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Einleitung 1

1 Einleitung

Viele moderne mikroskopische Techniken, die in der Zellbiologie Verwendung finden,
erlauben eine genaue Untersuchung der Zelloberseite. So ermdglichen Methoden wie AFM
(atomic force microscopy), SICM (scanning ion-conductance microscopy), SNOM (scanning
near-field optical microscope), SEM (scanning electron microscopy) und TOF-SIMS (time-
of-flight secondary ion mass spectroscopy) neben der hochauflosenden Abbildung auch die
Bestimmung physikalischer Parameter der Zelloberfliche oder die molekulare Analyse der
apikalen Zellkomponenten. Nicht-invasive Techniken, die eine detaillierte Aufkldarung der
Zellunterseite zulassen, sind dagegen rar. Dabei haben diese Methoden grof3e Bedeutung, um
unterschiedliche biochemische und medizinische Fragestellungen beleuchten zu konnen. So
sind derartige Techniken besonders geeignet, um die Biokompatibilitdit von Materialien zu
studieren, die fiir Prothesen und Implantate verwendet werden. Um eine Abstossungsreaktion
des Korpers zu verhindern, ist eine biovertrigliche Oberfliche essentiell. Neben der
Charakterisierung funktionalisierter Oberflidchen ist auch der Einsatz einer solchen Methode
als Biosensor moglich, da sich zelluldre Veridnderungen oftmals an der Zellunterseite zeigen.
Damit lassen sich sowohl Zellschddigungen als auch biologische Eigenschaften der Zellen
detektieren. So kann die Messung der Zellbewegungen wichtige medizinische Informationen
liefern, da maligne Tumorzellen eine deutlich erhohte Motilitdt besitzen. Eine Abschitzung
der Tendenz der jeweiligen Zellsorte zur Metastasierung ist dadurch moglich.

Die Quarzmikrowaage (QCM) ist eine nicht-invasive Methode, die den Zugang zur Unterseite
der Zelle ermdglicht und diesen Bereich mit hoher Sensitivitdt charakterisieren kann. Um
diese Technik allerdings zur Detailanalyse der Zell-Substrat-Region einsetzen zu konnen, ist
ein genaues Verstindnis des QCM-Signals notig. Diese Arbeit soll das QCM-Signal anhand
der mikrogravimetrischen Untersuchung unterschiedlicher Zelltypen sowie chemisch

manipulierter Zellsysteme aufkliren.

1.1 Molekulare Komposition des Adhésionskontakts

Als Adhisionskontakt wird der Bereich zwischen Zelle und proteinbeschichtetem Substrat
bezeichnet, der fiir die Verankerung der Zelle auf der Kulturoberfliche verantwortlich ist.
Dies umfasst die basolaterale Membran sowie das darunterliegende Cytoskelett, das die
Ankniipfungspunkte zwischen der Zellmembran und den auf dem Substrat immobilisierten
Proteinen enthilt, sowie die extrazelluldre Matrix (ECM), eine Proteinschicht, die mit diesen
Kontaktstellen spezifisch interagiert. Abbildung 1.1 zeigt den schematischen Aufbau des
Adhisionskontakts.
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Abb. 1.1: Schematischer Aufbau des Adhésionskontakts (Quelle: Encyclopedia of Life Sciences,
http://www.els.net/).

1.1.1  Extrazellulire Matrix

Die extrazellulire Matrix (ECM) findet sich in tierischem Gewebe besonders im Bereich von
Stiitz- und Bindegewebe. AuBlerdem besteht die Basallamina unterhalb der Blutgefil3e und der
Epithelien aus einer ca. 50 nm dicken Schicht, die aus ECM-Molekiilen zusammengesetzt ist.
Die ECM tierischer Zellen lésst sich grob in zwei wesentliche Komponenten unterteilen: eine
amorphe Grundsubstanz, die hauptsidchlich aus Gelbildnern wie Hyaluronsdure und
Proteoglykanen besteht sowie unterschiedliche Faserproteine wie z.B. Elastin und Collagen.
Bei Hyaluronsdure handelt es sich um ein groBes (Molekulargewicht bis zu 10" g/mol)
Polysaccharid, Proteoglykane sind Proteine, die mit langen Polysaccharidketten verkniipft
sind. Beide Molekiilklassen besitzen typischerweise an den Zuckereinheiten geladene
funktionelle Gruppen (insbesondere Carboxyl-, Amino- und Sulfatreste), die mit
Wassermolekiilen wechselwirken und so fiir die Geleigenschaften der ECM verantwortlich
sind. Die Faserproteine sind in dieses hochgradig vernetzte Gel eingebunden und ermodglichen
unter anderem die Anbindung der Zellen iiber spezifische Zelloberflichen-Rezeptoren, die
Integrine. Dabei binden unterschiedliche Rezeptortypen selektiv an das entsprechende
Protein, wie Collagen, Laminin oder Fibronektin. Die Zusammensetzung verschiedener ECM
wird auch mit deren jeweiligen mechanischen Eigenschaften in Verbindung gebracht. So wird
vermutet, dass das Verhiltnis von relativ unelastischen Fasern wie die von Collagen und den
vergleichsweise elastischen Fasern von Proteinen wie Elastin, das zwischen unterschiedlichen

Matrices schwankt, ma3geblich an der Regulation der Elastizitdt der ECM beteiligt ist.


http://www.els.net/
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1.1.2  Zell-Matrix-Kontakte

Die Anbindung eukaryotischer Zellen an ihr Substrat erfolgt iiber die spezifische Interaktion
zwischen einer Sorte von Haftproteinen (Zelloberflichen-Rezeptoren), den sogenannten
Integrinen und der extrazelluldren Matrix. Allen Haftproteinen ist gemein, dass sie iiber eine
oder mehrere Transmembrandomidnen die Verkniipfung zwischen Intra- und
Extrazellularraum herstellen. Die Verkniipfung der Integrine mit unterschiedlichen
Komponenten des Cytoskeletts fiihrt zu einer besonderen Stabilitdt des Zell-Substrat-

Kontakts.

Fokalkontakte

Fokalkontakte sind die wichtigsten Verbindungen zwischen Zelle und Matrix. Die auch als
Adhisionsplaques bezeichneten Proteinkomplexe enthalten transmembranédre Glykoproteine,
die Integrine, die als Rezeptoren fiir die unterschiedlichen Matrixkomponenten dienen. Bei
Integrinen handelt es sich um heterodimere Proteine, deren o- und [-Untereinheit
nichtkovalent aneinander binden. Die Untereinheiten weisen strukturell groBe Ahnlichkeiten
auf. Beide bestehen aus einer globulidren, extrazelluliren Doméne, die die Bindung des
Liganden unter Beteiligung zweiwertiger Kationen vermittelt sowie aus einem hydrophoben
Teil, der die Zellmembran durchspannt. Eine Kombination der 18 verschiedenen o- bzw. 8
verschiedenen [B-Untereinheiten ist allerdings eingeschrinkt, es sind bisher lediglich 24
Integrin-Subtypen bekannt, die als spezifische Rezeptoren dienen. Die Bindung der Integrine
an das Substrat erfolgt iiber Bindungsmotive, die von den ECM-Proteinen présentiert werden
und meist aus kurzen Aminoséduresequenzen bestehen. Die bedeutendste Sequenz ist Arg-Gly-
Asp (RGD), die in vielen Proteinen der extrazelluliren Matrix wie Fibronektin und Laminin
vorkommt.

Der cytoplasmatische Teil der Integrine ist iiber die B-Untereinheit an das Aktincytoskelett
gekoppelt. Dabei verkniipfen Proteine wie Talin, Vinculin oder Paxillin die an einem
Fokalkontakt lokal angehéduften Integrine mit den Enden einzelner Aktinfilamente, die
teilweise die gesamte Zelle durchspannen. Die Ausrichtung dieser sogenannten Stressfasern

folgt hédufig der Orientierung der ECM-Molekiile.

