtet wurden, zeigten bei Infektion mit dem Dengue-Virus gemeinsame
reaktive Mediatorausschiittungen, die hemmend auf die Virusreplikation und aktivierend auf
die Leukodiapedese wirkten (Bustos-Arriaga et al., 2016).

Eine weitere Rolle von HDMEC ist die hauptsdchlich durch VEGF (vascular endothelial growth
factor) vermittelte Angiogenese, also die GefaB3bildung aus bereits bestehenden Gefidlien, z.B.
im Reparaturprozess nach Verletzungen (Ahluwalia et al., 2014).

Eine regulierende Wirkung auf den Geféalltonus und damit auf den Blutdruck leisten HDMEC
durch Freisetzung von Stickstoffmonoxid (NO). Das NO wirkt auf die glatten
GefaBmuskelzellen, die durch Kontraktion den Geféf3tonus einstellen (Hoffmann et al., 1999;
Bull et al., 1996).

In den mikrovaskuldren Gefal3systemen zeigen Endothelzellen eine Langsausrichtung entlang
des Blutstroms, die sie unter Ruhebedingungen in vitro nicht ausprégen. Es wird angenommen,
dass die Ausrichtung durch die standigen mechanischen Scherkrifte zustande kommt, die durch
den hydrostatischen Druck des intraluminalen Bluts verursacht werden, wie in vitro Versuche
zeigen (Eskin et al., 1984; Levesque und Nerem, 1985; Remuzzi et al., 1984; Viggers et al.,
1986). Zusétzlich zum hydrostatischen Druck werden die pulsatilen, hydrodynamischen
Dehnungsbeanspruchungen durch den zyklisch wirkenden, héheren systolischen Blutdruck
dafiir verantwortlich gemacht, wie in zahlreichen Studien mit zyklischen mechanischen
Stimulationen belegt wurde (Shirinsky et al., 1989; Kanda et Matsuda, 1993; Naruse et al.,
1998).

1.4 Humane dermale mikrovaskulire Endothelzellen in der medizinischen
Forschung

HDMEC kamen bisher bei Untersuchungen in der Malariaforschung zum Einsatz. Durch die
Expression vom Oberflichenmolekiil CD36 koénnen HDMEC mit Plasmodium falciparum
infizierte Erythrozyten erkennen, binden und GefdBkomplikationen hervorrufen, die so nicht in
grofleren GefdBBen moglich sind, da dort keine CD36 Expression stattfindet (Swerlick et al.,
1992).

Auch in der Erforschung des Morbus Behcet wurden Versuche mit HDMEC durchgefiihrt.
Morbus Behget ist eine rheumatische Erkrankung, welche auf einer Vaskulitis basiert. Mehrere
Studien stellten eine fiir die Vaskulitis wahrscheinlich verantwortliche Bildung von

Autoantikdrpern gegen Oberflachenantigene von HDMEC fest (Lee et al., 1999; Lee et al.,
6
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2003). Diese Autoantikorper verursachten unter anderem eine erhdhte T-Zell-Adhésion an die
HDMEC (Lee et al., 1999; Lee et al., 2002).

Die Purpura Schonlein-Henoch, eine immunologisch vermittelte Vaskulitis kleinerer Gefél3e,
ist mit der inflammatorischen Antwort von HDMEC assoziiert, die somit an der Pathogenese
und dem Krankheitsverlauf beteiligt sind (Chen et al., 2011; Chen et al., 2014).

In einer neueren Untersuchung des sekundéren Morbus Raynaud, einer Krankheit, die auf einer
Vielzahl von Kollagenosen basieren kann und in der sich die Blutgefie der Haut durch
kidlteassoziierte Autoantigene verengen, wurden bei HDMEC nach Inkubation mit
Patientenserum erhohte Proteinvorkommen auf der Zelloberfldche beobachtet, darunter war das
Protein hnRNP-K (heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K). Dieses als kélteassoziiertes
Autoantigen geltende Protein kdnnte als moglicher Biomarker fiir sekundéren Morbus Raynaud
dienen (Yang et al., 2015).

Auch in anderen Erkrankungen wie dem Lupus erythematodes, der Endothelzellen des
vaskuldren Systems betrifft (Bando et al., 2003; Ciotkiewicz et al., 2010), kénnen HDMEC eine

Rolle spielen. Genauere Nachforschungen stehen noch aus.

1.5 Signal- und Adhésionsmolekiile

1.5.1 Integrine

Als heterodimere Transmembranproteine befinden sich Integrine fest in der Zellmembran. Sie
sind aus zwei nichtkovalent verbundenen Untereinheiten aufgebaut. 18 o- und 8 B-
Untereinheiten sind bekannt, diese konnen sich zu insgesamt 24 verschiedenen
Integrinrezeptoren zusammenfiigen. Die unterschiedlichen Integrinrezeptoren interagieren
dabei mit jeweils spezifischen Bindungspartnern.

AuBlerhalb der Zelle sind die Integrine an andere Zellen oder an die Extrazelluldre Matrix
(EZM) gebunden, innerhalb der Zelle an Signalproteine bzw. {iber Adapterproteine an das
Zytoskelett.

Zu den Aufgaben der Integrine zdhlen die mechanische Verankerung der Zelle an andere Zellen
und in die Umgebung, die Zellmigration und die Signaltransduktion. Integrine haben unter
anderem Einfluss auf Signalkaskaden, die auf die Zellproliferation und Apoptose wirken.
Integrine konnen duere mechanische Reize auf Signalproteine ins Innere der Zelle iibertragen

und dort weitere Signalkaskaden in Gang setzen (Outside-In), zum Beispiel um die Zelle an

7
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verdnderte duBBere Umstidnde zu adaptieren. Sie konnen aber auch Signale vom Inneren der Zelle
in die Umgebung tiberleiten (Inside-Out).

Um ein Outside-In-Signal erfolgreich zu vermitteln, kann die extrazellulire Doméne eines
Integrins beispielsweise an Proteine der EZM binden, wie Fibronektin und Kollagen. Die
intrazellulire Doméne wiederum kann an Adapterproteine wie Talin und Filamin anheften, tiber
die das Integrin an das Aktin-Zytoskelett angebracht wird und {iber die eine Signalweiterleitung
aus dem Extrazelluldrraum auf das Zytoskelett ermdglicht wird (Kiema et al., 2006; Wegener
et al., 2007). Der sogenannte SHPS-1/SHP-2-Komplex ist ein Molekiilkomplex, welches nach
Integrinverankerung an die EZM biochemische Signalproteine wie die MAP-Kinase aktiviert
und auf die morphologische Anpassung der Zelle wirkt (Tsuda et al., 1998; Oh et al., 1999).
Die Inside-Out Signalweiterleitung, also die Ubertragung eines Signals aus dem Zellinneren in
den Extrazelluldrraum, findet {iber die intrazelluldre Bindung von Integrin an Talin statt.
Dadurch wird das Integrin aktiviert und es kommt zu Verdnderungen in der extrazelluldren
Domine. Dies erhoht die Ligandenaffinitdt (Tadokoro et al., 2003). Dadurch entstehen unter
anderem stdrkere Interaktionen und eine verstirkte Adhdsion zwischen Integrinen und EZM-
Proteinen.

Dass eine Stimulation biologischer Funktionen in Zellen durch magnetische und mechanische
Reizung ihrer Integrine maéglich ist, wurde unter anderem bei Stammzellen und HUVEC bereits

erfolgreich nachgewiesen (Pommerenke et al., 1996; Fabry et al., 2001; Kasten et al., 2010).

1.5.2 Erk

Die extracellular-signal regulated kinase (Erk) ist eine intrazelluldre Proteinkinase, die als
Signalmolekiil unter anderem in der Proliferation, Differenzierung und Morphogenese von
Zellen eine hohe Bedeutsamkeit besitzt. Erk gehort zu den mitogen-activated protein kinases
(MAP-Kinasen).

Die relevantesten und zuerst entdeckten Erks sind die 44 kDa gro3e Erk1l (auch MAPK3) und
die 42 kDa grof3e Erk2 (auch MAPK1) (Boulton et al., 1990; Boulton et al., 1991). Daneben
sind noch andere alternativ gespleillite Formen beschrieben, darunter die 46 kDA grof3e Erk1b
(Yung et al., 2000), die 42kDa grof3e Erklc (Aebersold et al., 2004) und die Erk2b (Gonzalez
et al., 1992).

Andere Erk-Isoformen sind Erk3 (Boulton et al., 1991), Erk4 (Garcia et al., 1996), Erk5 (Zhou
et al., 1995), Erk7 (Abe et al., 1999) und Erk8 (Abe et al., 2002).

Die Signalkaskade zur Aktivierung von Erk1/2 ist gut erforscht und bekannt. Die Erk1/2-
8
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Kaskade kann durch verschiedene extrazelluldre Signale aktiviert werden, beispielsweise durch
Wachstumsfaktoren oder Zytokine (Ishibe et al., 2004). Diese aktivieren einen Rezeptor durch
Phosphorylierung seiner zytoplasmatischen Domine. An diese bindet das Adapterprotein
GRB2, woran der GTP-Austauschfaktor SOS anheftet. Dieses aktiviert durch Austausch von
GDP zu GTP die GTPase Ras. Ras wiederum aktiviert die Kinase Raf, welche durch
Phosphorylierung die MAPKK aktiviert. Die MAPKK phosphoryliert und aktiviert somit
Erk1/2. Erk1/2 kann anschlieend andere Signalmolekiile aktivieren beziechungsweise in den

Nukleus translozieren, um dort die Transkription von Genen zu beeinflussen (Ranganathan et

al., 2006).

Ein viel untersuchter Effekt ist die Verdnderung der Zellmorphogenese durch Bildung eines
Erk-Paxillin-Komplexes, ausgelost durch den Wachstumsfaktor Hepatocyte Growth Factor.
Dies fiihrt zu einer Relokalisation vom Erk-Paxillin-Komplex zum Ort der Zell-Matrix-
Interaktion. Paxillin aktiviert dort FAK und fiihrt so zu einer gezielten Verinderung der
Zellmorphologie (Liu et al., 2002; Ishibe et al., 2003; Ishibe et al., 2004).

Ein weiterer Effekt von Erk1/2 ist die Proliferation der Zelle durch Anregung des Zellzyklus.
Dies wird einerseits ermdglicht durch einen Erk-vermittelten Anstieg der Genexpression von c-
Fos (Gille et al., 1995). Dieses Protein ist iiber mehrere Zwischenschritte fiir die Expression
von dem Zellzyklusprotein Cyclin D1 verantwortlich. Andererseits wird durch die direkte
Phosphorylierung des c-Fos-Proteins durch Erk dieses stabilisiert und kann seine Funktion in
der Zelle ausiiben (Murphy et al., 2002).

Die Erk-Aktivierung wird auch durch intrazelluldre Faktoren beeinflusst. Zum Beispiel ist die
durch Wachstumsfaktoren durchgefiihrte Erk5-Aktivierung zusatzlich abhingig vom cAMP-
Spiegel in der Zelle. Erk1/2 werden jedoch nicht durch verdnderte cAMP-Spiegel in ihrer
Aktivierung beeinflusst (Pearson et al., 2006).

Anders ist dies bei Endothelzellen von Zystennieren. Die Zystennieren entstehen durch eine
autosomal-dominante genetische Erkrankung. Bei den betroffenen Endothelzellen ist eine
verdnderte Interaktion zwischen Erk1/2 und cAMP zu beobachten. Dort stimuliert eine erhdhte
cAMP-Konzentration die Aktivierung von Erk1/2 und die Proliferation der Zellen iiber eine

alternative Kaskade (Yamaguchi et al., 2003).
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1.5.3 Akt

Die Serin/Threoninkinase Akt, auch unter der Bezeichnung Proteinkinase B (PKB) bekannt, ist
eine zentrale zelluldre Proteinkinase, die in nahezu allen eukaryotischen Zellen vorhanden ist.
Sie ist Teil vieler zelluldrer Funktionen, unter anderem wirkt sie in der Proliferation, in der
Apoptose, in der Motilitdt und im zelluldren Metabolismus mit.

Es existieren 3 Akt-Isoformen: Aktl/PKBo, Akt2/PKBf und Akt3/PKBy. Das Protein Akt ist
sehr homolog zur Proteinkinase C (Jones et al., 1991).

Akt wird iiber einen Signalweg aktiviert, der beispielsweise durch den Wachstumsfaktor
Fibroblast Growth Factor (FGF) oder Epidermal Growth Factor (EGF) aktiviert wird (Ojeda et
al., 2011). Aber auch andere Proteine wie sonic hedgehog (shh) und insulin-like growth factor
1 (IGF-1) konnen den Signalweg aktivieren (Peltier et al., 2007). Der aktivierende
Wachstumsfaktor bindet extrazellulir an einen transmembrandsen Rezeptor. Dieser
phosphoryliert die Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K), die darauthin spezielle Phospholipide in
der Zellmembran phosphoryliert, hauptsichlich Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat
(PIP3), an welches wiederum Akt bindet und durch die Phosphoinositide-dependent kinase 1
(PDK1) aktiviert wird (Osaki et al., 2004).

Es wurde herausgefunden, dass die Substratspezifitit von Akt auf ein spezielles
Erkennungsmotiv von nur wenigen Aminosduren zuriickzufiihren ist. Proteine mit diesem
Erkennungsmotiv werden bevorzugt von Akt phosphoryliert (Alessi et al., 1996).

Akt verhindert die Apoptose der Zelle, indem es, aktiviert durch einen Wachstumsfaktor,
proapoptotische Proteine wie BAD phosphoryliert und so in ithrer Funktion inhibiert (Datta et
al., 1997). Ebenfalls ist es fiir Akt moglich, Transkriptionsfaktoren, die die Synthese
proapoptotischer Proteine ermoglichen, beispielsweise FKHRLI, direkt zu phosphorylieren
und zu inhibieren (Brunet et al., 1999). Akt greift auerdem in die Aktivitdt von mTOR ein,
einem wichtigen Enzym im Zellwachstum und in der Zellproliferation. Dies geschieht, indem
Akt das Tumorsuppressorprotein TSC2 phosphoryliert, welches durch diese Phosphorylierung
inaktiviert wird und in seiner inhibierenden Funktion gehindert wird, die es auf mTOR ausiibt.
Die Aktivitdt von mTOR kann hierdurch steigen (Inoki et al., 2002).

Ein zweites Regulatorprotein namens PRAS40 ist, wie TSC2, ebenfalls ein Inhibitor von mTOR
und kann seinerseits auch durch Akt phosphoryliert und inaktiviert werden (Vander Haar et al.,
2007).