Hemidesmosomen
Hemidesmosomen sind strukturell ebenso wie die Fokalkontakte aus einer Anhidufung von
transmembranédren Glykoproteinen aufgebaut. Die Hemidesmosomen setzen sich aber im

Gegensatz zu den Fokalkontakten nur aus einem speziellen Integrin-Subtyp (0f4) zusammen,
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der mit Laminin interagiert. Dieser Integrintyp vermittelt die Verbindung zwischen ECM und
den Intermedidrfilamenten, die als ein Teil des Cytoskeletts das gesamte Cytosol durchziehen.
Die Intermediérfilamente besitzen im Gegensatz zu den Mikrofilamenten keine dynamischen,
sondern eher statische Eigenschaften und tragen zu Widerstandsfihigkeit der Zellen

gegeniiber mechanischem Stress bei.

1.2 Quantifizierung biologischer Adsorptionsprozesse mit der Quarzmikrowaage

Die Quarzmikrowaage (QCM, guartz crystal microbalance) wird schon seit beinahe 50
Jahren zur Quantifizierung von Adsorptionsprozessen eingesetzt. Im Zentrum des
Messautbaus steht ein Schwingquarz, auf den zwei Metallelektroden aufgedampft sind. Die
Applikation einer Potentialdifferenz sorgt aufgrund der piezoelektrischen Eigenschaften des
Quarzmaterials fiir eine mechanische Scherauslenkung des Resonators (AT-cut Quarz). Das
Prinzip der Messung beruht nun darauf, dass die elektrisch angeregte, mechanische

Schwingung gegeniiber Oberflichenprozessen sehr sensitiv ist.

Detektion molekularer Adsorptionsprozesse mit der QCM

Eine Anwendung der QCM auf biologische Fragestellungen war bis zur Mitte der achtziger
Jahre nicht moglich, da die fiir diese Zwecke notige wissrige Umgebung fiir eine viskose
Déampfung der Scheroszillation sorgte, die mit den zu diesem Zeitpunkt verfiigbaren
elektrischen Treibern zur Kompensation der Dampfungsverluste nicht ausgeglichen werden
konnte. Die Moglichkeiten der Mikrogravimetrie in der Bioanalytik lassen sich auf zwei
verschiedene Arten nutzen. Zum einen kann der Quarz als frequenzbestimmendes Glied auf
seiner Resonanzfrequenz unterstiitzt werden (,,aktive“ QCM). Dabei werden nur die
entstchenden Reibungsverluste durch die elektronische Schaltung ausgeglichen und die
Anderung der Resonanzfrequenz gegen die Zeit verfolgt. Schon Sauerbrey konnte 1959 den
proportionalen Zusammenhang zwischen der Anderung der Resonanzfrequenz eines an Luft
schwingenden Quarzes und einer abgeschiedenen, rigiden Fremdmasse finden. Da diese
Methode die Detektion von Massen bis in den Nanogrammbereich erlaubte, wurden solche
Schwingquarze schon frith fiir analytische Zwecke genutzt, so z.B. zur
Schichtdickenbestimmung in Aufdampfanlagen. Aber erst die Entwicklung leistungsfahiger
Schaltkreise zur Unterstiitzung stark gedampfter Oszillationen bereitete den Weg zur
Anwendung der QCM als Biosensor. Die Resonanzfrequenz des Oszillators in einer
Newton’schen Fliissigkeit ist hochsensitiv sowohl gegeniiber reinen Massenabscheidungen als

auch gegeniiber Dichte- und Viskosititsinderungen des Mediums (Gordon und Kanazawa,
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1985). Eine Diskriminierung zwischen diesen beiden Einfliissen ist aber nur anhand der
Anderung der Resonanzfrequenz nicht moglich.

Zum anderen ldsst sich ein solcher Resonator auch passiv mittels Impedanzspektroskopie in
der Nihe seiner Resonanzfrequenz untersuchen. Eine Analyse der Impedanzspektren mit
einem geeigneten Ersatzschaltbild ermoglicht die Unterscheidung zwischen Abscheidungen
rigider Massen und Anderungen der Oszillation, die mit Dichte- und Viskosititsinderungen
einhergehen. Aufgrund der piezoelektrischen Kopplung im Quarzmaterial ist es moglich, die
mechanische Schwingung mit einem elektrischen Ersatzschaltbild zu beschreiben (Bottom,
1982). Dies erodffnet einen Zugang zu materialspezifischen Eigenschaften des Quarzes sowie
der aufgebrachten Fremdmasse. Ein auf die wissrige Umgebung biologischer Anwendungen
angepasstes elektromechanisches Modell der Quarzoszillation wurde 1991 von Martin et al.
vorgestellt und ermoglichte sowohl die Beschreibung der Abscheidung einer rigiden
Fremdmasse wie auch simultan die einer viskosen Beladung anhand von Parametern eines
Ersatzschaltbildes. Allerdings geht der hohere Informationsgehalt der ,,passiven QCM zu
Lasten der Sensitivitidt und der Zeitauflosung der Messung.

Der Vorteil der hohen Empfindlichkeit machte die ,,aktive QCM zu einem niitzlichen
Werkzeug zur Untersuchung unterschiedlicher Adsorptionsprozesse und machte Studien wie
die von Muramatsu et al. (1987) moglich, die die Anbindung von Immunoglobulinen an eine
Protein A-funktionalisierte Quarzoberfliche detektierten. In dhnlicher Art und Weise konnten
Janshoff et al. (1996) die spezifische Anbindung von Agglutinin aus der Erdnuss an GM1-
funktionalisierte Lipiddoppelschichten zeigen. Die zeitliche Anderung der Resonanzfrequenz
erlaubt es anhand von solchen Experimenten auf Bindungskonstanten und Bindungskinetiken
der beteiligten Reaktionspartner zu schlieBen. Konig und Gritzel (1994) entwickelten auf der
Basis eines Antikorper-beschichteten Schwingquarzes einen Biosensor zur Detektion
unterschiedlicher Typen von Herpes-Viren, der ohne messbaren Aktivitidtsverlust mehrfach

verwendet werden konnte.

Detektion zellularer Adsorptionsprozesse mit der QCM

Die auBerordentlich gute Zeitauflosung und die hohe Empfindlichkeit der Detektion von
Effekten nahe der Quarzoberfliche machte die QCM auch fiir die Beobachtung von
komplexen Vorgidngen wie das Anbinden und Spreiten von Zellen auf ihren Substraten
interessant. Das Adhésionsverhalten von Verozellen (Gryte et al, 1993) und Ratten-
Osteoblasten (Redepenning et al., 1993) wurde mit Hilfe der Quarzmikrowaage studiert.

Wegener et al. (1999) untersuchte in Adhédsionsexperimenten mehrere Zelltypen und konnte
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fiir die verschiedenen Zellsorten  jeweils unterschiedliche resultierende
Resonanzfrequenzidnderungen finden. Weiterhin konnten die Autoren den Adhésionsprozess
der Zellen durch spezifisch an die Integrine bindende Peptide inhibieren und somit
nachweisen, dass nur die spezifische Integrin-vermittelte Zelladhidsion mit der QCM
detektierbar ist.

Ein Problem der ,aktiven QCM ist allerdings, dass allein iiber die Analyse der
Resonanzfrequenzidnderung keine Aussage {iber die Art und Beschaffenheit der
Quarzbeladung gemacht werden kann. So fiihrt sowohl die Adhésion einer rigiden Masse zu
einem Abfall der detektierten Frequenz als auch die Anbindung von Materialien mit viskosen,
energiedissipierenden Eigenschaften. Dies ist insbesondere fiir die Untersuchung zellulérer
Systeme von Belang. Rodahl et al. (1997) prisentierten eine Moglichkeit, die durch die
Beladung des Quarzes hervorgerufene Energiedissipation parallel zur Frequenzéinderung zu
detektieren. Die sogenannte D-QCM erlaubt daher eine wesentlich eindeutigere Interpretation
der gemessenen Resonanzfrequenz und bietet einen Zugang zu den intrinsischen
Eigenschaften der adsorbierten Spezies. Cans et al. (2001) untersuchten mit der D-QCM die
Dynamik exocytotischer Prozesse zweier unterschiedlicher Zelllinien. Reiss et al. (2003)
nutzten diese Technik, um die Adhidsion funktionalisierter Vesikel und die von
Siugetierzellen zu vergleichen. Dabei konnten in beiden Fillen dhnliche Anderungen der
Resonanzfrequenz und des Dissipationsfaktors festgestellt werden.

Die in dieser Arbeit verwendete Methode der Impedanzanalyse eines zellbedeckten
Resonators, auch als ,,passive QCM bezeichnet, erreicht zwar nicht die Sensitivitdt und die
Zeitauflosung der ,aktiven* QCM, ermoglicht dafiir aber die Bestimmung und
Unterscheidung von Materialeigenschaften der Beladung und somit eine wesentlich
eindeutigere Interpretation von komplexen Oberflichenprozessen. Untersuchungen von
Janshoff et al. (1996) stellten eine auf die MDCK Zellen zuriickzufithrende Dissipation der
Scherwelle fest, die zeigt, dass sich Zellen auf einem Resonator eher nicht wie eine rigide
Masse, sondern wie eine verlustbehaftete Schicht verhalten. Die Autoren simulierten die auf
die Anwesenheit der Zellschicht zuriickzufiihrende Anderung des Dimpfungswiderstandes
durch Glycerin/Wasser-Gemische bekannter Viskositdt und Dichte und berechneten so die
Viskositit der untersuchten Zellschichten. Das Ergebnis war um Groflenordnungen kleiner als
die literaturbekannten Daten, was auf den unbekannten akustischen Einfluss des mit Wasser
und Proteinen gefiillten Spaltes zwischen der Quarzoberfliche und den Zellen zuriickgefiihrt

wurde. Eine geringere Viskositit dieser Schicht im Vergleich zu den dariiberliegenden Zellen
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konnte die Scherwelle vor dem Eindringen in die Zelle dimpfen und so die Unterbestimmung
der Viskositit erkléren.

Eine von Wegener et al. (2000) anhand unterschiedlicher Zelllinien durchgefiihrte
Untersuchung sollte einen Zusammenhang zwischen spezifischen Zelleigenschaften und
korrespondierenden Anderungen der mikrogravimetrischen Parameter herstellen. Dazu
wurden Epithelzellen verwendet, von denen bekannt ist, dass sie mit dem groften Teil der
basolateralen Membran fest auf dem Substrat adhirieren, wie auch Fibroblasten, die die
Kulturoberflaiche nur an einigen Stellen in vergleichsweise kleinen Bereichen beriihren,
wihrend der groBe Teil der Zellmembran weiter vom Substrat entfernt ist. Die fiir die
einzelnen Zelllinien ermittelten mikrogravimetrischen Parameter lieBen sich mit diesen
Zelleigenschaften gut korrelieren. So konnten die Autoren zeigen, das 3T3 Fibroblasten eine
deutlich kleinere Anderung des Didmpfungswiderstands und der Induktivitit induzieren als
MDCK-2 Zellen. Offensichtlich wirkt sich der Abstand der Zellmembran zum Substrat auf
die Oszillation aus.

Um aufzukldren, ob eine Verankerung der Zellen am Kultursubstrat notig ist, um die
Oszillation des Resonators zu beeinflussen oder ob die Pridsenz des Zellkorpers allein
ausreicht, wurde von den Autoren Aussaatstudien mit MDCK-2 Zellen unter Zusatz des
Pentapeptids GRGDS durchgefiihrt. GRGDS bindet kompetitiv an verschiedene zelluldre
Integrine und verhindert so eine Anheftung der Zellen an die extrazellulire Matrix. Diese
Adhisionsexperimente zeigen, dass ohne eine spezifische, integrin-mediierte Zelladhédsion
keine Beeinflussung der Scherschwingung durch die Zellschicht erfolgt.

Die Auswirkung der unter der Zellschicht liegenden ECM auf die mikrogravimetrischen
Parameter beschrinkt sich nach Wegener et al. (2000) fast vollstdndig auf einen Beitrag zur
Induktivitdt. Ein Vergleich zwischen einer exogen aufgebrachten und der endogen
sekretierten Proteinschicht ergab keinen wesentlichen Unterschied. Die Autoren fithren die
durch eine Zellschicht hervorgerufene Induktivitidtsdnderung zumindest zum Teil auf die
extrazelluldre Matrix zuriick.

Der Beitrag des Aktincytoskeletts, das als Aktincortex unterhalb der Zellmembran liegt und in
Form der sogenannten Stressfasern mit den Zell-Substrat-Kontakten in Verbindung steht, zum
QCM-Signal einer Zellschicht wurde durch eine selektive Zerstdrung dieser Proteinfilamente
mit Cytochalasin D nachgewiesen. Die dadurch ausgeldste Depolymerisation bewirkt einen
deutlichen Riickgang von Didmpfungswiderstand und Induktivitit. Dies wurde von den
Autoren auf den kompletten Abbau der Stressfasern zuriickgefiihrt und zeigt, dass es mit der

QCM moglich ist, substratnahe Verdnderungen des Aktincytoskeletts zu detektieren.
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Ein Erhohung der Viskositit des Kulturmediums iiber einer Zellschicht durch Zusatz von
Polyvinylpyrrolidon (PVP), die sich lediglich auf der apikalen Zellseite bemerkbar macht,
dndert dagegen das mikrogravimetrische Verhalten der Zellschicht nicht und weist nach, dass
die Sensitivitit des Resonators lediglich substratnahe Verdnderungen erfasst. Einen Anstieg
der Osmolaritit des Mediums durch Zusatz unterschiedlicher Konzentrationen von
Saccharose, wie sie von Wegener et al. (2000) untersucht wurde, erhtht dagegen den
Déampfungswiderstand und die Induktivitdt drastisch. Hierbei handelt es sich allerdings um
einen Effekt, der indirekt Einfluss auf die Oberfliche des Oszillators nimmt. Die Autoren
schreiben diesen aber weniger der osmotischen Schrumpfung des Zellkorpers zu sondern eher
dem bei barrierebildenden Zellen wie den hier verwendeten MDCK-2 Zellen auftretenden
transepithelialen Wasserflusses aus dem Adhésionskontakt in das iiber den Zellen liegende
Kulturmedium. Dadurch kann eine Anderung des Zell-Substrat-Abstands, eine verinderte
Viskositidt im Adhésionskontakt und somit moglicherweise eine verdnderte Kopplung der
Zellen an den Quarz induziert werden.