Akt spielt auch im Zellzyklus eine Rolle. Indem Akt den Zellzyklusinhibitor p27 einerseits
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durch Phosphorylierung in seiner Funktion inhibiert, andererseits sein Vorkommen im Zellkern
vermindert und im Zytosol erhdht, nimmt die Aktivitdt der fiir den Zellzyklus essentiellen
Proteinkinase CDK2 (cyclin-dependent kinase 2) und damit die Zellproliferation zu (Shin et
al., 2002). Auch der Zellzyklusinhibitor p21 befindet sich nach Phosphorylierung durch Akt
vermehrt im Zytosol, was zu der erh6hten Proliferation von Krebszellen beitragen kann (Zhou
et al., 2001). Die Inhibierung der Glycogen Synthase Kinase-3 (GSK3) durch Akt (Cross et al.,
1995) hat ebenfalls Einfluss auf den Zellzyklus, da GSK3 in der Konzentrationsabnahme von
Cyclin D und Cyclin E involviert ist, zwei aktivierenden Steuerclementen des Zellzyklus
(Welcker et al., 2003; Diehl et al., 1998).

In Endothelzellen hat Akt eine zusitzliche Funktion in der Angiogenese. Neben dem
beschriebenen Zelliiberleben und der Zellproliferation regt Akt die NO-Produktion an, indem
es die endotheliale NO-Synthase (eNOS) durch Phosphorylierung aktiviert (Dimmeler et al.,
1999). Das dabei entstehende NO fordert die Vasodilatation und die Angiogenese (Ziche et al.,
2000).

Auch im Zellmetabolismus ist Akt von Belang. Es fordert die Glukoseaufnahme in Adipozyten,
indem es die dafiir notwendigen Glukosetransporter in die Plasmamembran befordert (Calera
et al., 1998). Auch ist Akt fiir das Vorkommen diverser anderer, fiir Zellen essentieller
Transporter in der Plasmamembran noétig, darunter Transporter fiir Aminoséuren, Eisen und
Low Density Lipoprotein (Edinger et Thompson, 2002). In der Zelle selbst fordert Akt unter
anderem die Glykolyse (Elstrom et al., 2004). AuBerdem beeintrachtigt Akt die
Gluconeogenese und die B-Oxidation durch Inhibierung des Co-Aktivatoren PGC-1a (Li et al.,
2007). Auch die Fettsduresynthese wird beeinflusst durch Akt-abhéngige Aktivierung eines
zentralen Enzyms, der ATP-Citrat-Lyase (Berwick et al., 2002).

1.5.4 Src

Src (beziehungsweise c-Src) ist das am besten untersuchte Protein aus der Familie der Src-
Kinasen. Insgesamt fasst diese Familie 9 Tyrosinkinasen, darunter das genannte Src, zusitzlich
Lyn, Fyn, Lck, Hek, Fgr, Blk, Yrk und c-Yes. Src ist an vielen Signalkaskaden beteiligt und ist
unter anderem in der Zellproliferation, der Zellmigration und in der Angiogenese von
Wichtigkeit.

Src besitzt 4 SH-Dominen, einen N- und einen C-Terminus. Nahe des C-terminalen Endes
befindet sich eine regulierende Aminosédure, Tyr527, die, im phosphorylierten Zustand, an die

SH2-Doméne bindet und Src in eine inaktive Position bringt. Ist Tyr527 dephosphoryliert,
11
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gelangt Src in die gedftnete, aktivierte Position (Liu et al., 1994).

Innerhalb der Zelle bindet Src an die Zellmembran oder an endosomale Membranen. Je nach
zelluldrer Lokalisation beeinflusst Src die Zelle auf unterschiedliche Art und Weise, dazu
gehoren beispielsweise Modifikationen am Aktinzytoskelett, der Membrantransport oder die
Beteiligung an der Mitose (Bjorge et al., 2000). Src kann unter anderem mit diversen
Wachstumsfaktor-Rezeptoren und mit FAK interagieren (Parsons et al., 1997).

An der Zellmigration und der Zelladhision ist Src insofern beteiligt, als dass eine erhohte Src-
Aktivierung mit einer erhohten Auflésung von Cadherin/Catenin-Komplexen und mit einer
verminderten Zelladhdsion einhergeht (Irby et al., 2002).

Src kann durch ein Integrinsignal einen Komplex mit FAK eingehen. Dieser Komplex kann
diverse Proteine wie Cas und Paxillin phosphorylieren und die Zellmotilitit sowie das
Zelliiberleben beeinflussen (Mitra et al., 2006).

Auch beeinflusst Src das auf die Mitose der Zelle auswirkende Signal vom Platelet-derived
growth factor (PDGF), indem es mit dem PDGF-Rezeptor interagiert (Twamley-Stein et al.,
1993).

Im Zellzyklus hat Src einen direkten Einfluss. Beim Ubergang in die Mitosephase wird Src
voriibergehend aktiviert. Eine Blockierung der Src-Aktivierung in dieser Phase verhindert die
Mitose der Zelle (Roche et al., 1995).

In der Angiogenese interagiert Src mit dem Aktinzytoskelett und hat dadurch Anteil an der
Migration der Zelle. Eine Inhibierung von Src hat zur Folge, dass Angiogenese durch eine
insuffiziente Organisierung des Aktinzytoskeletts nicht stattfinden kann (Kilarski et al., 2003).
Auch induziert Src die Aktivierung von dem Angiogenesefaktor Interleukin-8 (Yeh et al.,
2004).

In VEGF-vermittelten proangiogenetischen Zellmodulationen spielt Src eine wichtige
unterstiitzende Rolle, wie die gezielte Ausschaltung von Src in Versuchen gezeigt hat (Werdich
et al., 2005).

Ein besonderes Interesse in der Forschung gilt Src insofern, als dass es das erste entdeckte
Proto-Onkogen ist. Bis heute werden in der Tumorforschung die Rolle und das onkogene
Potential von Src als zentrales Protein in der Zellproliferation, Migration, im Zellzyklus und in
der Angiogenese untersucht. Unter anderem werden Src-Inhibitoren als Mittel zur Therapie von
Tumoren untersucht (Elsberger et al., 2010).

Aufgrund seines vermehrten Vorkommens in gewissen Tumorzellen steht pSrc als potentieller

Tumormarker in Diskussion (Yokoi et al., 2011).
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1.5.5 VE-Cadherin

Vascular-endothelial Cadherin (VE-Cadherin) ist ein transmembrandses Adhédsionsprotein,
welches gehéuft in Zell-Zell-Kontakten von Endothelzellen auftritt und dort einen wichtigen
Stellenwert besitzt. VE-Cadherin ist Teil von Adherens Junctions und endothelialen
desmosomalen Kontakten und damit essentiell fiir die Zelladhédsion benachbarter Zellen, die
Kontrolle vaskulédrer Permeabilitit, die Morphogenese der Zelle und die Signaltransduktion.
Wihrend die extrazellulire Domédne von VE-Cadherin spezifisch ist, besitzt die intrazellulédre
Domaine eine dhnliche Struktur wie die anderer klassischer Cadherine (Angst et al., 2001). Um
an der Zelle Adherens Junctions zu bilden, konnen B-Catenin und Plakoglobin an die
intrazellulire Domine von VE-Cadherin binden. Plakoglobin und B-Catenin verbinden sich
weiterhin mit a-Catenin, welches iiber eine andere Verbindungsstelle den Cadherin/Catenin-
Komplex mit a-Actinin und dem Zytoskelett verbinden kann (Nieset et al., 1997). Plakoglobin
und B-Catenin konnen jedoch nicht nur mit o-Actinin, sondern ebenfalls mit
Transkriptionsfaktoren im Zellkern interagieren und so die Genexpression in der Zelle
modifizieren (Ben-Ze'ev et al., 1998).

AuBerdem kann VE-Cadherin mit dem vascular endothelial growth factor receptor 2 (VEGFR-
2) einen Komplex bilden und mit diesem die Signaltransduktion in die Zelle hinein modulieren
(Shay-Salit et al., 2002).

Ein weiteres Protein, mit dem VE-Cadherin interagieren kann, ist vascular endothelial protein
tyrosine phosphatase (VE-PTP). VE-Cadherin und VE-PTP konnen sich iiber ihre
extrazelluliren Doménen verankern. VE-PTP reduziert iiber seine Phosphatase-Aktivitdt die
Tyrosin-Phosphorylierung von VE-Cadherin und beeinflusst somit die Funktion von VE-

Cadherin als Adhésionsprotein (Nawroth et al., 2002).

In Endothelzellen kommen keine klassischen Desmosomen vor. VE-Cadherin ersetzt diese
funktionell, indem es neben seiner Funktion als Cadherin in Adherens Junctions zusétzlich die
Rolle eines desmosomalen Cadherins einnehmen kann. Uber seine Bindung an das
desmosomale Protein Desmoplakin kann es so auch in der Endothelzelle an
Intermediérfilamente binden und den sogenannten Complexus adhaerens herstellen, dessen
Struktur einem Desmosomen &dhnelt. Dies ist unter Cadherinen einzigartig (Kowalczyk et al.,

1998).
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1.5.6 Caveolin-1

Die Caveoline sind eine beim Menschen ubiquitdr vorkommende Proteinfamilie, bestehend aus
Caveolin-1, Caveolin-2 und Caveolin-3. Die Caveoline kommen hauptsichlich in der zelluléren
Plasmamembran in den sogenannten Caveolae vor. Dies sind 50-100 nm grof3e Einbuchtungen
in der Plasmamembran und bestehen aus einer spezifischen Zusammensetzung von Proteinen
und Lipiden. Auch kommen Caveoline in diversen Zellkompartimenten wie dem Golgi-Apparat
und in Vesikeln vor.

Caveolin-1 kann in Endothelzellen als Marker fiir Caveolae dienen, da es dort deren
Hauptbestandeteil ist. Es sind zwei Isoformen von Caveolin-1 bekannt: Die a- und die B-Isoform.
Diese unterscheiden sich im N-Terminus. Wiahrend die N-terminale Proteinsequenz bei der a-
Isoform vollstindig ist, fehlt sie bei der B-Isoform (Scherer et al., 1995). Caveolin-1 ist mit 22
kDa ein relativ kleines Protein, es formt jedoch Oligomere, die ungefdahr 400 kDa grof3 werden
konnen und in der Form die Basis der Caveolae bilden. Der Oligomerisierungsprozess beginnt
schon wihrend der Synthese im Endoplasmatischen Retikulum und schreitet im Zytosol
beziehungsweise in der Plasmamembran weiter voran (Monier et al., 1995).

Caveoline sind als Teil der Caveolae unter anderem wichtig fiir den vesikuldren Transport.
Caveolae konnen iiber einen komplexen Auslésemechanismus sowohl Membrankomponenten
und extrazelluldre Liganden, als auch manche Viren und Toxine endozytieren (Pelkmans et al.,
2002).

In den Caveolae ist Caveolin-1 als Oligomer in der Signaltransduktion in der Hinsicht von
Bedeutung, als dass es Transmembranmolekiile und Signalmolekiile binden kann. Diese
kommen somit an den Caveolae in erhohter Konzentration vor (Lisanti et al., 1994).
Caveolin-1 hat auch direkten Einfluss auf Signalmolekiile und Signalkaskaden, zum Beispiel
vermindert es die Tyrosinkinaseaktivitdt von Src und reguliert die GTPase-Aktivitit der o-
Untereinheiten von G-Proteinen herab (Li et al., 1996).

Caveolin-1 wirkt auch auf den Cholesterolgehalt in den Caveolae. Cholesterol ist fiir eine
korrekte Funktion von Caveolae notwendig (Hailstones et al., 1998). Caveolin-1 besitzt eine
starke Cholesterol-Bindungsstelle, mit der es an Cholesterol bindet und darauthin zu
Oligomerbildung neigt (Murata et al., 1995).

In der aktuellen Forschung steht die Funktion von Caveolin-1 sowohl als Proto-Onkogen, als
auch als Tumorsuppressor. So wurde die Uberexpression von Caveolin-1 mit kanzerogenen
Effekten assoziiert, eine fehlende Caveolin-1-Produktion mit einer erhdhten Krebsdisposition

(Wang et al., 2015). Auch Kardiomyopathien kénnen aufgrund einer verénderten Expression
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von Caveolin-1 auftreten, weshalb auch in dem Bereich fiir therapeutische Zwecke geforscht

wird (Panneerselvam et al., 2012).

1.5.7 Connexin43

Connexin43 ist ein 43 kDa grof3es Transmembranprotein und gehdrt zu Familie der Connexine.
Insgesamt umfasst die Connexin-Familie 21 verschiedene Connexinproteine. Connexin43 ist
das am weitesten verbreitete Connexin. Zu finden in mindestens 35 Zelltypen, steht es im Fokus
der Forschung.

Connexin43-Proteine konnen durch Zusammenschliisse die sogenannten Gap Junctions
formen, Verbindungen zwischen Zellen zum Austausch von Aminoséuren, Second Messengers
und lonen.

Connexin43 ist so gefaltet, dass es die Membran viermal durchlduft, wobei sich das N- und das
C-terminale Ende auf der cytoplasmatischen Seite befinden (Yancey et al., 1989).

Zur Bildung von Gap Junctions oligomerisieren die Connexine zu Hexameren, sogenannte
Connexons. Diese Zusammenfiigung geschieht intrazelluldr, nach Austritt des Connexin43 aus
dem Endoplasmatischen Retikulum, vermutlich im Trans-Golgi-Netzwerk (Musil et al., 1993).
Die Connexons zweier benachbarter Zellen konnen sich zu Gap Junctions verbinden. Durch die
kanalartig aufgebauten Gap Junctions kdnnen kleinere Molekiile und Ionen diese durchqueren
(Goodenough et al., 1996).

Connexin43-Proteine formen sich nicht nur zu homomeren Connexons, sondern kénnen auch
mit anderen Connexinen, beispielsweise Connexin45, heteromere Verbindungen eingehen
(Desplantez et al., 2004).

Connexin43 hat eine kurze Halbwertszeit von nur wenigen Stunden, wodurch eine
kontinuierliche Synthese und Abbau nétig sind. Der Grund hierfiir konnte in der Regulierung
der Gap Junctions und der durch diese gewahrleisteten interzelluliren Kommunikation liegen
(Laird et al., 1991).

Der Phosphorylierungsstand der Connexine reguliert die Gap Junctions. So kann der Zustand
der Phosphorylierung von Connexin43 iiber den Zusammenbau und den Erhalt der Gap
Junctions und deren interzelluldren Austausch von Molekiilen und Ionen entscheiden. Die
Phosphorylierung der Connexine geschieht iiber diverse Kinasen, unter anderem PKA, PKB
und MAPK (Lampe et Lau, 2004).

Als ein moglicher Bindungspartner von Connexin43 gilt ZO-1. Die Bindung von ZO-1 an

Connexin43 wirkt sich vermutlich positiv auf die Stabilitdt von Gap Junctions aus (Singh et al.,
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2005) und reguliert ebenfalls deren GroB3e und Organisation (Hunter et al., 2005).

Connexin43 kann moglicherweise auch auf das Zellwachstum einwirken, indem es die
Transkription vom Zellwachstumsregulator NOV erhdht, auf die Verdnderung seiner
Lokalisierung vom Zellkern in die Zellmembran einwirkt und sich dort mit diesem verankert
(Gellhaus et al., 2004).

Die Gap Junctions sind iiber Connexin43 an Microtubuli verankert. Diese Verankerung ist fiir
die Entstehung der Gap Junctions und deren Funktion in der interzelluliren Kommunikation
jedoch nicht obligat (Johnson et al., 2002).