Diese Untersuchungen zeigen, dass die QCM sehr sensitiv fiir Verdnderungen des
Adhisionskontakts ist und sich somit zur Untersuchung dieser Region anbietet. Gleichzeitig
haben offensichtlich verschiedenste Parameter wie die einzelnen Komponenten des Zell-
Substrat-Kontakts oder die Distanz zum Substrat einen Einfluss auf Dampfungswiderstand

und Induktivitdt. Dies erschwert eine genaue Analyse und die direkte Interpretation der

jeweiligen Effekte.
1.3 Elektrische Untersuchung des Adhisionskontakts zwischen Zelle und
Substrat

Zur genauen Interpretation der QCM-Messungen ist es notig, den Zusammenhang zwischen
den einzelnen Komponenten des Adhésionskontaktes und den mikrogravimetrischen
Messungen herstellen zu konnen. Spezielle elektrochemische Untersuchungsmethoden bieten
die Moglichkeit, den Adhdsionskontakt von Zellen elektrisch zu charakterisieren. Eine
Korrelation von mikrogravimetrischen und elektrochemischen Daten sollte darum zu einem
genaueren Verstindnis der Zusammensetzung des QCM-Signals fithren. Ein geeignetes
Verfahren um Anderungen der elektrischen Eigenschaften von adhirenten Zellen mit hoher
Zeitauflosung zu quantifizieren, ist die ECIS-(electric cell-substrate impedance sensing)
Technik. Dieses Verfahren, das die Kultivierung der zu untersuchenden konfluenten
Zellschichten auf einer Metallfilmelektrode erfordert, wurde 1984 zum ersten Mal von

Giaever und Keese beschrieben und in weiteren Arbeiten etabliert (1991; 1993). Das Prinzip
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der Methode beruht auf der Applikation einer sinusformigen, nicht-invasiven
Wechselspannung variabler Frequenz und kleiner Amplitude von wenigen mV auf die
Zellschicht. Die Messung des resultierenden Stroms ermoglicht die Bestimmung des
Wechselstromwiderstandes des Zelllayers in Abhédngigkeit von der Frequenz. Die hohe
Empfindlichkeit des ECIS-Verfahrens bei gleichzeitiger Zeitauflosung von weniger als einer
Sekunde erdffnet die Option zur Aufzeichnung und Analyse von kleinsten Zellbewegungen.
Diese sogenannten micromotion duflern sich in geringen Fluktuationen der Impedanz, die
mafgebliche Informationen iiber den Stoffwechselzustand und die Vitalitit von Zellen liefern
(Lo et al., 1993; 1994). Neben dieser sehr sensitiven aber vom Informationsgehalt limitierten
Betriebsart konnen auch in einem definierten Frequenzbereich aufgezeichnete
Impedanzspektren mehrparametrige Informationen iiber die Zellschicht liefern. Eine
mathematische Anpassung der Spektren nach Wegener et al. (2000) ermoglicht die
Beschreibung der Zellform anhand von drei Parametern. Dadurch lassen sich
Impedanzinderungen konkret auf die Beitridge einzelner Zellbereiche zuriickfiihren. Konkret
ist die Beschreibung der Zellform anhand des parazelluldaren Widerstandes Ry, der die Stirke
der Zell-Zell-Kontakte quantifiziert, der Kapazitit C,,, die Aussagen iiber die Oberfliche der
Zellmembran erlaubt, sowie des Impedanzbeitrages oo moglich, der den Adhésionskontakt
elektrisch charakterisiert. Das ECIS-Verfahren wurde in dieser Arbeit in einem
experimentellen Aufbau mit der Untersuchung der mikrogravimetrischen Parameter (Quarz-
Modus) eingesetzt. Die gemessenen elektrischen Daten wurden somit unter den exakt
gleichen Bedingungen wie die mikrogravimetrischen Daten erhoben. Dies sollte zur Analyse
der Resultate eine breitere Interpretationsbasis ermoglichen.

Die ECIS-Technik fand aufgrund des breiten Anwendungsspektrums und der groBen
Sensitivitdt gegeniiber kleinsten Morphologieinderungen von Zellen schon vielfache
Anwendung. Wang et al. (1995) untersuchten die Morphologiednderung von dermalen
Fibroblasten und Fibroblasten der Augenhohle nach Zugabe von Prostaglandin E2 sowohl
mikroskopisch wie auch elektrisch. Die Autoren konnten nur fiir die Augenhohlenfibroblasten
eine sternformige Verformung der Zellen feststellen. Diese Morphologiednderung wurde von
einem starken Abfall der Impedanz in den ECIS-Messungen begleitet. Die den
Impedanzabfall induzierende Anderung der Zellform wurde von den Autoren auf einen
drastischen Anstieg des cAMP-Spiegels in den Zellen zuriickgefiihrt. Wegener et al. (2000)
setzten das ECIS-Verfahren in Adhésions-Assays ein, um das Adhérieren und Spreiten von
Zellen zeitaufgelost zu verfolgen. Anhand der Kinetik lieen sich Aussagen iiber die Stérke

der Interaktionen zwischen Zelle und dem jeweiligen unterschiedlich beschichteten Substrat
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machen. Das breite Anwendungsspektrum der Technik zeigen auch Untersuchungen zur
metastatischen  Aktivitdt einzelner Tumorzelllinien gegeniiber einem konfluenten
Zellmonolayer (Keese et al., 2002) sowie mehrere weitere Studien, in denen zellbedeckte
Elektroden als Biosensor gegeniiber cytotoxischen Schadstoffen eingesetzt wurden (Luong et
al.,, 2001; Xiao und Luong, 2003). Arndt et al. (2004) konnten zeigen, dass sich auch
zellbiologisch duBerst komplexe Phidnomene wie die Apoptose von Endothelzellen mit dem
ECIS-Verfahren charakterisieren und die dabei auftretenden Anderungen der Zellform zeitlich
verfolgen lassen.

Lo et al. (1998) nutzten die Sensibilitit der Methode gegeniiber Verdnderungen im zellulidren
Adhisionskontakt. Die Autoren bestimmten aus elektrischen Messungen den mittleren Zell-
Substrat-Abstand, wéhrend die Zellen unter vertikalen Zugstress gesetzt wurden. Dazu
wurden Collagen beschichtete Eisenoxid-Partikel auf die apikale Seite der Zellen gegeben, wo
sie spezifisch mit den dort befindlichen Integrine interagierten. Uber Permanentmagneten
wurden dann Vertikalkrifte auf die Zellen appliziert. Da der aus den ECIS-Messungen
ermittelbare Impedanzbeitrag oo vom Zell-Substrat-Abstand abhéngt, ist eine geometrische
Verianderung des Adhédsionskontakts detektierbar. Eine Auswertung der ECIS-Daten zeigte
eine darauf zuriickzufiihrende Zunahme des Zell-Substrat-Abstands zwischen 10 und 25
Prozent. Der Impedanzbeitrag oo ermoglicht aber nicht nur den Zugang zum Zell-Substrat-
Abstand, sondern hingt auch mit dem mittleren Radius der Zellen sowie dem spezifischen
Elektrolytwiderstand im Adhésionskontakt zusammen. Die Bestimmung eines Parameters ist
aber nur bei Kenntnis der beiden anderen moglich. Wihrend der mittlere Zellradius
mikroskopisch einfach ermittelt werden kann, ist eine Errechnung des Zell-Substrat-
Abstandes aus experimentell bestimmten o-Werten nicht durchfithrbar, ohne dass der
spezifische Widerstand bekannt ist. So wird in Untersuchungen, die anhand von ECIS-
Messungen auf den Abstand zwischen Zelle und Substrat schlieBen, in der Regel der
spezifische Widerstand des iiberstehenden Mediums eingesetzt (Lo et al, 1998; Lo et al.,
1999). Diese Vereinfachung kann aber zu signifikanten Verfdlschungen des Messergebnisses
fiihren, falls sich der spezifische Widerstand im Spalt wesentlich von dem des Mediums
unterscheidet oder im Gegensatz zur Annahme ein dynamisches Verhalten aufweist. Lo et al.
(1995) haben unter der Annahme, dass der spezifische Widerstand im Spalt 60 Qcm betrigt,
den Abstand von MDCK-2 Zellen zum Substrat zu weniger als 1 nm bestimmt. Ein Zell-
Substrat-Abstand in dieser Grofle ist nicht denkbar, da sowohl die Glykokalix wie auch die

extrazelluldre Matrix eukaryotischer Zellen schon wesentlich mehr Platz benétigen.
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Uber den spezifischen elektrischen Widerstand zwischen Zelle und Substrat ist aufgrund
fehlender Untersuchungen beinahe nichts bekannt. Erst die Arbeitsgruppe um Prof. Fromherz
betrachtete die elektrischen und geometrischen Verhiltnisse in der Zell-Substrat-Region im
Rahmen von Arbeiten zur Neuron-Silizium-Kopplung genauer. So wurde der Zelle-
Halbleiter-Kontakt in einem theoretischen Ansatz von Weis et al. (1997) als Kernmantel-
Leiter beschrieben. Dabei trennen die nichtleitende basolaterale Membran der Zelle und die
Siliziumdioxidschicht auf dem gate des Halbleiters die Elektrolytschicht im Spalt vom
leitenden Cytoplasma bzw. dem Silizium. Die Ubertragung der elektrischen Situation in ein
Ersatzschaltbild (Punkt-Kontakt-Modell) ermdoglichte den Autoren die Berechnung des
spezifischen Membranwiderstandes sowie des Flichenwiderstandes zwischen Zelle und
Substrat. Diese Erkenntnisse wurden dann zur Interpretation von Messungen der
Neuronentransistoren und auch fiir Berechnungen des Zell-Substrat-Abstands herangezogen.
Allerdings ging auch in diesem Fall lediglich der spezifische Widerstand des iiberstehenden
Mediums in die Kalkulation ein. Eine experimentelle Bestimmung des spezifischen
Widerstandes im Bereich von Zelle und Substrat gelang erst Kiessling et al. (2000). Die
Autoren verwendeten Erythrozyten, die mit Hilfe einer Polylysin-Beschichtung auf ein
Substrat mit einem integrierten Transistoren-Array aufgebracht wurden. Uber das Medium
wurde dann eine Wechselspannung in einem definierten Frequenzfenster appliziert und die
jeweils resultierende Spannung im Spalt iiber die Transistoren registriert. Die Auswertung
dieser Daten mit Hilfe des Punkt-Kontakt-Modells ermdglichte auch hier die Berechnung des
Flachenwiderstandes im Zell-Substrat-Bereich. Um aus diesem den spezifischen Widerstand
bestimmen zu konnen, ist die Breite des Subzellularraumes erforderlich. Die Autoren
verwendeten die FLIC-Mikroskopie (s. 1.4) bei gleichen experimentellen Bedingungen, um
den Abstand messen zu konnen. Die Kombination der beiden Techniken erlaubte schlielich
die Errechnung des spezifischen Widerstandes unter der Zelle und somit eine
Charakterisierung des Adhésionskontaktes hinsichtlich der Elektrolytleitfahigkeit. Die
Autoren stellten fest, dass der spezifische Elektrolytwiderstand im Spalt im Gegensatz zur
allgemeinen Annahme etwa viermal so gro war, wie der Elektrolytwiderstand des
Kulturmediums. Die moglicherweise aufgrund elektrostatischer Wechselwirkung geringere
Dichte freier Ionen sowie eine reduzierte Beweglichkeit im schmalen Spalt wurden von den

Autoren als mogliche Griinde angefiihrt.
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14 Optische Untersuchung des Adhésionskontakts zwischen Zelle und Substrat

Die Untersuchung des Adhédsionskontaktes vitaler Zellen mit Hilfe optischer Methoden wird
schon seit 40 Jahren vorgenommen. 1964 stellte Curtis die Reflektions-Interferenz-Kontrast-
Mikroskopie (RIKM) vor, die zehn Jahre spiter zur Entdeckung spezieller Zell-Substrat- und
Fokalkontakte fiihrte (Abercrombie und Dunn, 1975; Izzard und Lochner, 1976) und keine
spezielle Markierung der Zellen erfordert. Die auf einer Glasoberfldche kultivierten Zellen
werden lediglich mit einer inversen Optik von der Unterseite beleuchtet. Die Lichtstrahlen
werden dann zum einen an der Grenzfliche zwischen Glas und dem unter der Zelle
befindlichen diinnen Fliissigkeitsfilm partiell reflektiert, zum anderen an der Grenzfliche
zwischen der Fliissigkeit und der Zellmembran. Die Uberlagerung der reflektierten Strahlen
fiihrt schlieBlich zu Interferenz. Dadurch erscheinen Bereiche engen Zell-Substrat-Kontakts
dunkel, wihrend Stellen, an denen keine Zellen adhérieren, hell sind. In jiingerer Zeit wurde
die RIKM vor allem zur Analyse der physikalischen Mechanismen der Zelladhésion
(Owens et al., 1988) sowie in Kombination mit Videotechnik und digitaler Bildaufnahme zur
Beobachtung von dynamischen Prozessen eingesetzt (Schindl et al., 1995;
Weber et al., 1995). Eine andere Technik, die sich zur Untersuchung des Zell-Substrat-
Bereichs lebender Zellen eignet, ist die TIRF (fotal internal reflection)-Mikroskopie. Diese
erfordert im Gegensatz zur RIKM allerdings eine Anfiarbung der zu untersuchenden Probe mit
einem Fluoreszenzfarbstoff. Grundlage der Methode ist das Ausnutzen des evaneszenten
Feldes, das entsteht, wenn Licht an der Grenzfliche zwischen einem Medium mit hGherem
Brechungsindex und einem Medium mit niedrigerem Brechungsindex total reflektiert wird.
Dieses evaneszente Feld zeichnet sich dadurch aus, das seine Intensitit mit wachsendem
Abstand von der Grenzfliche exponentiell abfdllt. Dadurch gibt es keine storenden
Fluoreszenzsignale aus Schichten der Probe, die weiter vom Substrat entfernt sind als die
typische Eindringtiefe des evaneszenten Feldes (= 100 nm). Da diese Eigenschaft einerseits
das Signal-Rausch-Verhiltnis der Methode erhoht, andererseits den Arbeitsbereich auf die
Zell-Substrat-Region festlegt, ist diese Technik fiir solche Untersuchungen préadestiniert. So
wurde von Axelrod (1981) mittels TIRFM festgestellt, dass sich Acetylcholin-Rezeptoren von
primér kultivierten Muskelschlauchzellen aus der Ratte nahe am Kultursubstrat befinden.
Andere Autoren nutzten diese Methode, um absolute Abstinde zwischen den Fokalkontakten
von eukaryotischen Zellen und der Kulturoberfliche zu berechnen. Lanni et al. (1985)
bestimmten fiir 3T3 Fibroblasten, denen fluoreszenzmarkiertes Aktin mikroinjiziert worden

war, einen Abstand von 49 nm. Burmeister et al. (1994) untersuchten bovine
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Aortenendothelzellen und fanden eine Distanz von (24 * 13) nm zwischen den

Anheftungspunkten der Zelle und dem Substrat.

Untersuchung des Zell-Substrat-Abstandes mit der FLIC-Mikroskopie

Die in dieser Arbeit angewandte FLIC-(fluorescence interference contrast) Mikroskopie ist
speziell zum Zweck der Bestimmung des Zell-Substrat-Abstandes entwickelt worden. Die
Methode wurde gezielt am MPI fiir Biochemie in Martinsried in der Arbeitsgruppe von
Prof. Fromherz entwickelt, da sie gegeniiber den oben beschriebenen Techniken unter
anderem den Vorteil bietet, dass die Bestimmung des Zell-Substrat-Abstands auf einer
lichtundurchlédssigen Siliziumoberfliche moglich ist. Fiir die in dieser Arbeitsgruppe
untersuchte Neuron-Silizium-Kopplung (Fromherz, 1991; Fromherz 1995) ist der Abstand
zwischen der Nervenzelle und der Oberfliche des Halbleiters ein fundamentaler Parameter, da
die Stimulation und Detektion neuronaler Aktivitdt wesentlich von einer moglichst kleinen
Distanz zwischen dem elektronischen Bauteil und der Zelle abhéngt.