Uber Drebrin, einem Bindungspartner des Aktin-Zytoskeletts, sind Connexin43,
beziehungsweise Gap Junctions, an das Zytoskelett verbunden. Diese Verbindung ist essentiell
fiir die Erhaltung und Funktion von Gap Junctions. Eine Unterbrechung der Verbindung fiihrt
zum Abbau von Connexin43 (Butkevich et al., 2004).

Gap Junctions stehen in funktioneller Verbindung mit Adherens Junctions. Werden Adherens
Junctions blockiert, verhindert das den Aufbau von Gap Junctions. Genauso verhindert die

Blockierung von Gap Junctions den Aufbau von Adherens Junctions (Meyer et al., 1992).
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2 Zielstellung

Die Zielstellung der Arbeit bestand darin herauszufinden, ob in vitro eine mechanische
Stimulation humaner dermaler mikrovaskuldrer Endothelzellen zur verstarkten Aktivierung
von Signal- und Adhédsionsmolekiilen fiihrte. Dabei wurden zwei mechanische
Stimulationsmethoden von Zellen in ihrer Effektivitit verglichen. Zum einen wurde mit einer
Anlage gearbeitet, die zyklische mechanische Krifte direkt auf die Integrinrezeptoren der
Zellen ausiibte, zum anderen wurde ein STREX Cell Strain Instrument eingesetzt, das bei einer
festgelegten Frequenz und Intensitit die gesamte Zelle streckte.

Mit beiden Methoden wurde die Aktivierung der Signalmolekiile Erk, Akt und Src sowie der
Adhésionsmolekiile VE-Cadherin, Connexin43 und Caveolin-1 aufgrund mechanischer Kréfte

analysiert.
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3 Material und Methoden
3.1 Materialien

Costar® 96-Well EIA/RIA Stripwell™ Plate (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)
Criterion TGX Stain Free Gel 4-15% (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA)
Deckglidser (Menzel GmbH, Braunschweig)

Dynabeads® M-280 Schaf anti Maus (Invitrogen, Carlsbad, CA)
Filterpapier (Whatman, GE Healthcare, Buckinghamshire, Grofbritannien)
Low Protein Binding Tubes (Sarstedt, Niimbrecht)

Objekttrager (Engelbrecht GmbH, Edermiinder)

PVDF Western Blotting Membranen (Roche, Basel, Schweiz)

ST-CH-04 silicone chambers (B-Bridge International, Cupertino, CA)

Zellkulturflaschen (Greiner Bio-One, Frickenhausen)

3.2 Chemikalien

Endothelzellwachstumsmedium-Basal (Promocell, Heidelberg)

Ladepufter (Laemmli)

Lyse-Puffer (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA)

Milchpulver Blotting grade, fettarm, 5% (Roth, Karlsruhe)

Paraformaldehyd, 4% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)

Phosphatgepufferte Salzlosung (PBS) (Invitrogen, Carlsbad, CA/ Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO)

Precision Plus Protein Standards Dual Color (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA)
Rat Tail Collagen Type I (Corning, Redford, ME)

Tris/Glycine Puffer (25 mM Tris, 192 mM Glycin, 20% Methanol, pH 8,3) (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA)

Tris/Glycine/SDS Puffer (25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0,1% SDS, pH 8,3) (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA)

TritonX-100, 0,1% (Ferak, Berlin)

Trypsin/EDTA (PAA Laboratories, Pasching, Osterreich)
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3.3 Gerate

Analog Vortex Mixer (VWR, Radnor, PA)

Anlage zur Erzeugung eines inhomogenen Magnetfeldes fiir die mechanische Stimulation
Atmospheric Pressure Plasma Jet (kINPen09, Greifswald)

AxioCam Ccl (Carl Zeiss AG, Jena)

Bio-Plex 200 System (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA)

CASY® Cell Counter (OLS, Bremen)

Laser Scanning Microsope, LSM 780 (Carl Zeiss AG, Jena)

Lichtmikroskop Axiovert 40C (Carl Zeiss AG, Jena)

MHR 13 Heizschiittler (Ditabis, Pforzheim)

MicroStar 12 (VWR, Radnor, PA)

Molecular Imager Gel Doc XR System (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA)
Qubit® 2.0 Fluorometer (Invitrogen, Karlsruhe)

STREX Cell Strain Instrument (B-Bridge International, Cupertino, CA)
Vertikale Proteingelkammer (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA)
Western-Blot Tanks (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA)

Zentrifuge 5702R (Eppendorf, Hamburg)

3.4 Software

AxioVision Rel. 4.8 (Carl Zeiss AG, Oberkochen)

Bio-Plex Manager 6.1 (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA)
GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA)
Image Lab (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA)

ImageJ (National Institute of Health, Bethesda, MD)
Microsoft Excel 2010 (Microsoft, Redmond, USA)

ZEN (Carl Zeiss AG, Oberkochen)
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3.5 Antikorper

Alexa Fluor 488 anti-Maus (Invitrogen, Carlsbad, CA)

Anti-Akt (pan) monoklonal anti-Kaninchen (Cell Signaling Technology, Danvers, MA)
Anti-Caveolin-1 polyklonal anti-Kaninchen (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX)
Anti-Connexin43 monoklonal anti-Kaninchen (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)

Anti-Erk monoklonal anti-Kaninchen (Cell Signaling Technology, Danvers, MA)
Anti-phospho-Caveolin-1 monoklonal anti-Maus (pY 14) (BD Biosciences, Franklin Lakes,
NJ)

Anti-phospho-Erk monoklonal anti-Kaninchen (Cell Signaling Technology, Danvers, MA)
Anti-phospho-Src monoklonal anti-Kaninchen (Y416) (Cell Signaling Technology, Danvers,
MA)

Anti-Src monoklonal anti-Maus (Cell Signaling Technology, Danvers, MA)
Anti-VE-Cadherin monoklonal anti-Maus (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX)
Anti-Vinculin monoklonal anti-Maus (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)

Bio-Plex™ phospho-Akt (Serin 473) (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA)

DAPI (Boehringer Mannheim, Mannheim)

Hoechst H 33342 (Applied Chemistries, Agawam, MA)

Phalloidin-Alexa 546 (Invitrogen, Carlsbad, CA)

polyklonal Kaninchen anti-Maus Ig/HRP (Dako, Glostrup, Ddnemark)

polyklonal Schwein anti-Kaninchen Ig/HRP (Dako, Glostrup, Danemark)

3.6 Kits

Bio-Plex Pro™ Reagent Kit (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA)
SuperSignal® West Femto Maximum Sensitivity Substrate (Thermo Scientific, Rockford, IL)
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3.7 Methoden

3.7.1 Zellen

Die fiir die Experimente benutzten Humanen dermalen mikrovaskuldren Endothelzellen

(HDMEC) wurden aus Hautgewebsstiicken isoliert.

3.7.2 Zellgewinnung

Isolierung der HDMEC aus dermalem Gewebe

Zur Gewinnung von HDMEC aus der Haut wurde diese in eine Petrischale gegeben und
anschlieBend mit phosphatgepufferter Salzldsung (PBS) benetzt. Uberschiissiges Gewebe
wurde mit einer stumpfen, gebogenen Schere von der Haut entfernt und das Hautgewebe mit
einem Skalpell in ungefahr 3x3 mm grof8e Quadrate geschnitten. Die Hautabschnitte wurden
iiber Nacht in 3-4 ml 0,4% Dispase liegend inkubiert. AnschlieBend wurde die Epidermis von
der Dermis mit Hilfe zweier Pinzetten getrennt. Hierfliir wurde mit der einen Pinzette das
Gewebestiick gehalten und mit der zweiten Pinzette die noch feste Epidermis abgezogen und
verworfen. Die Gewebestiicke wurden danach in PBS gesammelt und das PBS darauthin
abgesaugt. Dann wurden die Gewebestiicke in einem 50 ml-Roéhrchen fiir 2 h bei 37 °C in 5 ml
Trypsin/EDTA-Losung liegend und schiittelnd inkubiert. Nachdem die Gewebestiicke
anschlieBend auf den Réhrchenboden abgesunken waren und der Uberstand abgesaugt wurde,
wurden 2 ml FCS hinzugegeben. Die Gewebestiicke wurden nun in eine gro3e Glaspetrischale
geschiittet und 5 ml PromoCell-Medium (fiir mikrovaskulidre Endothelzellen) hinzugegeben.
Mit der Seite einer Skalpellklinge wurden die Gewebestlicke ausgedriickt und die entstandene
Zellsuspension lber einen 100 um-Filter gegeben. Der Filter wurde danach mit PBS
nachgespiilt. Darauthin folgte fiir 5 min die Zentrifugation bei 300x g. Das Zellpellet wurde in
PromoCell-Medium aufgenommen. Die Aussaat erfolgte auf eine 75 cm?-Kulturflasche (15 ml)

oder 2x25 cm?-Kulturflasche (5 ml).

Auftauen der tiefgefrorenen HDMEC

Um die in fliissigem Stickstoff bei -163 °C tiefgefrorenen Zellen fiir die Versuche verwendbar
zu machen, wurden diese zunichst im Wasserbad bei 37 °C aufgetaut. Nach Zentrifugation des

Rohrchens wurde der Uberstand mit dem zytotoxischen, fiir die Tiefkiihlung der Zellen jedoch
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wichtigen Spezialmedium verworfen. Das Zellpellet wurde darauthin in frischem Basal-
Medium resuspendiert und in Kulturflaschen verteilt.

Die Proliferation der Zellen fand in Kulturflaschen in einem Brutschrank bei 37 °C, 5% CO»
und 95% Luftfeuchtigkeit statt. Das Medium wurde alle 2-3 Tage gewechselt, um die nicht-
adhérenten Zellen zu verwerfen und den iibrigen Zellen frisches Medium zuzufiihren. Dafiir
wurde das alte Medium abgesaugt und 5 ml frisches Medium mittels einer Pipette

hinzugegeben.

3.7.3 Medium

Als Medium fiir die Proliferation und Lagerung der HDMEC wurde das
Endothelzellwachstumsmedium Basal (Promocell) mit folgenden Zusitzen benutzt:

- 2% Fetales Kélberserum (FCS), das beim Reizen der Zellen auf 0,5% reduziert wurde

- 1% Antibiotika

- Endothelial cell growth supplement/Heparin (ECGS/H)

- Human endothelial growth factor (hEGF)

- Human basic fibroblast growth factor (hbFGF)

- Hydrocortison (HC)

3.7.4 Zellpassage und —aussaat

Die Zellpassage erfolgte bei einer Konfluenz von 80-90%.

Dafiir wurde das Kulturmedium abgesaugt und der Zellrasen mit 5 ml PBS gewaschen. Danach
wurde 1 ml Trypsin in die Kulturflasche gegeben, um die Zellen vom Kulturflaschenboden
abzulosen. Die Flasche wurde danach fiir 5 min im Brutschrank bei 37 °C inkubiert. Um zu
tiberpriifen, ob sich alle Zellen abgelost haben, wurden sie im Lichtmikroskop untersucht.
Konnten noch nicht alle Zellen vom Boden abgeldst werden, wurden sie noch weitere 2 min
inkubiert. Sobald sich alle Zellen vom Flaschenboden abgeldst hatten, wurden 5 ml Medium
hinzugegeben. Das serumhaltige Basal-Medium stoppt die enzymatische Wirkung des
Trypsins. Der Inhalt der Kulturflasche wurde nun in ein Réhrchen iiberfiihrt. Daraus wurden
100 pl entnommen und die Zellanzahl im Casy Cell Counter bestimmt. Die Angabe erfolgte in
Zellen pro ml. Die restlichen Zellen wurden fiir 5 min bei 1200 rpm zentrifugiert. Nach

Verwerfen des Uberstands wurde das Pellet so in Medium verdiinnt, dass mindestens 50.000
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Zellen in jeweils eine Silikonkammer (Kulturfliche 4 cm?) bzw. 10.000 Zellen in einem 96-

Well tiberfiihrt werden konnten.

3.7.5 Vorbereitung der Silikonkammern, Einsatz des Atmospheric Pressure Plasma Jet

Ein Teil der Vorbereitung der Silikonkammern fiir die STREX-Behandlung war die
Plasmabehandlung der Kulturfliche der Silikonkammern mit einem Atmospheric Pressure

Plasma Jet (APPJ) (Abbildung 1). Dieser Plasma Jet wird mit Argon Gas betrieben.

Abbildung 1: Atmospheric Pressure Plasma Jet, zur Plasmabehandlung der Kulturfliichen
der Silikonkammern eingesetzt

Bevor die Kulturfliche einer Silikonkammer mit dem Plasma Jet bestrahlt werden konnte,
wurde dieser ca. 30 min lang unter der Sicherheitswerkbank eingebrannt. Dies diente der
Reduktion von Feuchtigkeit, die moglicherweise aus der Luft in den Gasschlauch bei
Nichtbenutzung permeabilisieren konnte. Die Verfilschung des Ergebnisses durch verdnderte

Bestrahlung wurde damit minimiert (Winter et al., 2013). Nach 30 min war ein homogen
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trockener Strahl erzeugt.

AnschlieBend wurden die 2 x 2 x 1 cm groB3en sterilen Kulturflachen der Silikonkammern fiir
I min gleichmiBig mit dem Plasma Jet behandelt. Dazu wurde die Kulturflache direkt unter
den Strahl gehalten und in einer linienformigen Bewegung hin und her bewegt. Der Abstand
zum Strahl wurde dabei so gewéhlt, dass das sichtbare Ende des Plasmastrahls gerade die
Kulturfldche bertihrte. Anschlieend wurde der Kammerboden mit 1 ml Kollagen Typ I-Lésung
(200 pg/ml, geldst in 0,1 prozentiger Essigsdure) beschichtet. Nach 1 h Inkubation wurde diese
wieder entfernt, die Kammern mit PBS gespiilt und die vorbereiteten HDMEC in die Kammern
ausgesdt. Fiir eine optimale Haftung der Zellen an die Kollagenschicht wurden diese vor dem

Streckversuch fiir 24 h im Brutschrank bei 37 °C inkubiert.

Die Plasmabehandlung der Kulturflichen bewirkte eine erhohte Hydrophilie der
Silikonoberfldchen, die zu einer groBflichigeren Verteilung der Kollagenlosung fiihrte. Die
Verringerung des Wasserkontaktwinkels und der Oberfldchenspannung der hinzugefiigten

Losung durch die Plasmabehandlung war signifikant (Finke, INP Greifswald) (Abbildung 2).
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Abbildung 2: Signifikante Verringerung des Wasserkontaktwinkels nach Behandlung der
Silikonkammern mit dem Atmospheric Pressure Plasma Jet (*).
*p<0,05; t-Test mit Bestimmung der Mittelwerte und der Standardabweichungen. n=3.
(nach Finke: Bestimmung von Oberflichenenergie und Wasserkontaktwinkel, INP
Greifswald).
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3.7.6 Mechanischer Reiz - Versuchsansatz mit paramagnetischen B1-Integrin beschichteten
Beads

Aussaat

Die Zellen wurden wie in 3.7.4 beschrieben in 96-Well-Platten ausgesét, wobei pro Well
mindestens 10.000 Zellen ausgesdt wurden. Die Zellen wurden in den Wells fiir 24 h in Endothel
Wachstumsmedium mit 2% FCS kultiviert.