Das Prinzip der Methode beruht darauf, dass die Intensitdt der Fluoreszenzstrahlung einer
Sonde in der Néhe einer optischen Grenzfliche durch die Reflektion von Anregungs- und
Fluoreszenzlicht an diesen Grenzflichen moduliert wird. Dieser Effekt wurde schon vor
einiger Zeit fiir Langmuir-Blodgett-Filme auf Metalloberflichen dokumentiert (Biicher et al.,
1967) und spiter fiir die Eigeninterferenz von Anregungs- und Emissionslicht von Farbstoffen
in freistehenden Seifen-Lamellen quantifiziert (Fromherz und Kotulla, 1984). Auch fiir das in
der FLIC-Mikroskopie als Substrat verwendete oxidierte Silizium konnte ein solches
Verhalten festgestellt werden. (Nakache et al., 1985; Brandstitter et al., 1988). Eine
quantitative Beschreibung der Modulation der Fluoreszenzintensitdt wurde von Lambacher
und Fromherz (1996) mittels Untersuchungen an farbstofftragenden Lipidfilmen auf
fotolithografisch  hergestellten Siliziumdioxidsubstraten erstellt. Dies erdffnete die
Moglichkeit der Anwendung dieser Methode in wissriger Umgebung, um absolute Abstédnde
zwischen der Membran und dem Substrat zu bestimmen. Dabei ist eine genaue Kenntnis der
optischen Eigenschaften der Zellkomponenten wie der Brechungsindex der Zellmembran oder
der des Cytoplasmas fiir eine duferst genaue Bestimmung des Abstandes nicht notwendig, da
diese im Gegensatz zu den bekannten Brechungsindices des Substrates nur unwesentlich zum
Signal beitragen. Dies erlaubt einen flexiblen Einsatz der Methode bei groBer Genauigkeit
und macht ithren Vorteil gegeniiber der RIKM und TIRFM aus, die zur Bestimmung der

GroBe des Spalts auf sehr genaue optische Parameter der Zellmembran angewiesen sind.



Einleitung 14

Als erste wendeten Braun und Fromherz (1997) die FLIC-Mikroskopie zur
Abstandsbestimmung von Zellen an. Die Autoren benutzten leere Membranhiillen humaner
Erythrozyten (,,Ghosts*). Dazu wurden die Siliziumsubstrate mittels Photolithographie so
strukturiert, dass sich jeweils vier unterschiedlich hohe Stufen aus Siliziumdioxid in direkter
Nachbarschaft befanden. Durch die Messung der relativen Fluoreszenzintensitdten der
Erythrozytenghosts an diesen vier Positionen bekannter Oxiddicke konnte aus dem nicht
eindeutigen weil periodischen Zusammenhang zwischen relativer Intensitdt des
Fluoreszenzlichts und Abstand des Fluoreszenzmarkers Dil vom Substrat ein absoluter Zell-
Substrat-Abstand errechnet werden.

Braun und Fromherz waren es auch, die die FLIC-Mikroskopie erstmals auf vitale Zellen
anwandten (1998). Die von den Autoren untersuchten Astrocyten und Neuronen aus dem
Rattenhirn zeigten bei identischer Beschichtung des Substrates mit Laminin gleiche Zell-
Substrat-Abstinde von etwa 100 nm. Lediglich ein Wechsel der Proteinbeschichtung zu
Fibronektin fiihrte zu einer signifikant verringerten Distanz von 60 nm zwischen Zelle und
Substrat. Dies wurde von den Autoren mit den moglicherweise unterschiedlichen attraktiven
und repulsiven Kriften der verschiedenen exogenen Proteinschichten erkldrt. Sorribas et al.
(2001) untersuchten in einer &dhnlichen Studie den Einfluss von kovalent an die
Siliziumdioxid-Oberflache gebundenen speziellen Adhidsionsmolekiilen neuronaler Zellen
(axonin-1 und NgCAM) auf den Abstand zwischen diesen Zellen und der Oberfliche. Diese
Daten wurden mit Abstdnden verglichen, die fiir Laminin-, Polylysin- und RGDC- und
APTES-Beschichtungen bestimmt werden konnten. Fiir die mit axonin-1 beschichteten FLIC-
Chips wurden die geringsten Zell-Substrat-Abstinde gefunden (37 £ 10 nm), danach folgten
die mit APTES (39 + 3 nm), Ng-CAM (47 = 8 nm), Polylysin (54 + 9 nm) und Laminin
(91 £4 nm) beschichteten Chips. Fiir die RGDC-beschichteten Substrate wurden sowohl
Zellen gefunden, die sehr geringe Distanzen (39 + 4 nm) zur Kulturoberflidche aufwiesen, wie
auch Zellen mit wesentlichen hoheren Abstdnden zum Substrat von 80 bis 160 nm.
Iwanaga et al. (2001) setzten die FLIC-Mikroskopie ein, um den Abstand der Zellmembran
vom Substrat in den Anheftungspunkten (focal contacts) der Zelle zu quantifizieren. Dazu
wurden Fibroblasten analysiert, die mit GFP-markiertem Vinculin transfiziert worden waren
und somit fluoreszenzmarkierte Fokalkontakte aufwiesen. Die Autoren konnten aber keine
lokale Korrelation zwischen den Fokalkontakten der Zelle und einem dort signifikant
verringerten Zell-Substrat-Abstand finden. Kiessling und Tamm (2003) benutzten die FLIC-

Technik, um Lipiddoppelschichten zu untersuchen, die entweder direkt oder mit einer
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darunterliegenden Polyethylenglykolschicht auf dem Siliziumdioxidsubstrat immobilisiert
wurden. Weiterhin konnten die Autoren die aufrechte Orientierung des membranstidndigen
t-SNARE-Proteins innerhalb eines solchen lipid bilayer nachweisen. Dies wurde iiber
Abstandsmessungen eines an den Membranrezeptor t-SNARE spezifisch bindenden GFP-
markierten Proteinliganden (GFP-VAMP) festgestellt.

1.5 Biophysikalische Untersuchungen zur Cytoskelett-vermittelten
Mikromechanik der Zelle

Das Cytoskelett eukaryotischer Zellen besteht aus unterschiedlichen Komponenten, die die
duBere Form der Zelle stabilisieren, das Cytoplasma strukturieren und wesentlich zur
Dynamik von Zellen beitragen. Wihrend die Intermedidrfilamente vor allem zur Stabilitét der
einzelnen Zelle und des Zellverbandes beitragen, iibernehmen Mikrotubuli und die aus Aktin
bestehenden Mikrofilamente vor allen Dingen Aufgaben, die eine grof3e Flexibilitdt sowie die
Moglichkeit eines dynamischen Auf- und Abbaus der einzelnen Strukturen erfordern. Daher
sind auch viele zellulire Prozesse wie Zellwachstum oder Genexpression mit Anderungen im
Cytoskelett assoziiert. Der Untersuchung dieser zelluldren Strukturen kommt somit eine grof3e
Bedeutung zu.

Die Kopplung zwischen Cytoskelett und Fokalkontakten (Abb. 1.1) bzw. Hemidesmosomen
illustriert die Relevanz dieser Komplexe fiir den Adhésionskontakt. Die mechanischen
Eigenschaften dieser Region werden durch das Cytoskelett vermittelt, daher konnen
Messungen der zelluliren Mikromechanik Riickschliisse auf den Zustand der Zelle
ermOglichen, die iliber die elastischen Eigenschaften der apikalen Zellseite hinausgehen und
somit auch Hinweise auf die mechanischen Verhiltnisse im Adhésionskontakt liefern.

Die mechanischen Eigenschaften von Zellen werden schon seit mehr als zwei Jahrzehnten mit
den unterschiedlichsten Methoden studiert. So wurden entsprechende Untersuchungen zum
Beispiel mit dem sogenannten cell poker durchgefiihrt, ein Fiberglasstab mit flachem Ende,
mit dem der Widerstand einer Zellschicht gegeniiber einer Deformation gemessen wird
(Petersen et al., 1982). Andere Techniken wie das Ansaugen einzelner Zellen mit einer
Micropipette (micropipette aspiration) ermdglichten anhand der Verformung des in die
Pipette gezogenen Zellkorpers Riickschliisse auf die viskoelastischen Eigenschaften der Zelle
(Yeung und Evans, 1989). Optische Methoden wie der Einsatz der oben schon beschriebenen
RIKM (Zilker et al., 1987) zur Bestimmung des Elastizititsmodulus der Zellmembran und die
Verwendung von sogenannten optical tweezers zur Mikromanipulation von lebenden Zelle

(Ashkin und Dziedzic, 1989) fanden ebenfalls Anwendung. Die Verwendung
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magnetometrischer Analysen erlaubte selbst die Bestimmung intrazelluldrer mechanischer
Eigenschaften lebender Organismen (Valberg und Feldman, 1987). Die Autoren lieen
Makrophagen aus der Lunge magnetische Partikel aufnehmen und brachten diese dann durch
externe Felder zur Rotation. Aus der Drehfrequenz ® in Abhédngigkeit vom Magnetfeld wurde
dann auf die Viskositit des Cytoplasmas geschlossen, die unter anderem durch

Cytoskelettstrukturen bestimmt wird.

Bestimmung des Elastizititsmodulus adhirenter Zellen mit der atomic force microscopy
Die atomic force microscopy (AFM) (Binnig et al., 1986) wurde schon kurz nach ihrer
Entwicklung zum Studium biologischer Proben eingesetzt. Gerade fiir die Untersuchung von
Zellen eroffnete die Technik neue Moglichkeiten, da diese unbehandelt, zerstorungsfrei und
mit hoher Auflosung in ihrer physiologischen Umgebung abgebildet werden konnten. Dies
wurde fiir ein breites Spektrum an Zelltypen gezeigt. So wurden beispielsweise epitheliale
MDCK-2 Zellen und die aus diesen durch virale Transfektion mit einem Oncogen
gewonnenen R5-Zellen hinsichtlich der Oberflachentopographie und ihrer mechanischen
Stabilitdt untersucht (Hoh und Schoenenberger, 1994). Schauss und Henderson (1997)
konnten anhand von XR1 Gliazellen eine durch die AFM-Messung hervorgerufene, lethale
Zellschidigung ausschlieBen und das Ausmall der Interaktion zwischen Zellmembran und
Sonde ndher beleuchten. Daneben erlaubte die Sensitivitdt der AFM-Technik die Auflosung
einzelner Bestandteile der Zellmembran wie in der Membran verankerter Proteine
(Haydon et al., 1994; Smith et al., 1997) oder intra- bzw. subzelluldrer Strukturen wie das
Aktincytoskelett (Braet et al., 1998).

Zusitzlich zur reinen topographischen Abbildung der Oberfliche ist es mit der AFM-Technik
auch moglich die Materialeigenschaften einer Probe zu bestimmen. Sogenannte Kraft-
Abstands-Kurven liefern Informationen iiber die Kompressibilitit der Probe und erlauben
anhand dieser Daten auch die Berechnung viskoelastischer Parameter. Tao et al. (1992)
nutzten dies als erste, um quantitativ die lokalen elastischen Eigenschaften von biologischem
Material zu messen. Aus den Kraft-Abstands-Kurven kann dann sowohl die Topographie wie
auch der ortsaufgeloste Elastizitditsmodulus berechnet werden (force mapping,
Radmacher et al. 1994). Die Kalkulation wird nach dem Hertz’schen Modell fiir elastische
Einkerbungen durchgefiihrt (Hertz, 1882; Sneddon, 1965). Auf diese Weise wurden
unterschiedlichste Zelltypen hinsichtlich ihrer viskoelastischen Eigenschaften untersucht,
unter anderem humane Blutpldttchen (Radmacher et al.,, 1996), Kardiozyten aus dem Huhn

(Hofmann et al., 1997), Kupffer-Zellen (Rotsch et al., 1997) und MDCK-Zellen (Weisenhorn
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et al.,, 1993). Die von den Autoren ermittelten Elastizitdtsmoduli unterscheiden sich je nach
Zellsorte deutlich. So bestimmten Radmacher et al. (1996) an den Blutplittchen Werte
zwischen 1 und 50 kPa, wihrend Hofmann et al. (1997) fiir die Stressfasern im Bereich der
Lamellipodien von Kardiozyten Elastizitditsmoduli von 10 bis 200 kPa fanden. Weisenhorn et
al. (1993) konnten fiir MDCK-Zellen einen Elastizititsmodulus im Bereich von 13 bis 15 kPa
ermitteln.

Daneben konnten durch Elastizitdatsmessungen an genetisch verdnderten Vinculin-defizienten
F9-Zellen (Goldmann et al., 1998) auch funktionelle Beziehungen zwischen der Abwesenheit
eines Protein des Cytoskeletts und der in der Untersuchung reduzierten Viskositit der Zelle
hergestellt werden. Insbesondere der Einfluss des Aktincytoskeletts auf die Elastizitdt der
Zelle wurde hdufig untersucht, da dieses eine wesentliche Rolle in unterschiedlichen
zelluldren Prozessen spielt. So stabilisiert und strukturiert das Aktincytoskelett die Zelle
einerseits, erfiillt aber andererseits durch seinen stetigen Auf- und Abbau auch dynamische
Funktionen beispielsweise bei der Migration oder der Zellteilung. Chemisch induzierte
Veridnderungen der Aktin-Polymerisation, wie sie mit Cytochalasin, Latrunculin A oder
Jasplakinolide hervorgerufen werden konnen, ermoglichen einen direkten Eingriff in das
Cytoskelett und erlauben anhand der beobachteten Verdnderungen Riickschliisse auf die
Aufgaben von f-Aktin in der Zelle. Anhand von Elastizitdtsmessungen konnen diese Effekte
dann quantifiziert werden. So stellten sowohl Rotsch et al. (1997) wie auch Wu et al. (1998)
in Studien an unterschiedlichen Zelltypen eine deutliche Abnahme der Elastizitdt von Zellen
fest, die mit Cytochalasin inkubiert worden waren. Rotsch und Radmacher (2000)
untersuchten an NRK- und 3T3-Zellen den Einfluss unterschiedlicher Substanzen, die einen
Effekt auf diverse Komponenten des Cytoskeletts haben. Die Autoren fanden fiir die
Cytochalasine B und D, fiir Latrunculin A und Jasplakinolide, die alle auf die Polymerisation
des Aktins wirken, eine deutliche Abnahme des Elastizitdtsmodulus in Abhéingigkeit von der
jeweils verwendeten Konzentration und Inkubationszeit. Dagegen fiithrte ein Eingriff in die
Polymerisation der Mikrotubuli mit abbauenden (Colchicin und Colcemid) bzw.
stabilisierenden Chemikalien (Taxol) zu keinerlei Anderung der Elastizititsmoduli der

untersuchten Zellen.
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2 Zielsetzung

Die Quarzmikrowaage-(QCM) Technik hat sich in den letzten zehn Jahren zu einer
leistungsfiahigen Methode entwickelt, um die mechanischen Interaktionen zwischen
adhidrenten Zellen und ihrem Kultursubstrat zu untersuchen. Die Methode erlaubt eine
Beschreibung und Quantifizierung der im Bereich des Adhidsionskontakts der Zelle
auftretenden Wechselwirkungen mit dem Resonator. Allerdings ist eine genaue Interpretation
des QCM-Signals bislang schwierig, da nicht eindeutig bekannt ist, welche zelluldren
Komponenten im Adhisionskontakt einen Einfluss auf die Quarzoszillation ausiiben.