Beadbeschichtung

In Anlehnung an Pommerenke et al., 1996 wurden initial 100 pl paramagnetische Beads bei
10.000 rpm zentrifugiert. Das entstandene Sediment wurde insgesamt dreimal mit je 1 ml PBS
gewaschen. AnschlieBend wurden die Beads mit 500 pl PBS und 1 pg eines Maus anti-f1-
Integrin Antikorpers (5 pul vom Antikdrper mit einer Konzentration von 200 pg/ml) fiir eine
Stunde bei Raumtemperatur unter Schiitteln inkubiert. Nach nochmaliger Zentrifugation wurde
das Sediment viermal mit je 1 ml PBS gewaschen. Nicht gebundener Antikdrper wurde somit

entfernt. Das Beadsediment wurde in 1 ml DMEM ohne FCS resuspendiert.

Reiz an B1-Integrin

Der Reiz an den B1-Integrin-Untereinheiten erfolgte in einer Anlage, die zwischen einem
spitzen und einem flachen Pol ein inhomogenes Magnetfeld erzeugt (Abbildung 3, Abbildung
4). Die mechanische Stimulation der Rezeptoren war zyklisch mit einer Frequenz von 1 Hz und
einer Dauer von 15 min. Die magnetische Flussdichte betrug durchschnittlich 15 mT, die

ausgetiibte mechanische Kraft pro Bead betrug 0,2 nN.
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1 Bindung paramagnetischer Beads an Rezeptoren

| ligandbeschichtete

paramagnetische Beads
i (2.8 pm)

Adhérente Zellen Rezeptor

2 Belastung der Zellen in einem inhomogenen magnetischen Feld
<A

Spitzer
magne-
tischer

Pol

magne-

tischer

=* F=0.2nN /Bead

nach Kasten, A. etal, J. Cell. Biochem. 111(2010) 1586-1597

Abbildung 3 (nach Kasten A et al., J. Cell. Biochem. 111 (2010): 1586-1597): Schema eines
Wells mit darin kultivierten Zellen. Koppelung der Beads an die Integrinrezeptoren der
Zielzellen (1). Reizbelastung im inhomogenen magnetischen Feld bei 1 Hz,
durchschnittlich 15 mT und 0,2 nN pro Bead iiber 15 min (2).

Abbildung 4: Anlage zur Erzeugung eines inhomogenen Magnetfeldes fiir die mechanische
Stimulation der Oberflichenrezeptoren
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Standzeiten und Kontrollzellen

Nach der mechanischen Stimulation der Integrinrezeptoren wurden die Zellen unterschiedlich
langen Standzeiten ausgesetzt, bevor die Proteinexpression bzw. die Aktivierung der
Signalmolekiile untersucht wurde. Die Lyse der Zellen erfolgte sofort nach dem Reiz (0 min),
nach 30 min, nach 1 h oder 6 h nach dem elektromagnetischen Reiz an den Integrinen.

Vergleichsansétze waren Kontrollzellen, die weder eine Beadbeschichtung bekamen, noch dem
magnetischen Feld ausgesetzt waren. Getestet wurde auch der Einfluss des reinen Magnetfeldes
auf die Zellen und die alleinige Beladung der Integrine mit den Beads, die durch das Clustern

der Integrine auch schon einen potentiellen mechanischen Reiz darstellen.

3.7.7 Mechanischer Reiz - Versuchsansatz mit STREX-Zellstreckung

Aussaat

Vor der Aussaat erfolgte die Plasmabehandlung und Kollagenbeschichtung der
Silikonkammern. Pro Silikonkammer wurden mindestens 50.000 Zellen fiir den Versuch
ausgesit. Die ausgesiten Zellen wurden fiir 24 h bei 37 °C im Brutschrank gelagert, um sich

optimal an das Kollagen anheften zu kdnnen.

Reiz im STREX Cell Strain Instrument

Das STREX Cell Strain Instrument (Abbildung 5) ist dazu in der Lage, Silikonkammern
zyklisch zu strecken (Abbildung 6). Indem die ganze Silikonkammer gestreckt wurde, wurden
auch die auf der Kulturfliche verteilten und fest am Kollagen verankerten Zellen direkt
stimuliert. Die Angaben zur Streckung werden im Allgemeinen relativ zur Gesamtlédnge der
Silikonkammer gegeben. Fiir die Versuche betrugen die Streckungsintensitéten 2%, 5%, 10%
und 15% der Gesamtldnge der Kammern. Die zyklische Reizung erfolgte hierbei stetig bei einer
Frequenz von 1 Hz, die Dauer der Reizung betrug 15 min. Zusétzlich zu den Versuchszellen
wurde auch eine Kontrollreihe angesetzt, die ungereizt blieb. Nach der Streckung betrug die

Standzeit der Kammern im Brutschrank einheitlich 30 min.
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Abbildung 5: STREX Cell Strain Instrument zur mechanischen Stimulation von Zellen.
Die Zellstimulation wird iiber zyklische Streckung von im Geriit eingespannten
Silikonkammern ermaoglicht.

Abbildung 6: STREX Cell Strain Instrument mit eingespannten Silikonkammern,
Streckrichtung (Pfeile) der Silikonkammern angedeutet. Die Streckungsintensitiiten der
Silikonkammern betrugen 2%, 5%, 10% und 15% der Gesamtliinge der Kammern. Die
Streckreizung erfolgte hierbei zyklisch bei einer Frequenz von 1 Hz, die Dauer eines
Streckversuchs betrug 15 min.
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3.7.8 Zelllyse

Nachdem die Versuche durchgefiihrt wurden und die entsprechende Standzeit voriiber war,
wurden die Zellen lysiert, um deren durch den Versuch beeinflusste Proteinexpression und
-phosphorylierung zu analysieren. Hierfiir wurde nach einmaligem Waschen mit PBS 30 pl
bzw. 300 ul Lysepuffer in die Wells bzw. in die Silikonkammern gegeben und diese fiir 30 min
auf Eis gelagert. Im Anschluss wurde das Lysat in Eppendorftubes iiberfiihrt und mit 4500 g
fiir 15 min bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde erneut iiberfiihrt, um die auf dem Boden

angesammelten Zelltriimmer aus den Proben zu entfernen.

3.7.9 Lichtmikroskopie

Die Lichtmikroskopie wurde zur regelmifBigen Begutachtung der Zellen genutzt. Wahrend des
Zellwachstums in der Kulturflasche konnte im Lichtmikroskop die voranschreitende
Proliferation, die Zellmorphologie und die Zellgro3e betrachtet werden. Auch in Silikon-
kammern konnten die Zellen im Lichtmikroskop, zum Beispiel nach einem Reiz, begutachtet

und ihre Morphologie, Gro3e und Adhésion zu anderen Zellen analysiert werden.

3.7.10 Immunfluoreszenzfiarbung

Die Féarbung von Proteinen mit immunfluoreszierenden Molekiilen erlaubte eine genauere
mikroskopische Bewertung von zelluldren Substrukturen als es die Lichtmikroskopie hergab.
Um die Zielproteine darzustellen, wurden diese mit spezifischen primiren Antikorpern
verankert. An die priméren Antikorper wiederum banden sekundére Antikdrper, an denen das
fluoreszierende Molekiil verankert wurde. Unter einem Fluoreszenzmikroskop traten die
fluoreszierenden Molekiile farblich deutlich hervor. Dies ermoglichte eine genaue
Begutachtung der Zielproteine, was zum Beispiel fiir eine vergleichende mikroskopische
Analyse von Zellproteinverdnderungen unter Ruhe und unter Zellstreckung niitzlich war. Fiir
die Streckversuche verwendete Immunfluoreszenzfarbungen richteten sich speziell an Proteine
der Zell-Zell-Kontakte, sowie an das Aktinzytoskelett, und an Proteine des Zellkerns.

Um die Zielproteine der zuvor in den Silikonkammern gestreckten Zellen zu farben, wurden
zunichst die Zellen direkt nach der Reizung zweimal mit PBS gewaschen.

AnschlieBend wurden die Zellen mit 4% Paraformaldehyd (PFA)-Losung fiir 10 min fixiert.
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Danach wurden die Zellen mit 0,1% TritonX-100-Losung fiir 10 min permeabilisiert.

Nach zweimaligem Waschen mit PBS erfolgte die Inkubation mit dem priméiren Antikdrper, in
diesem Fall anti-Connexin43- bzw. anti-VE-Cadherin-Antikorper, fiir die Darstellung der Zell-
Zell-Kontakte. Die Verdiinnung betrug 1:100 in PBS (angereichert mit 0,01% Tween 20 zur
besseren Benetzung). Die Inkubation erfolgte 1 h bei Raumtemperatur. Nach erneutem
zweimaligem Waschen mit PBS wurden die Zellen mit sekunddrem, Fluorochrom-markiertem
Antikorper fiir 30 min lichtgeschiitzt inkubiert.

Fiir die Darstellung des Aktinzytoskeletts wurde Phalloidin Alexa 546 in PBS (1:100) verdiinnt
und die Zellen damit fiir 30 min lichtgeschiitzt bei Raumtemperatur inkubiert. Die Kernfarbung
erfolgte mit dem Hoechst Farbstoff 33342 in einer Verdiinnung von 1:1000 in PBS. Die
Inkubationszeit betrug 15 min. Die Farbung von VE-Cadherin und von Connexin43 erfolgte
jeweils mit Alexa Fluor 488 in einer Verdiinnung von 1:100 in PBS.

AnschlieBend wurde mit PBS gewaschen und die mit PBS {iberschichteten Priparate

lichtgeschiitzt bis zur Mikroskopie gelagert.

3.7.11 Fluoreszenzmikroskopie

Die Fluoreszenzmikroskopie ist ein lichtmikroskopisches Verfahren, bei der ausgewéhlte, mit
einem fluoreszierenden Molekiil gefdarbte Zellproteine sichtbar und deutlich von ihrer
Umgebung abgrenzbar unter dem Mikroskop in Erscheinung treten. Auf diese Weise konnen
Zellproteine spezifischer als unter einem normalen Lichtmikroskop untersucht werden. Dies
kann zum Beispiel zur mikroskopischen Analyse von Proteinverdnderungen unter
mechanischer Zellstimulation genutzt werden. Im Fokus fiir die in dieser Arbeit angewendeten
Streckreizversuche standen sowohl die mikroskopischen Verdnderungen von Zell-Zell-
Kontaktproteinen, als auch von Aktin und Proteinen des Zellkerns.

Das Fluoreszenzmikroskop ist so aufgebaut, dass aus einer Quelle ultraviolette Lichtwellen
einer bestimmten Wellenlédnge auf das fluoreszierende Molekiil strahlen. Von diesem Molekiil
werden die Lichtwellen absorbiert, was Elektronen des Molekiils in ein hoheres, aber instabiles
Energieniveau befordert. Durch Zuriickfallen der Elektronen in deren Grundniveau wird ein
Teil der freiwerdenden Energie daraufhin in Form von Lichtwellen in einer ldngeren, sichtbaren
Wellenldnge wieder emittiert. Dieses emittierte Licht kann dann durch das Okular des
Mikroskops betrachtet werden. Die VergroBerung entspricht hierbei der eines Lichtmikroskops
(Sanderson et al., 2014).

Die Fluoreszenzmikroskopie wurde mit dem Laser Scanning Microscope (LSM) 780
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durchgefiihrt. Bei diesem Mikroskop bewegt sich ein Laserstrahl iiber einen festgelegten
Abschnitt des zuvor gefarbten Prdparates und regt die fluoreszierenden Molekiile an. Die
Fluoreszenzintensitit ist direkt im Mikroskop sichtbar, kann aber auch bildlich festgehalten und
auf dem Computer mit Hilfe des Programms ZEN dargestellt werden.

Je nach Zielprotein stehen jeweils spezifische, mit charakteristischem Fluoreszenzfarbstoff
(Fluorochrom) markierte Antikorper zur Verfligung. Die Lichtquelle des LSM verfiigt iiber
verschiedene Wellenlidngen, die die jeweiligen Fluorochrome anregen. Das zur Darstellung des
Zellkerns an der Zell-DNA gekoppelte Hoechst 33342-Fluorochrom wird bei einer Wellenldnge
von 355 nm maximal angeregt, das vom Fluorochrom emittierte Licht liegt bei einer
Wellenlidnge von 465 nm. Das am F-Aktin gekoppelte Phalloidin Alexa 546-Fluorochrom wird
bei einer Wellenldnge von 556 nm maximal angeregt und emittiert Licht einer Wellenldnge von
570 nm. Das an den priméren anti-VE-Cadherin- und anti-Connexin43-Antikorpern konjugierte
Alexa Fluor 488 wird bei einer Wellenldnge von 490 nm maximal angeregt und emittiert Licht
einer Wellenldnge von 519 nm.

Auch eine gleichzeitige Darstellung der unterschiedlich markierten Zielproteine in einem
Abschnitt des Préparates ist als Bildaufhahme moglich. Nacheinander werden die
unterschiedlichen Fluorochrome von dem Laser zur Fluoreszenz angeregt. Die dabei
entstandenen Aufnahmen werden anschlieBend digital libereinandergelegt und zu einem Bild
verarbeitet. So konnen alle gewiinschten Strukturen (Kern, Aktin-Zytoskelett, Zielprotein z.B.

VE-Cadherin) in einem Bild dargestellt werden.

3.7.12 Proteinbestimmung mit dem Qubit® Fluorometer

Mit dem Qubit® Fluorometer wurde die Proteinkonzentration in den Proben bestimmt. Die
Proteinbestimmung erfolgt durch Molekiile, die, an das Zielprotein verankert, Licht einer
bestimmten Wellenldnge fluoreszieren. Die Intensitdt der durch die Molekiile emittierten
Fluoreszenz wird im Fluorometer durch einen Detektor gemessen, wéihrend die Probe durch
eine die Fluoreszenz anregende Lichtquelle bestrahlt wird.

Fiir genauere Ergebnisse wurde eine Doppelbestimmung der Proben durchgefiihrt. Dazu
wurden zwei Assay-Tubes pro Probe und drei Standardtubes vorbereitet. Als ndchstes wurde
die Quant-iT™ Arbeitslosung durch Mischung von Quant-iT™ Reagenz im Verhiltnis von
1:200 in Quant-iT Puffer hergestellt. Dann wurde die entstandene Arbeitslosung nach
folgendem Schema mit den Proben verdiinnt: Fiir die Standards wurden 190 ul Arbeitslésung

mit 10 pl im Kit enthaltende Standardlosung gemischt. Diese Standardldsungen bestehen aus
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Bovine Serum Albumin (BSA) und dienen der Kalibrierung. Fiir die Proben wurden 199 pul
Arbeitslosung mit 1 pl Probe gemischt. Nachdem alle Tubes fiir ca. 3 Sekunden gevortext
wurden, inkubierten sie flir 15 min lichtgeschiitzt bei Raumtemperatur. Dann konnte die
Proteinkonzentration der verdiinnten Proben nach der Kalibrierung mit den Standards im
Fluorometer gemessen werden. Um die Originalkonzentration der Proben zu determinieren,

mussten die Werte anschlieBend mit dem sogenannten diluting factor multipliziert werden.

3.7.13 Bio-Plex Assay

Das Bio-Plex Assay wird zur Detektion und Quantifizierung von Zellproteinen in Zellbestdnden
genutzt. Um die Proteine erfassen zu konnen, werden zuvor die Zellbestinde lysiert. Die
Proteine liegen so frei im Lysat vor. Die qualitative Detektion der Zielproteine erfolgt durch
Beads, die iiber spezifische Antikorper an die Zielproteine verankert werden. Quantitativ
werden die Proteine durch Streptavidin-Reporter, welche iiber sekundédre Antikérper an eine
andere Bindungsstelle der Proteine haften, bestimmt. Dieses Verfahren wird Multiplex Assay
genannt. Nach Verankerung der Zielproteine an die Beads beziehungsweise an die Reporter
konnen diese mit Hilfe der, im Bio-Plex System integrierten, Durchflusszytometrie erkannt
werden. Bei der Durchflusszytometrie handelt es sich um ein Verfahren, bei dem Proteine
nacheinander durch eine sehr diinne Kiivette flieBen. An dieser Kiivette befinden sich zwei
Laser und ein Detektor, der die Beads und die Reporter registriert. Die Beads besitzen je nach
Protein, an welchem sie haften, eine charakteristische Fluoreszenz. Bei Bestrahlung durch den
Laser emittieren die Beads Licht in ihrer charakteristischen Wellenldnge, die von dem Detektor
erkannt wird und der es dem Detektor erlaubt, die Beads qualitativ dem Zielprotein zuzuordnen.
Die von dem Bio-Plex System gemessene Anzahl der Reporter entspricht der Quantitét der
Zielproteine.

Zur Detektion und Quantifikation der Zielproteine wurden die Zelllysate mit gleicher
Gesamtproteinkonzentration in 96-Well-Platten pipettiert und mit den spezifischen Beads iiber
Nacht inkubiert.

Am folgenden Tag wurde nach dreimaligem Waschen der Beads der sekunddre Antikdrper
hinzugefiigt und fiir 30 min inkubiert. Nach Waschung wurden die Streptavidin-Reporter
hinzugegeben und fiir 10 min mit den Beads inkubiert.

Nach erneutem Waschen und Auftiillen der Wells mit Assaypuffer wurden die Zielproteine im

Bio-Plex gemessen.
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3.7.14 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

In diesem Verfahren werden die in einer Probe enthaltenden Proteine nach ihrem
Molekulargewicht durch ein elektrisches Feld aufgetrennt. Bedeutend ist dabei zum einen das
negativ geladene Natriumdodecylsulfat (SDS), welches in einem proportionalen Verhiltnis je
nach ProteingroBBe an die Proteine bindet, zum anderen die Denaturierung und die damit
einhergehende Entfaltung der Proteine, die im entfalteten Zustand besser verglichen werden
konnen.

Die Gelelektrophorese lauft so ab, dass mit SDS beschichtete Proteinproben an ein Ende eines
Polyacrylamid-Gels in einer Reihe aufgetragen werden. Wird an diesem Gel eine elektrische
Spannung angelegt, werden die Proteine angeregt, in Richtung Pluspol zu wandern. Dieses
befindet sich auf der anderen Seite des Gels. Das Gel hilt dabei durch seinen netzartigen Aufbau
die groBeren Proteine stirker zuriick als die kleineren.

Zur Vorbereitung der Gelelektrophorese wurden zunéchst die Gesamtproteinmengen aller
Proben angeglichen, indem die Proben je nach Proteinkonzentration verdiinnt wurden. Fiir die
Gelelektrophorese wurden anschlieBend 40 pl der Probenlosung mit 10 pl 5-fach
konzentriertem Laemmli-Ladepuffer gemischt. Zur Denaturierung der Proteine wurde die
gemischte Losung flir 5 min bei 95 °C erhitzt. Danach wurden die Proben auf das Poly-
acrylamid-Gel geladen. AnschlieBend wurden die Proteine durch ein elektrisches Feld, bei einer
Spannung von 120 V und einer Stromstirke von 40 mA, nach ihrem Molekulargewicht

aufgetrennt.

3.7.15 Western-Blot

Mit Hilfe des Western-Blots wurden die auf Polyacrylamid-Gelen befindlichen, zuvor in der
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennten Proteine auf eine PVDF Western-
Blotting Membran mit Hilfe des Tank-Blot Verfahrens iibertragen. In diesem Western-Blot
Tank befindet sich ein senkrecht zur Oberfliche des zuvor iibereinandergeschichteten Gel-
Membran-Stapels gelegenes elektrisches Feld. Die Proteine transferierten in Richtung der
Anode vom Gel auf die Membran. Nach Ubertragung der Proteine auf die Membran erlaubte
eine Verankerung von primiren und sekundéren Antikorpern an die Zielproteine eine indirekte
Quantifizierung der Proteine. Fiir die Quantifizierung wurde die Membran in einer
Luminollésung inkubiert. Ein Enzym, die Meerrettichperoxidase (HRP), die fest an einen

sekunddren Antikorper gebunden ist, katalysiert eine Oxidierung von Luminol. Die Intensitét
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des dabei entstehenden Chemilumineszenzsignals wurde in einem Imager aufgenommen.

Fiir den Western-Blot wurde die noch unbeladene Membran zunéchst in Methanol geschwenkt,
zweimal 5 min in Wasser getaucht und dann in Transfer-Puffer gelagert. Das Gel wurde exakt
passend auf die Membran geschichtet und so in den Western-Blot Tank eingespannt. Die
Proteiniibertragung erfolgte iiber Nacht bei einer Stromstirke von 140 mA. Auf der nun
proteinbeladenen Membran wurden daraufhin freie unspezifische Antikorperbindungsstellen
blockiert, indem die Membran fiir 1 h in 5 prozentiger Blockierungsmilch geschiittelt wurde.
Nach 3 Waschschritten wurde der 1:1000 in Blockierungsmilch verdiinnte priméare Antikorper
auf die Membran gegeben und inkubierte iiber Nacht. Am folgenden Tag wurde nach drei
Waschschritten, die zur Entfernung aller ungebundenen Antikorper fithren, der 1:10.000 in
Blockierungsmilch verdiinnte, HRP gekoppelte sekundidre Antikdrper auf die Membran
gegeben. Dort inkubierte er fiir 1 h. Nach wiederum drei Waschschritten konnte die Detektion
stattfinden. Dazu wurde mit dem SuperSignal® West Femto Maximum Sensitivity Substrate
Kit eine Arbeitslosung hergestellt, bestehend aus gleichen Anteilen von in dem Kit enthaltender
Stable Peroxide Losung und Luminol/Enhancer Losung. Die Membran wurde in eine
lichtdurchldssige Folie gelegt und mit dieser Losung inkubiert. Das Chemilumineszenzsignal
wurde darauf im Imager aufgenommen. Die Darstellung erfolgte mit dem Programm Image

Lab.

3.8 Statistik

Alle Stimulationsversuche wurden mindestens drei, hochstens jedoch zehn Mal durchgefiihrt.
Bei der ersten Methode der Zellstimulation, bei der HDMEC iiber ihre Integrinrezeptoren
gereizt wurden, wurden fiir jeden Kontroll- und fiir jeden Reizansatz mindestens 10.000 Zellen
verwendet. Bei der zweiten Methode, bei der mit dem STREX Cell Strain Instrument die ganze
Zelle zyklisch gereizt wurde, wurden jeweils mindestens 50.000 Zellen verwendet. Die
HDMEC stammten aus verschiedenen Zellgenerationen.

Die quantitativen Proteinanalysen fanden mittels Western-Blot und Bio-Plex-Assay statt. Die
Konvertierung in numerische Werte erfolgte durch die Programme Image Lab und Imagel. In
Microsoft Excel 2010 wurden die Werte gesammelt, sortiert und relativiert, wobei die
Kontrollreihen die Referenz darstellten.

Mit der Statistiksoftware GraphPad Prism 5.0 wurden mit den relativierten Werten

34



3 Material und Methoden

Varianzanalysen mit anschlieBendem Bonferroni-Test als Post-Hoc-Verfahren durchgefiihrt.
Das Signifikanzniveau betrug 0,05. Die Ergebnisse wurden in Form von Balkendiagrammen
mit Einbeziehung des Standardfehlers des Mittelwertes dargestellt.

Fiir den p-Wert wurden folgende drei Werte ausgewdhlt, die geméll ihrer Anwendung
entsprechend markiert wurden:

*:p=<0,05

**:p<0,01

x: p<0,001
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4 Ergebnisse
4 Ergebnisse

4.1 Einfluss der mechanischen Stimulation von p1-Integrin auf die Zellen

4.1.1 Einfluss des mechanischen Integrinreizes auf pErk

Der mechanische Reiz direkt an den Integrinrezeptoren fiihrte zu keiner signifikanten
Veranderung des pErk gegeniiber den Kontrollzellen. Die Expression wurde direkt nach dem

Reiz (0 h), nach 0,5 h, 1 h und 6 h analysiert.
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Abbildung 7: Auswirkung der mechanischen Stimulation von f1-Integrin auf pErk: keine
signifikante Verinderung von pErk nach Reiz gegeniiber der Kontrollreihe
(K=Kontrollzellen; MF=Zellen im Magnetfeld, ohne Beads; Cl=Beadbeclusterte Zellen,
nicht dem Magnetfeld ausgesetzt; R=im Magnetfeld gereizte, beadbeschichtete Zellen).
n=3. HDMEC. Western Blot. Die Lyse der Zellen erfolgte direkt nach dem Reiz (0 h), nach
0,5 h, 1 hund nach 6 h.
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4.1.2 Einfluss des mechanischen Integrinreizes auf pAkt

Auch fir pAkt konnte keine signifikante Verdnderung des Zielproteins nach erfolgter
Integrinreizung und Inkubation der HDMEC nachgewiesen werden. Die Expression wurde

direkt nach dem Reiz (0 h), nach 0,5 h, 1 h und 6 h analysiert.
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Abbildung 8: Auswirkung der mechanischen Stimulation von f1-Integrin auf pAkt: keine
signifikante Verinderung von pAkt nach Reiz gegeniiber der Kontrollreihe
(K=Kontrollzellen; MF=Zellen im Magnetfeld, ohne Beads; Cl=Beadbeclusterte Zellen,
nicht dem Magnetfeld ausgesetzt; R=im Magnetfeld gereizte, beadbeschichtete Zellen).
n=3. HDMEC. Luminex Assay. Die Lyse der Zellen erfolgte direkt nach dem Reiz (0 h),
nach 0,5 h, 1 h und nach 6 h.
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4.2 Einfluss der Plasmabehandlung auf die Silikonkammern und die
Endothelzellverankerung

Die Plasmabehandlung der sterilisierten Kulturflichen der Silikonkammern mit dem APPJ
hatte auf die Kollagenverteilung und auf die Endothelzellverankerung einen nachweisbaren
Einfluss. Die Endothelzellen wurden auf der Kulturfliche zur Vorbereitung auf die Versuche
der mechanischen Reizung mit dem STREX Cell Strain Instrument verankert.

Der direkte Vergleich zwischen einer mit dem APPJ behandelten und einer unbehandelten
Silikonkammer verdeutlicht den Unterschied in der jeweiligen Verteilung der Kollagenlosung.
Nach Injektion von Kollagenlosung in die Silikonkammern konnte sich die Losung auf der
zuvor plasmabehandelten Oberfliche viel gleichméBiger verteilen (Abbildung 9, Abbildung
10).

Abbildung 9: Unbehandelte Silikonkammer mit hinzugegebener Kollagen Typ I-Losung:
sichtbar ungleichmdifige Verteilung der Kollagenlosung
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4 Ergebnisse

Abbildung 10: Mit dem APPJ iiber 1 min behandelte Silikonkammer und anschlieffend
hinzugefiigte Kollagen Typ I-Losung: grofifliichigere Verteilung der Losung

Je nachdem, ob die Kulturfliche der Silikonkammer vorher plasmabehandelt wurde oder
unbehandelt blieb und ob die Fldche mit Kollagen beschichtet wurde oder nicht, zeigten die
Zellen, die auf die Kulturflache verteilt wurden, unter dem Mikroskop ein deutlich differentes
Bild. Nach der Zellbesiedelung und einer Inkubationszeit von 4 h liel sich mikroskopisch
folgendes festhalten: Wihrend die Zellbesiedelung ohne vorhergehende Plasmabehandlung der
Kulturfliche und ohne Kollagenbeschichtung weitestgehend erfolglos blieb und die Zellen
groBflachig nicht adhérierten (Abbildung 11), waren die Ergebnisse ohne Plasmabehandlung,
aber mit Kollagenbeschichtung zwar besser, aber immer noch adhérierten viele Zellen dort nicht
(Abbildung 12). Nur eine Plasmabehandlung mit nachfolgender Kollagenbeschichtung der
Kulturflache sorgte fiir einen auf der Kollagenschicht gut verankerten Zellrasen (Abbildung
13).
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Abbildung 11: HDMEC nach Aussaat und 4 h Inkubation in einer zuvor unbehandelten
Silikonkammer.

Lichtmikroskop Axiovert 40 C. Bar links 100 um, Bar rechts 20 um.

Abbildung 12: HDMEC nach Aussaat und 4 h Inkubation in einer zuvor mit 1 ml Kollagen
Typ I-Losung beschichteten Silikonkammer.
Lichtmikroskop Axiovert 40 C. Bar links 100 um, Bar rechts 20 um.
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Abbildung 13: HDMEC nach Aussaat und 4 h Inkubation in einer zuvor fiir 1 min mit dem
APPJ behandelten und mit 1 ml Kollagen Typ I-Losung beschichteten Silikonkammer.
Lichtmikroskop Axiovert 40 C. Bar links 100 um, Bar rechts 20 um.
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Noch deutlicher sichtbar war der Unterschied nach einer Inkubation iiber 24 h mit im Anschluss
erneuter Mikroskopie. Wihrend sowohl in den nicht plasmabehandelten und nicht kollagen-
beschichteten Kammern als auch in den nicht plasmabehandelten, aber kollagenbeschichteten

Kammern die Zellen praktisch vollstindig abgeldst waren (Abbildung 14, Abbildung 15),

bildeten die Zellen in plasmabehandelten und kollagenbeschichteten Kammern einen dichten

Zellrasen (Abbildung 16).

Abbildung 14: HDMEC nach Aussaat und 24 h Inkubation in einer zuvor unbehandelten
Silikonkammer.

Lichtmikroskop Axiovert 40 C. Bar links 100 um, Bar rechts 20 um.
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Abbildung 15: HDMEC nach Aussaat und 24 h Inkubation in einer zuvor mit 1 ml
Kollagen Typ I-Liosung beschichteten Silikonkammer.
Lichtmikroskop Axiovert 40 C. Bar links 100 um, Bar rechts 20 um.
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Abbildung 16: HDMEC nach Aussaat und 24 h Inkubation in einer zuvor fiir 1 min mit
dem APPJ behandelten und mit 1 ml Kollagen Typ I-Losung beschichteten Silikonkammer.
Lichtmikroskop Axiovert 40 C. Bar links 100 um, Bar rechts 20 um.

4.3 Mechanische Stimulation der Zellen mit dem STREX Cell Strain
Instrument

4.3.1 Lichtmikroskopische Verdnderungen der Zellen nach mechanischer Stimulation

Unter dem Lichtmikroskop zeigte sich in den Silikonkammern eine deutliche Verdnderung der
Zellmorphologie nach mechanischer Stimulation. In der Kontrollreihe war der Zellrasen
gleichmiBig, die Zellen waren rund bis ovalférmig, die Zellkerne waren ebenfalls rund, und die
Zellen hatten keine spezielle Ausrichtung (Abbildung 17). Mit steigender Reizintensitit
richteten sich die Zellen morphologisch immer deutlicher in Richtung der mechanischen
Stimulation aus. Die Zellen wurden ldnglicher und bildeten spitze, in Reizrichtung
ausgerichtete Enden aus. Auch wurden zum Teil Kontaktverbindungen zwischen benachbarten,
durch die Streckung auseinandergezogenen Zellen sichtbar. Bereits bei einer Streckintensitit
von 5% war mikroskopisch eine Ausrichtung der Zellen zu erkennen (Abbildung 18). Noch
ausgeprigter wurde diese bei 10% (Abbildung 19), beziehungsweise bei 15% (Abbildung 20).
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Abbildung 17: HDMEC aus der Kontrollreihe ohne ausgeiibten mechanischen Reiz.
Lichtmikroskop Axiovert 40 C. Bar links 100 um, Bar rechts 50 um.
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Abbildung 18: HDMEC nach einem zyklischen Reiz iiber 15 min mit einer Frequenz von
1 Hz, einer Reizintensitiit von 5% und anschliefiender Standzeit von 30 min im
Brutschrank bei 37 °C. Doppelpfeil zeigt Streckrichtung an.

Lichtmikroskop Axiovert 40 C. Bar links 100 um, Bar rechts 50 um.
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Abbildung 19: HDMEC nach einem zyklischen Reiz iiber 15 min mit einer Frequenz von
1 Hz, einer Reizintensitiit von 10% und anschlieffender Standzeit von 30 min im
Brutschrank bei 37 °C. Doppelpfeil zeigt Streckrichtung an.
Lichtmikroskop Axiovert 40 C. Bar links 100 um, Bar rechts 50 um.
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Abbildung 20: HDMEC nach einem zyklischen Reiz iiber 15 min mit einer Frequenz von
1 Hz, einer Reizintensitiit von 15% und anschliefender Standzeit von 30 min im
Brutschrank bei 37 °C. Doppelpfeil zeigt Streckrichtung an.
Lichtmikroskop Axiovert 40 C. Bar links 100 um, Bar rechts 50 um.

4.3.2 Fluoreszenzmikroskopie von VE-Cadherin nach mechanischer Stimulation

Um die Verdnderungen der Zell-Zell-Kontakte unter mechanischer Stimulation zu
veranschaulichen, wurden die Zellen unter dem LSM betrachtet. VE-Cadherin wurde als
reprasentatives Protein flir die Zell-Zell-Kontakte ausgewihlt und mit Alexa Fluor 488
verankert. Aulerdem wurden das intrazelluldre Aktin-Zytoskelett mit Phalloidin Alexa 546 und
die Zellkerne mit Hoechst 33342 verkoppelt.

In der Kontrolle waren die Zellen gleichmaBig verteilt und besalen keine Ausrichtung. Die
Zell-Zell-Kontakte waren zwischen den eng anliegenden, benachbarten Zellen gleichméBig
ausgebildet (Abbildung 21).

Durch mechanischen Reiz im STREX richteten sich die Zellen in Streckrichtung aus, wurden
langlicher und der Spalt zwischen den Zellmembranen benachbarter Zellen weitete sich.
Bestanden bei geringer Reizintensitdt zwischen den aneinander anliegenden Zellen viele,
gleichmidfBig verteilte Zell-Zell-Kontaktverbindungen, konzentrierten diese sich unter
intensiverer mechanischer Stimulation und sich weitender Zellabstinde zu wenigen, weiter
auseinandergezogenen Kontaktverbindungen, die jedoch weiterhin nachweisbar blieben

(Abbildung 22 — 25).
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Abbildung 21: HDMEC aus der Kontrollreihe ohne ausgeiibten mechanischen Reiz:
grofitenteils eng anliegende Zellen, Zell-Zell-Kontakte gleichmiifig ausgebildet.
Griin: VE-Cadherin; rot: Aktin; blau: Zellkerne.

LSM 780. Bar links 50 um, Bar rechts 20 um.
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Abbildung 22: HDMEC nach einem zyklischen Reiz iiber 15 min mit einer Frequenz von
1 Hz, einer Reizintensitit von 2% und anschliefiender Standzeit von 30 min im Brutschrank
bei 37 °C: Dehnung der Zellen und des Aktin-Zytoskeletts durch den Streckreiz, weiterhin
bestehende gleichmdifiige Zell-Zell-Kontakte.

Griin: VE-Cadherin; rot: Aktin; blau: Zellkerne.

LSM 780. Bar links 50 um, Bar rechts 20 um.
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Abbildung 23: HDMEC nach einem zyklischen Reiz iiber 15 min mit einer Frequenz von
1 Hz, einer Reizintensitit von 5% und anschliefiender Standzeit von 30 min im Brutschrank
bei 37 °C: Zellen durch Streckbelastung auseinandergezogen, Zellverbindungen bestehen
weiterhin.

Griin: VE-Cadherin; rot: Aktin; blau: Zellkerne.

LSM 780. Bar links 50 um, Bar rechts 10 um.

Abbildung 24: HDMEC nach einem zyklischen Reiz iiber 15 min mit einer Frequenz von
1 Hz, einer Reizintensitit von 10% und anschlieffender Standzeit von 30 min im
Brutschrank bei 37 °C: stark beanspruchte Zellverbindungen zwischen
auseinandergezogenen Zellen.

Griin: VE-Cadherin; rot: Aktin; blau: Zellkerne.

LSM 780. Bar links 50 um, Bar rechts 20 um.
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Abbildung 25: HDMEC nach einem zyklischen Reiz iiber 15 min mit einer Frequenz von
1 Hz, einer Reizintensitit von 15% und anschlieffender Standzeit von 30 min im
Brutschrank bei 37 °C: stirkere Dehnung der Zellen, Zellverbindungen zwischen
auseinandergezogenen Zellen sichtbar.

Griin: VE-Cadherin; rot: Aktin; blau: Zellkerne.

LSM 780. Bar links 50 um, Bar rechts 20 um.

4.3.3 Fluoreszenzmikroskopie von Connexin43 nach mechanischer Stimulation

Auch die mikroskopisch sichtbaren Verdnderungen von Connexin43, Protein der Gap
Junctions, wurden unter dem Einfluss der mechanischen Stimulation im STREX untersucht und
gegeniiber der Kontrolle verglichen. Fiir die Untersuchung wurde Connexin43 mit Alexa Fluor
488 verkoppelt, das Aktin-Zytoskelett mit Phalloidin Alexa 546 und die Zellkerne mit Hoechst
33342.

Wihrend eine gewisse Menge von Connexin43 perinukledr vorhanden war und sich weiteres
Connexin43 in den Membranen der eng benachbarten Kontrollzellen gleichméBig verteilte
(Abbildung 26), konzentrierte sich die Verteilung des membranstdndigen Connexin43 bei den
zuvor im STREX stimulierten Zellen stirker auf die noch bestehenden, gestreckten
Zellverbindungen der auseinandergezogenen Zellen. Gleichzeitig schien sich Connexin43
perinukledr anzureichern.

Dieser Effekt war bei einem mechanischen Reiz von 2% noch gering (Abbildung 27). Bei 5%
war er jedoch schon deutlicher (Abbildung 28) und bei den hoheren Reizintensitéten schlielich

noch ausgeprigter (Abbildungen 29, Abbildung 30).
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Abbildung 26: HDMEC aus der Kontrollreihe ohne ausgeiibten mechanischen Reiz: eng
anliegende Zellen, Connexin43 perinukleir und membranstindig gleichmdfig verteilt.
Griin: Connexind3; rot: Aktin; blau: Zellkerne.

LSM 780. Bar links 50 um, Bar rechts 20 um.
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Abbildung 27: HDMEC nach einem zyklischen Reiz iiber 15 min mit einer Frequenz von
1 Hz, einer Reizintensitit von 2% und anschliefiender Standzeit von 30 min im Brutschrank
bei 37 °C: Zellen grofitenteils eng anliegend, Connexin43 perinukleiir und
membranstindig meist gleichmdpig verteilt.

Griin: Connexind3; rot: Aktin; blau: Zellkerne.

LSM 780. Bar links 50 um, Bar rechts 20 um.
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Abbildung 28: HDMEC nach einem zyklischen Reiz iiber 15 min mit einer Frequenz von
1 Hz, einer Reizintensitit von 5% und anschliefiender Standzeit von 30 min im Brutschrank
bei 37 °C: Zellabstand vergrofiert, Anreicherung von Connexin43 perinukledr und
Konzentrierung des membranstindigen Connexin43 auf noch existierende
Zellverbindungen.

Griin: Connexin43; rot: Aktin; blau: Zellkerne.

LSM 780. Bar links 50 um, Bar rechts 20 um.
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Abbildung 29: HDMEC nach einem zyklischen Reiz iiber 15 min mit einer Frequenz von
1 Hz, einer Reizintensitit von 10% und anschlieffender Standzeit von 30 min im
Brutschrank bei 37 °C: perinukleiire Anreicherung, starke Konzentrierung des

membranstindigen Connexin43 auf vorhandene Zellverbindungen.
Griin: Connexin43; rot: Aktin; blau: Zellkerne.
LSM 780. Bar links 50 um, Bar rechts 20 um.
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Abbildung 30: HDMEC nach einem zyklischen Reiz iiber 15 min mit einer Frequenz von
1 Hz, einer Reizintensitit von 15% und anschlieffender Standzeit von 30 min im
Brutschrank bei 37 °C: weitere perinukledre Anreicherung, starke Konzentrierung des
membranstindigen Connexin43 auf noch vorhandene Zellverbindungen.

Griin: Connexin43; rot: Aktin; blau: Zellkerne.

LSM 780. Bar links 50 um, Bar rechts 20 um.
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4.3.4 Auswirkung der mechanischen Stimulation im STREX auf die Expression von Akt

Wihrend die Expression von Gesamt-Akt durch die unterschiedliche mechanische Stimulation
der Zellen im STREX unveridndert blieb, kam es zu einer verdnderten Phosphorylierung und
damit zur Aktivierung von Akt (Ser 473). Die gemessene Intensitdt des pAkt-Signals bei 10%
Streckung sowie bei 15% Streckung war gegeniiber der Kontrolle signifikant erhéht. Auch war
die gemessene Intensitit von pAkt bei 15% Streckung der Zellen gegeniiber Zellen, die 5%

bzw. 10% gestreckt wurden, signifikant erhdht.
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Abbildung 31: Auswirkung der mechanischen Stimulation von HDMEC im STREX Cell
Strain Instrument auf die Expression von pAkt: signifikante Erhohung der gemessenen
Intensitiit zwischen: Kontrolle und 10% (*); Kontrolle und 15% (***); 5% und 15% (***);
10% und 15% (***) (*p<0,05; ***p<0,001). n=10. HDMEC. Luminex Assay. Dauer der
Streckung 15 min. Frequenz 1 Hz. Zelllyse 30 min nach Streckung.
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4.3.5 Auswirkung der mechanischen Stimulation im STREX auf die Expression von Erk

Die Expression von Gesamt-Erk blieb in den im STREX gereizten Zellen gegeniiber der
Kontrollreihe konstant. Die aktivierte Form von Erk war jedoch zwischen den gereizten und
den Kontrollzellen, aber auch innerhalb der unterschiedlich stark gereizten Zellen signifikant
unterschiedlich ausgeprigt. So war die Intensitit des pErk-Signals bei 15% Streckung
verglichen mit der Kontrollreihe signifikant erhoht. Auch zwischen der 2% und der 15%
Streckung, zwischen der 5% und 15% Streckung und zwischen der 10% und 15% Streckung

gab es eine signifikante Zunahme in der Expression von pErk.
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Abbildung 32: Auswirkung der mechanischen Stimulation von HDMEC im STREX Cell
Strain Instrument auf die Expression von pErk: signifikante Erhohung der gemessenen
Intensitiit zwischen: Kontrolle und 15% (***); 2% und 15% (***); 5% und 15% (***); 10%
und 15% (**) (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001). n=10. HDMEC. Western Blot. Dauer der
Streckung 15 min. Frequenz 1 Hz. Zelllyse 30 min nach Streckung.
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4.3.6 Auswirkung der mechanischen Stimulation im STREX auf die Expression von VE-
Cadherin

Gegeniiber der Kontrolle waren signifikante Verringerungen der Expression von VE-Cadherin
nach mechanischer Stimulation der Zellen im STREX erkennbar. Die signifikanten
Verringerungen betrafen den Vergleich der Kontrollreihe mit den Streckstirken von 5%, 10%
und von 15%. Dariiber hinaus zeigte die Hohe der ermittelten Intensitét unter steigender

Stimulation eine abnehmende Tendenz.
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Abbildung 33: Auswirkung der mechanischen Stimulation von HDMEC im STREX Cell
Strain Instrument auf die Expression von VE-Cadherin: signifikante Verringerung der
gemessenen Intensitiit zwischen: Kontrolle und 5% (***); Kontrolle und 10% (***);
Kontrolle und 15% (***) (***p<0,001). n=8. HDMEC. Western Blot. Dauer der Streckung

15 min. Frequenz 1 Hz. Zelllyse 30 min nach Streckung.
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4.3.7 Auswirkung der mechanischen Stimulation im STREX auf die Expression von
Connexin43

Die Hohe der gemessenen Expression von Connexin43 war unter steigender Reizstirke im
STREX signifikant verringert. Die signifikante Verringerung der ermittelten Expression befand
sich zwischen der Kontrolle und 5% Streckung, zwischen der Kontrolle und 10% Streckung
und zwischen der Kontrolle und 15% Streckung. Bei zunehmender Reizstdrke war eine Tendenz

hin zu geringer werdender Intensitit des gemessenen Connexin43 zu beobachten.
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Abbildung 34: Auswirkung der mechanischen Stimulation von HDMEC im STREX Cell
Strain Instrument auf die Expression von Connexin43: signifikante Verringerung der
gemessenen Intensitiit zwischen: Kontrolle und 5% (*); Kontrolle und 10% (*); Kontrolle
und 15% (***) (*p<0,05; ***p<0,001). n=5. HDMEC. Western Blot. Dauer der Streckung
15 min. Frequenz 1 Hz. Zelllyse 30 min nach Streckung.
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4.3.8 Auswirkung der mechanischen Stimulation im STREX auf die Expression von
Caveolin-1

Der mechanische Reiz der Zellen im STREX beeinflusste die Expression von Caveolin-1 nicht
signifikant. Der Anteil des phosphorylierten Caveolin-1 erfuhr jedoch durch die mechanische
Stimulation signifikante Verénderungen. Diese gingen mit einer Aufwirtstendenz des
nachgewiesenen pCaveolin-1 bei zunehmender Reizstérke einher. Eine signifikante Erh6hung
der gemessenen Signalintensitit zeigte sich zwischen der Kontrolle und 15% Streckung sowie

zwischen 5% und 15% Streckung.
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Abbildung 35: Auswirkung der mechanischen Stimulation von HDMEC im STREX Cell
Strain Instrument auf die Expression von pCaveolin-1: signifikante Erhohung der
gemessenen Intensitit zwischen: Kontrolle und 15% (*); 5% und 15% (*) (*p<0,05).
n=8. HDMEC. Western Blot. Dauer der Streckung 15 min. Frequenz 1 Hz. Zelllyse 30 min
nach Streckung.

55
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4.3.9 Auswirkung der mechanischen Stimulation im STREX auf die Expression von Src

Die Streckung der Zellen im STREX hat sich nicht signifikant ausgewirkt sowohl auf die Hohe

der Src-Expression als auch auf die Phosphorylierung von Src.
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Abbildung 36: Auswirkung der mechanischen Stimulation von HDMEC im STREX Cell
Strain Instrument auf die Expression von pSrc: keine signifikante Verinderung der
gemessenen Intensitiit unter Streckung. n=8. HDMEC. Western Blot. Dauer der Streckung
15 min. Frequenz 1 Hz. Zelllyse 30 min nach Streckung.
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5 Diskussion

Diese Arbeit wurde mit dem Ziel durchgefiihrt, den Einfluss induzierter mechanischer
Stimulation in der Expression und Aktivierung von Signal- und Adhésionsmolekiilen der
humanen dermalen mikrovaskuldren Endothelzellen (HDMEC) zu untersuchen. Fiir die
Bearbeitung dieser Fragestellung wurden zwei Versuchsansitze ausgewéhlt und deren
Signalaktivierungspotential miteinander verglichen. Im ersten Ansatz wurden die HDMEC iiber
membranstindige B1-Integrine mechanisch stimuliert und anschlieBend die Aktivierung
ausgewdhlter Signalproteine betrachtet.

Im zweiten Versuchsansatz wurden Silikonkammern mit Plasma bestrahlt und mit Kollagen
beschichtet. Darauthin wurden HDMEC auf diese ausgesit. Die HDMEC verankerten sich iiber
Transmembranproteine an das in den Kammern befindliche Kollagen. Die Silikonkammern
wurden dann mit den am Kollagen verankerten Zellen im STREX Cell Strain Instrument
zyklisch fiir 15 Minuten bei 1 Hz gestreckt. Die Expression und Aktivierung ausgewdahlter

Signal- und Adhédsionsproteine wurde nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten ausgewertet.
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Abbildung 37: Stark vereinfachte Ubersicht iiber die fiir diese Untersuchung ausgewihlten
Proteine und deren funktionelle Bedeutung fiir die Zelle. Ausgewertet wurden die
Signalproteine Erk, Akt und Src, sowie die Adhdsionsproteine Connexin43, VE-Cadherin
und Caveolin-1.
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Das Signalprotein Erk, eine MAP-Kinase, spielt als zentrales Protein des MAP-Kinase-Weges
eine wichtige Rolle in der zelluldren Proliferation, Differenzierung und Morphogenese. Die
Aktivierung von Erk geschieht durch eine MAPKK-vermittelte Phosphorylierung. Friihere
Untersuchungen konnten eine vermehrte Erk-Aktivierung in Epithelzellen unter anderem durch
Aktivierung von Wachstumsfaktor-Rezeptoren nachweisen (Ishibe et al, 2004). Bei
Tumorzellen wurde durch eine induzierte Verstirkung der P1-Integrin-Expression eine
vermehrte Erk-Aktivierung festgestellt (Pan et al., 2016). Hinsichtlich einer mechanischen
Aktivierung wurde eine vermehrte Erk-Phosphorylierung unter B1-Integrin-vermittelter
mechanischer Streckung von Stammzellen nachgewiesen (Miiller et al., 2013). Die
Ausschaltung des P1-Integrin-Rezeptors bei Osteoblasten fiihrte bei anschlieBender
mechanischer Stimulation der Zellen zu einer Hemmung der Erk-Aktivierung (Yan et al., 2012).
Der erste Ansatz meiner Arbeit, die B1-Integrin-vermittelte zyklische Stimulation von
HDMEC, untersuchte mogliche Verdnderungen in der Phosphorylierung von Erk unter
mechanischem Reiz und bei unterschiedlichen Inkubationszeiten von bis zu 6 Stunden. Es
zeigte sich zu keinem Zeitpunkt nach mechanischer Stimulation eine signifikante Veranderung
der Aktivierung von Erk. Nur leichte Erh6hungen waren beobachtbar, die jedoch auch bei den
nur mit Beads inkubierten Zellen vorkamen, was zeigt, dass die mechanische Stimulation der
Integrine durch Clustern ein Signal erzeugt, was durch mechanische Zugkrifte am Rezeptor
nicht erhoht wird. Da also unter mechanischem Reiz der B1-Integrin Subunits von HDMEC
keine iiber dem Basalniveau der Kontrollzellen hinausgehende signifikante Aktivierung von
Erk mdglich ist, geschieht die zellulire Anpassungsreaktion moglicherweise iiber die
Aktivierung eines anderen Signalwegs. Im Hinblick auf oben zitierte Arbeiten an Erk

iiberraschten die Ergebnisse.

Giénzlich anders sind jedoch die Ergebnisse des zweiten Ansatzes. Im STREX Cell Strain
Instrument stieg mit steigender Intensitdt der mechanischen Stimulation der Versuchszellen die
Erk-Phosphorylierung. Gesamt-Erk blieb dabei wie zu erwarten unveréndert. Diese Ergebnisse
reihen sich besser in die vorher durchgefiihrten Arbeiten ein. Erk scheint also doch in der
reaktiven Anpassung der Zelle auf einen dufleren mechanischen Reiz von Bedeutung zu sein.

In der Literatur ist fiir Epithelzellen ein Weg beschrieben, bei dem Erk-abhingig die
Morphologie der Zelle beeinflusst werden kann. Bei dem beschriebenen Weg kann eine durch
einen Wachstumsfaktor getriggerte Aktivierung von Erk ausgelost und ein Erk-Paxillin-
Komplex gebildet werden. Dieser Komplex kann zum Ort der Zell-Matrix-Interaktion

translozieren und FAK aktivieren, welches die Zellmorphologie direkt beeinflussen kann (Liu
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et al., 2002; Ishibe et al., 2003; Ishibe et al., 2004). Ob dieser oder doch ein anderer Weg bei
mechanisch gereizten HDMEC bedeutsam ist, muss durch entsprechende Experimente weiter

untersucht werden.

Die Serin/Threonin Kinase Akt ist eine zentrale zelluldre Proteinkinase, die in nahezu allen
menschlichen Zellen vorkommt und an einer hohen Bandbreite zelluldrer Funktionen beteiligt
ist. Dazu zdhlen die Zellproliferation, die Apoptose, die Zellmotilitit und der zelluldre
Metabolismus.

Der Akt-Signalweg kann durch externe Stimuli aktiviert werden. Als Ausldser sind hdufig
Wachstumsfaktoren beschrieben. Die initiale Aktivierung des Akt-Signalweges fiihrt iiber
Zwischenschritte schlieBlich zur Aktivierung der Phosphoinositide-dependent kinase 1
(PDK1), durch die Akt phosphoryliert und aktiviert wird.

In vorherigen Arbeiten wurden bei mechanischen Streckungen von Stammzellen vermehrte
Akt-Phosphorylierungen nachgewiesen (Case et al., 2011; Miiller et al., 2013). Auch bei aus
Pulmonalarterien gewonnenen glatten Muskelzellen lie§ sich unter mechanischer Streckung

eine Akt-Phosphorylierung nachweisen (Kim et al., 2016).

Im ersten Ansatz dieser Arbeit, unter B1-Integrin-vermittelter mechanischer Stimulation der
Zellen, kam es, dhnlich wie schon bei Erk im ersten Ansatz, zu keiner signifikanten
Verdnderung des phosphorylierten, aktivierten Akt in den Zellen nach mechanischer
Stimulation der Integrin-Rezeptoren.

Dies ist ebenso wie die Ergebnisse zu Erk iiberraschend, besonders auch im Hinblick auf die
oben genannten Arbeiten. Wie auch bei Erk zeigten sich zum Teil leicht verstirkte
Phosphorylierungen unter Beadbeladung, also durch Clustern der Rezeptoren.

Beim zweiten Versuchsansatz jedoch konnte eine signifikante Erhohung der Akt-
Phosphorylierung korrelierend zur ansteigenden Intensitit der mechanischen Stimulation
nachgewiesen werden. Dies stimmt auch mit mechanischen Streckversuchen anderer Arbeiten
tiberein.

In einer Arbeit mit vaskuldren Endothelzellen, die entweder einer laminaren oder einer
oszillierenden Stromung ausgesetzt waren, wurden unter der oszillierenden Stromung eine
vermehrte Akt-Phosphorylierung nachgewiesen, dessen Wirkung auf mTOR und iiber diesen
Weg eine Progression des Zellzyklus (Guo et al., 2007). Akt konnte also ebenfalls bet HDMEC
bei mechanischer Stimulation iiber diesen Weg wirken. Dies muss weiter untersucht werden.

Eine Arbeit von Melchior mit humanen Endothelzellen zeigte die intrazelluldre Lokalisation
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von pAkt unter laminédrer und unter unregelmafiger mechanischer Reizung. Dabei zeigte sich,
dass pAkt bei unregelméaBiger Reizung eher perinukleér, bei laminérer Reizung jedoch vermehrt
an Zell-Zell-Junctions in den Bereichen grofer Scherkréifte lokalisiert war. Bei
Stromungsumkehr konzentrierte sich pAkt am flussaufwirts gerichteten Rand der Zelle.
Vermutlich {ibt pAkt so noch nicht beschriebene, lokale Wirkungen auf Zellfunktionen aus
(Melchior et al., 2014). Dies ist ein weiterer interessanter Gesichtspunkt, der moglicherweise

analog auch bet HDMEC eine Rolle spielen konnte.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse des ersten Versuchsansatzes, dass unter mechanischer
Streckung der f1-Integrine von HDMEC keine signifikante Verdnderung der Phosphorylierung/
Aktivierung von Erk und Akt stattfindet. Dies steht nicht im Einklang mit den Ergebnissen
vorheriger Arbeiten, welche sich mit der Wirkung der mechanischen Stimulation auf die
Signalproteine Erk und Akt in Zellen befassten, und auch nicht mit den Ergebnissen des zweiten
Versuchsansatzes. Aus diesem Grund wurde von weiteren Versuchen mit mechanischer
Stimulation der Zellen im Magnetfeld abgesehen.

Ein moglicher Erkldrungsansatz fiir die in HDMEC fehlende signifikante Verdnderung der
Phosphorylierung der genannten Signalproteine bei mechanischer Stimulation der B1-Integrin-
Rezeptoren ist, dass das Phosphorylierungspotential der f1-Integrine auf die intrazelluldren
Signalproteine schon unter Ruhebedingungen ausgereizt sein konnte. Wird die Zelle zusétzlich
iiber B1-Integrine mechanisch stimuliert, kann so mdglicherweise keine weitere nennenswerte

Phosphorylierung stattfinden.

Die weiteren Versuche, die zum Ziel hatten, die Auswirkung der mechanischen Stimulation auf
zusitzliche Signalproteine zu untersuchen, wurden nur noch mit dem zweiten Versuchsansatz
im STREX Cell Strain Instrument ausgefiihrt. Dessen Ergebnisse Erk und Akt betreffend

stimmen sehr viel mehr mit friheren Arbeiten zu diesem Thema tiberein.

VE-Cadherin (vascular-endothelial cadherin) ist ein weiteres in meiner Arbeit untersuchtes
Signalprotein. Das Transmembranprotein ist Bestandteil der Adherens Junctions und
desmosomalen Kontaktverbindungen. Es ist somit vornehmlich an der interzelluléren Adhdsion
beteiligt. Durch intrazelluldre Verbindungen an das Aktin-Zytoskelett und an Transkriptions-
faktoren kann VE-Cadherin ebenfalls in intrazellulidre Prozesse eingreifen. So beeinflusst VE-
Cadherin neben der Stabilitit der Zell-Zellkontakte unter anderem auch die Morphogenese der

Zelle und die Signaltransduktion.
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In dieser Arbeit wurde eine signifikante Verdnderung der Expression von VE-Cadherin in den
zuvor gestreckten Zellen nachgewiesen. Die Erhohung der Stirke des Zellreizes korrelierte mit
einer Abnahme an VE-Cadherin im Zellsubstrat.

Dies stimmt mit den Ergebnissen der Arbeit von Ohashi iiberein, die mit BAEC (bovine aortic
endothelial cells) durchgefiihrt wurde. In jener Arbeit wurden Versuchszellen unterschiedlich
erhohten hydrostatischen Druckverhdltnissen von bis zu 150 mmHg ausgesetzt. Eine
anschlieBende Analyse des Zellsubstrats wies ebenfalls eine Verminderung von VE-Cadherin
nach Reiz nach (Ohashi et al., 2007).

Die in diesem Zusammenhang erstellten LSM-Aufnahmen der unterschiedlich gestreckten
Versuchszellen mit Fluoreszenzmarkierung von VE-Cadherin zeigten den Einfluss des
mechanischen Reizes der Zellen auf VE-Cadherin und die {iber dieses Protein vermittelten Zell-
Zell-Verbindungen. Die Anzahl der Kontaktverbindungen verringerte sich zwischen den sich
weitenden Zellabstinden unter Zunahme der Intensitit der mechanischen Stimulation. Die
Verbindungen dehnten sich unter erhohter Reizintensitdt immer weiter aus bis hin zu deren
Auflosung. Gleichzeitig war eine starke Langsorientierung des Aktin-Zytoskeletts und der
gesamten Zellen in Streckrichtung sichtbar.

Ahnlich wurde es in der Arbeit von Miao mit vaskuldren Endothelzellen beschrieben, die in
Flusskammern zyklischen pulsatilen sowie pendelnden mechanischen Reizungen ausgesetzt
waren und nach sechsstiindigem Reiz mikroskopisch sichtbare Unterbrechungen vom
gefarbtem VE-Cadherin in den Zellmembranen aufwiesen (Miao et al., 2005).

Hervorzuheben in der Arbeit von Miao ist der gestellte hypothetische Zusammenhang zwischen
den Liickenbildungen von VE-Cadherin in den Zellmembranen bei zyklischen mechanischen
Reizungen, was in der Konsequenz zu erhohter interzelluldrer Permeabilitét beitragen konnte,
und deren Auswirkungen auf die Bildung von lokalen arteriosklerotischen Verdnderungen.

Die Ergebnisse meiner Arbeit sprechen ebenfalls fiir eine moglicherweise erhohte interzellulére
Permeabilitit bei HDMEC unter zyklischer Streckung aufgrund der Verminderung der
Signalintensitit von VE-Cadherin und der mikroskopisch geweiteten und rarefizierten VE-
Cadherin-abhédngigen Zellkontakte. Ob dies potentiell Auswirkung auf lokale

arteriosklerotische Verdnderungen hat, bleibt zu untersuchen.

Connexin43 ist ein Protein, das als Baustein fiir die Connexons dient. Diese transmembrands
gelegenen Connexons konnen sich mit entsprechenden Connexons benachbarter Zellen zu Gap
Junctions verbinden. Uber diese Gap Junctions sind eine Zell-Zell-Kommunikation und der

Austausch kleinerer Molekiile und Ionen zwischen Zellen moglich (Goodenough et al., 1996).
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In der Auswertung der Streckversuche zeigte sich eine signifikante Verringerung des
Connexin43-Gehaltes in den Zellsubstraten unter zunehmender mechanischer Stimulation der
Zellen.

In den LSM-Aufnahmen, in denen die Connexin43-Proteine mit einem Fluoreszenzmarker
versehen wurden, zeigte sich mit zunehmender Streckung eine Dehnung der Connexin43-
vermittelten Zell-Zell-Verbindungen und deren sporadische Abnahme in den Zellmembranen,
dhnlich wie bereits bei VE-Cadherin beobachtet wurde.

In den Ergebnissen zeigen also VE-Cadherin und Connexin43 einige dhnliche Tendenzen.
Bereits 1992 konnte von Meyer gezeigt werden, dass Antikdrper gegen N-Cadherin, einem
Verwandten von VE-Cadherin, der auch aus der Familie der Cadherine stammt, die Ausbildung
von Gap Junctions behindern, ebenso wie Antikorper gegen Connexin4d3 die Ausbildung von
Adherens Junctions vermindern (Meyer et al., 1992).

Moglich wire also auch hier eine gegenseitige Beeinflussung der Expression zwischen VE-
Cadherin und Connexin43.

Die Bedeutung einer verminderten Connexin43-Expression unter mechanischer Stimulation
wurde bei Osteozyten untersucht. Scherkréiften ausgesetzte Osteozyten wiesen in einer Arbeit
von Li ebenfalls eine verminderte Connexin43-Expression nach, was unter anderem zu einer
Erh6hung proapoptotischer Signalmolekiile in den Zellen fiihrte (L1 et al., 2013). Durch den
verminderten interzelluliren  Austausch von Molekiilen durch die verringerte
Zellkommunikation ist dieser Effekt auch durchaus beit HDMEC denkbar. Die Auswirkung des
verdnderten interzelluldren Austausches auf die Konzentration von Signalmolekiilen und Ionen

bet HDMEC ist sicherlich ein interessanter Ansatz zukiinftiger Versuche.

Die Caveoline kommen in nahezu allen Zellen des menschlichen Korpers vor. Auf zelluldrer
Ebene sind sie hauptsichlich in der Plasmamembran in den Caveolae zu finden, aber auch in
diversen Zellkompartimenten wie dem Golgi-Apparat und in Vesikeln. Caveolin-1 ist
Hauptbestandteil der Caveolae in Endothelzellen. Durch Oligomerisierungen formt es die Basis
der Caveolae in ebenjenen Zellen und kann dort als Markermolekiil genutzt werden.

Caveolae konnen als vesikuldre Transporter sowohl Membrankomponente und extrazellulire
Liganden, als auch manche Viren und Toxine endozytieren (Pelkmans et al., 2002).

Caveolin-1 kann auch Transmembranproteine und Signalmolekiile binden (Lisanti et al., 1994).
Auch moduliert es Signalmolekiile und Signalkaskaden, zum Beispiel reguliert es die GTPase-
Aktivitdt von a-Untereinheiten von G-Proteinen herab (Li et al., 1996).

Wihrend in den Streckreizversuchen der Anteil des gesamten Caveolins bei jeder
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Streckintensitit unverdndert blieb, wurde mit steigender Reizintensitdt ein Anstieg der
Caveolin-1-Phosphorylierung beobachtet. Eine im Vergleich zur Kontrolle signifikante
Erhohung der Caveolin-1-Phosphorylierung lag bei einer Streckintensitét von 15% vor.
Welche Bedeutung eine Erhohung der Caveolin-1-Phosphorylierung in den Versuchszellen
besitzen konnte, zeigt eine Arbeit von Joshi, die den Einfluss der Caveolin-1-Phosphorylierung
in der Dynamik von Fokalen Adhésionen und in der Zellmigration bei Tumorzellen nachweisen
konnte (Joshi et al., 2008). Nachgewiesen als verbindende Elemente sind die Proteine Rho und
die Rho-assoziierte Proteinkinase (ROCK), welche auf das Zytoskelett wirken. Durch die
entwicklungsgeschichtlich enge Verzahnung zwischen den menschlichen Zellen und der
Caveolae wire in HDMEC ein zumindest dhnlicher Mechanismus denkbar.

Interessant wire zu untersuchen, ob Rho und ROCK bei mechanischer Stimulation der HDMEC
ebenfalls ansteigen, ob sie liber diesen Weg auf das Zytoskelett einwirken und welche Folgen

dieses haben kdnnte, und zum Beispiel auch, ob die Zellausrichtung davon abhéngt.

Src stammt aus der Familie der Src-Kinasen und hat bei vielen Signalkaskaden eine
regulierende Funktion. Src hat Einfluss auf die Zellproliferation, die Zellmigration und die
Angiogenese. Fiir diese Arbeit von besonderem Interesse ist seine nachgewiesene Bedeutung
bei der Zelladhésion (Irby et al., 2002), be1 Modifikationen am Zytoskelett, beim Membran-
transport und bei seiner Beteiligung an der Mitose (Bjorge et al., 2000).

Durch seine vielfdltige Funktion gilt Src gemeinhin als Protoonkogen.

In der Auswertung der Ergebnisse der unterschiedlichen mechanischen Streckungen ist keine
signifikante Verdnderung der Expression von Src im Vergleich zur Kontrollreihe beobachtet
worden. Ebenfalls untersucht wurde das phosphorylierte Src, kurz pSrc. Der phosphorylierte
Zustand geht mit einer Konformationsdnderung des Src-Proteins einher, welches Src
inaktiviert. Auch fiir pSrc wurde bei allen Streckreizintensitéiten eine nahezu konstante Aktivitét
beobachtet.

Die Bedeutung von Src in der zelluldren Stressreaktion ist somit unklar. Moglich wire, dass Src
unter der zelluldren Stressreaktion eine nur untergeordnete Bedeutung hat.

Bestitigte sich dies in weiteren Versuchen, wére es eine weiterfiihrende Entdeckung, besonders
im Hinblick auf seinen nachgewiesenen Einfluss auf die oben genannten zelluldren

Funktionsbereiche.

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass sich, unter vorheriger Plasmabestrahlung von

Silikonkammern durch den APPJ, Kollagenlosung sichtbar gleichméaBiger verteilte.
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Bei lichtmikroskopischer Betrachtung der an die Plasmabestrahlung und Kollagenbeschichtung
gefolgten Zellaussaat in die Silikonkammern zeigte sich auferdem ein weitaus dichterer
Endothelzellrasen als in den nicht-plasmabestrahlten bzw. nicht mit Kollagen beschichteten
Kontrollkammern. Auf diese Erkenntnisse aufbauend, hat sich die Behandlung der
Silikonkammern mit dem APPJ in dieser Arbeit als fester Bestandteil der

Versuchsvorbereitungen etabliert.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die mechanische Streckung von HDMEC eine Reihe
von Signal- und Adhésionsmolekiilen beeinflusst.

Die beschriebenen Verdnderungen erfolgten dabei unter fester Verankerung der HDMEC auf
sich dynamisch veranderbare Silikonfldchen, die zuvor mit Plasma bestrahlt und mit Kollagen
beschichtet wurden und sich in den Streckversuchen zyklisch bei einer Frequenz von 1 Hz um
2%, 5%, 10% und 15% ihrer Lange dehnten.

So konnte eine quantitative Verdnderung der Expressionen von pAkt, pErk, Connexin43,
pCaveolin-1 und VE-Cadherin nachgewiesen werden. Die verdnderten Expressionen dieser
Signalmolekiile unter mechanischer Reizung zeugen von einem Einfluss der externen
Stimulationen auf zelluldrer Ebene und von einer reaktiven Anpassung der Zellen. Dieser Effekt
wurde durch die nach Streckung angefertigten licht- und fluoreszenzmikroskopischen
Aufnahmen untermauert, in denen das Aktin-Zytoskelett, die Zellkerne, VE-Cadherin und
Connexin43 markiert worden waren.

Weiterhin wurde herausgefunden, dass die iliber paramagnetische Beads und B1-Integrin
vermittelte mechanische Stimulation der HDMEC im zyklisch aktivierten, inhomogenen
elektromagnetischen Feld zu keiner signifikanten Aktivierung der zentralen Signalmolekiile

Erk und Akt gefiihrt hat.

Die in dieser Arbeit neu erfassten Erkenntnisse weisen darauf hin, dass, werden ganze
Zellverbidnde mechanisch belastet, HDMEC &dhnliche zelluldre Reaktionen zeigen wie andere
humane Zelltypen, an denen bereits mit mechanischer Stimulation experimentiert wurde, zum
Beispiel Stammzellen oder auch Osteoblasten. Dies gilt fiir die morphologische Anpassung als
auch fiir die Expression von Signalproteinen. Die Ergebnisse dieser Arbeit konnen zum
Verstindnis von Verdnderungen in mikrovaskuldren Endothelzellen nach mechanischer
Stimulation beitragen, wie sie unter anderem bei GefaBBpathologien wie Bluthochdruck und
Arteriosklerose vorkommen oder auch bei der Angiogenese nach Gefalverletzungen. Wie die

molekularen Mechanismen im Detail ablaufen und welche weiteren Auswirkungen
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mechanische Stimulation auf HDMEC hat, beispielsweise auf die Genexpression oder auch auf
die Expression anderer intrazelluldrer Signalmolekiile, muss noch weiterfiihrend erforscht
werden.

Weitere Versuchen konnten durchgefiihrt werden, in denen zum Beispiel die Gesamtdauer der
mechanischen Stimulation alteriert wird. Die Ergebnisse konnten auch mit dem Verhalten
anderer Arten von Endothelzellen bei vergleichsweiser mechanischer Stimulation verglichen
werden.

Analog zu den aktuellen Entwicklungen in der Forschung, wo das Verhalten von Stammzellen
in vitro intensiv untersucht wird, um das Wissen fiir therapeutische Zwecke zu nutzen, konnte
auch im Allgemeinen das in vitro Verhalten von Endothelzellen wie HDMEC zukiinftig noch

eine Rolle spielen.
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6 Zusammenfassung

10.
1.
12.

. Zielstellung der Arbeit war die Priifung einer verstirkten Expression ausgewdhlter

Signal- und Adhésionsmolekiile in humanen dermalen mikrovaskuldren Endothelzellen
(HDMEC) nach mechanischer Belastung. Zwei Methoden wurden dabei ausgewahlt
und deren Ergebnisse verglichen.

Zyklische mechanische Stimulation der B1-Integrine von HDMEC im Magnetfeld

fithrte zu keiner signifikant verdnderten Expression von pErk bzw. von pAkt.

. Zyklische mechanische Dehnung der gesamten Zellen in Silikonkammern im STREX

Cell Strain Instrument, auf deren Oberfliche HDMEC {iber Kollagen verankert wurden,
fihrte zur Stimulation dieser Zellen mit damit -einhergehenden zelluldren
Verdnderungen, die in den folgenden Punkten zusammengefasst werden:

Im konventionellen Lichtmikroskop war nach mechanischer Stimulation im STREX
Cell Strain Instrument eine deutliche Langsausrichtung der Zellen in Streckrichtung zu
beobachten.

Unter Fluoreszenzmarkierung von VE-Cadherin und Aktin waren im LSM bei zuvor
mechanisch stimulierten Zellen gezerrte und zum Teil aufgeldste Zell-Zell-Kontakte
sichtbar. Dariiber hinaus war eine Langsausrichtung des Aktin-Zytoskeletts parallel zur
Streckrichtung beobachtbar.

Die fluoreszenzmarkierten Connexin43-Molekiile konzentrierten sich bei den
mechanisch gereizten Zellen vornehmlich in den Zellmembranen entlang der noch
bestehenden Zell-Zell-Verbindungen.

Die mechanische Stimulation der HDMEC fiihrte bei einer Streckung von 10% und 15%
der Gesamtlidnge der Silikonkammern zu signifikant vermehrter Expression von pAkt.
Ein signifikanter Anstieg von pErk wurde bei einer Streckung von 15% nachgewiesen.
Die Expression von VE-Cadherin und Connexin43 sank signifikant ab einer Streckung
von 5%.

Bei einer Streckung von 15% zeigte pCaveolin-1 eine signifikant erhohte Expression.
Die Expression von Src und pSrc blieb unter mechanischer Zellstimulation konstant.
Summa summarum hat die mechanische Stimulation von in Silikonkammern
verankerten HDMEC eine nachweisbare Wirkung auf die Zellmorphologie und auf die
Expression der Signalproteine pAkt und pErk sowie der Adhésionsproteine VE-

Cadherin, Connexin43 und pCaveolin-1.

66



6 Zusammenfassung

13. Das Reizverhalten von HDMEC bei verschiedenen Intensititen der mechanischen
Stimulation konnte unter anderem zum Verstdndnis von Pathologien wie Bluthochdruck
und dessen Auswirkungen auf Endothelzellen beitragen. Auch zeigen die aktuellen
Entwicklungen in der Stammzellforschung, dass das Wissen iliber das Verhalten von
Zellen in vitro fiir zukiinftige Therapiemdglichkeiten von Bedeutung sein kann, wovon

auch andere Zellarten wie HDMEC profitieren konnten.
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IGF-1 Insulin-like growth factor-1

ILla Interleukin-1la
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mTOR Mechanistic target of rapamycin

NF«xB Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
NO Stickstoffmonoxid

NOV Nephroblastoma overexpressed

PBS Phosphatgepufferte Salzlosung

PDGF Platelet-derived growth factor

PDK Phosphoinositide-dependent kinase

PFA Paraformaldehyd

PGC-1a Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha
PI3K Phosphoinositid-3-Kinase

PIP3 Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat
PKA Proteinkinase A

PKB Proteinkinase B

PRAS40 Proline-rich AKT1 substrate 40 kDa

PVDF Polyvinylidenfluorid
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VEGF
VEGFR-2
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