Ziel dieser Arbeit war es daher, die unterschiedlichen Bestandteile in der Zell-Substrat-
Region auf ihren Beitrag zum QCM-Signal zu untersuchen. Dazu sollten verschiedene
Zellsorten mit der QCM charakterisiert werden, um zelltypspezifische Unterschiede oder
Gemeinsamkeiten beziiglich der resultierenden mechanischen Eigenschaften herauszufinden.
Durch Einsatz der FLIC (Fluorescence Interference Contrast)-Mikroskopie und die
Kombination der QCM-Technik mit einer elektrochemischen Impedanzanalyse
[ECIS (electric cell-substrate impedance sensing)] der adhdrenten Zellen sollten
Moglichkeiten eroffnet werden, die geometrischen und elektrischen Eigenschaften im
Adhisionskontakt ndher zu charakterisieren. Dariiber hinaus sollte die Auswirkung einer
chemischen Vernetzung des zelluliren Proteosoms sowie der Manipulation der

Lipidkomposition der Zellmembran auf das QCM-Signal der Zellen néher beleuchtet werden.
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3 Experimenteller Teil

3.1 Zellbiologische Methoden

3.1.1 Allgemeine Kulturbedingungen

Die Anzucht aller Zellkulturen erfolgte routinemiBig in Kulturflaschen mit einer
Wachstumsfliche von 25 cm’. Alle Zellkulturgefife wurden in Brutschrinken bei einer
Temperatur von 37 °C und einer wasserdampfgesittigten Atmosphire mit 5 Vol.-% CO,
aufbewahrt. Samtliche Zellkulturarbeiten wurden unter einer Sterilbank der Firma Gelaire
durchgefiihrt. Dazu wurden alle verwendeten Medien und Losungen autoklaviert (20 min,
120 °C) bzw. sterilfiltriert (Porenweite: 0.2 pum), soweit sie nicht vom Hersteller steril

geliefert wurden.

3.1.1.1 Subkultivierung

Die Subkultivierung der verwendeten Zelllinien erfolgte nach einem feststehenden Protokoll.
Dazu wurden die Zellschichten zweimal mit PBS™ (phosphate buffered saline ohne
zweiwertige lonen) gewaschen, um Mediumreste und zweiwertige lonen zu entfernen, welche
die nachfolgende proteolytische Ablosung der Zellen storen konnen. Durch Zugabe von
0.25 %iger Trypsinlosung konnten die Zellen nach einer Inkubationszeit von wenigen
Minuten vom Substrat abgelost werden. MDCK- und NRK-Zellen wurden aufgrund ihrer
starken Anhaftung am Substrat vor der Zugabe der Protease fiir 10 min bei 37 °C mit einer
EDTA-Losung (5 mM in PBS™) inkubiert, um eine vollstindigere Komplexierung divalenter
Kationen zu erreichen, welche die Ablosung der Zellen durch Zusatz von Trypsin
beschleunigte. Nach der Ablosung der Zellen wurde der enzymatische Verdau durch Zugabe
eines Uberschusses des jeweiligen serumhaltigen Kulturmediums abgestoppt und die
erhaltene Zellsuspension fiir 10 min bei 110 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen
und die Zellen in 37 °C warmen Kulturmedium aufgenommen und resuspendiert. Die
anschlieende Aussaat auf die jeweiligen Kultursubstrate erfolgte im Verhéltnis 1:10 bezogen

auf die Zelldichte pro cm® Wachstumsfliche.

PBS™ 140 mM NaCl
2.7 mM KCl
8.1 mM NazHPO4
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1.5 mM KH,PO,

in Reinst-Wasser

3.1.1.2 Kryo-Konservierung

Zur lingerfristigen Aufbewahrung der untersuchten Zelllinien (MDCK, BAEC, NIH 3T3 und
NRK) wurden die Zellen nach trypsin-induzierter Ablosung vom Boden einer 25 cm’-
Kulturflasche und nachfolgender Zentrifugation (s. 3.1.1.1) in 1 ml Einfriermedium
resuspendiert und in sterile, speziell zur Kryokonservierung ausgelegte Behéltnisse iiberfiihrt.
Das verwendete Einfriermedium enthédlt DMSO, das leicht in die Zellen eindringt und
dadurch den Wassergehalt im Cytoplasma reduziert. Die Bildung scharfer Eiskristalle, die die
Zellmembran dauerhaft schidigen und zum Zelltod fithren konnten, wird so verhindert. Um
zusitzlich eine moglichst schonende Abkiihlung der Zellsuspension zu erreichen, wurde diese
zuerst 2-3 Tage bei -72 °C in einem Isopropanol-Bad gelagert und erst danach in ein
Behiiltnis mit fliissigem Stickstoff (-196 °C) iiberfiihrt. Das Einfriermedium fiir alle Zelllinien

besteht aus folgenden Komponenten:

Einfriermedium NCS (normal calf serum)

10 % (v/v) DMSO (Dimethylsulfoxid)

Der Auftauvorgang eingefrorener Zellen sollte ebenfalls moglichst schonend erfolgen. Dazu
wurde das Kryogefil nach der Entnahme aus dem Stickstofftank zuerst fiir etwa 1-2 h im
Tiefkiihlfach eines Kiihlschranks (-20° C) gelagert und danach im Wasserbad vorsichtig
erwiarmt, bis der Inhalt nicht mehr vollstindig gefroren war. Danach wurde langsam, zu
Beginn tropfenweise, 37° C warmes Kulturmedium zugegeben und das enthaltene DMSO
durch eine Zentrifugation bei 110 x g fiir 10 min entfernt. Das Zellpellet konnte dann wie in
3.1.1.1 beschrieben, in der entsprechenden Menge an Medium resuspendiert und auf die
jeweiligen Kulturflaschen verteilt werden. Am Tag nach der Aussaat erfolgte der erste

Mediumwechsel, um tote Zellen und Zellbruchstiicke zu entfernen.

3.1.2 Isolierung, Anzucht und Kultivierung der verwendeten Zellsorten

3.1.2.1 Anzucht und Kultivierung von MDCK-Zellen

Die Kultivierung von MDCK-C7 und MDCK-2 Zellen erfolgt unter identischen Bedingungen.
Die verwendeten MDCK-Zellen wurden von der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen

und Zellkulturen (DSMZ) in Braunschweig bezogen. Ein Mediumwechsel erfolgte im
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Abstand von 2-3 Tagen oder 24 Stunden vor einem Experiment. Beide MDCK-Stimme
wurden im Verhéltnis 1:10 einmal wochentlich subkultiviert und erreichten nach drei bis vier

Tagen Konfluenz.

MDCK-Medium MEM-Earle (1x)
2.2 g/l NaHCO;
1 g/1 D-Glucose
10 % (v/v) fotales Kilberserum
100 pg/ml Penicillin
100 pg/ml Streptomycin
2 mM Glutamin

3.1.2.2 Anzucht und Kultivierung von bovinen Aortenendothelzellen

Die bovinen Aortenendothelzellen (BAEC) wurden mir freundlicherweise von der
Arbeitsgruppe um Frau Dr. Zink und Herrn Prof. R6sen vom Diabetes-Forschungs-Institut der
Universitdt Diisseldorf zur Verfiigung gestellt. Die Zellen wurden dort durch enzymatische
Freisetzung (Dispase) aus isolierten Aorten frisch geschlachteter Kélber prépariert (Zink et
al., 1993).

Das Kulturmedium der Zellen wurde alle 2-3 Tage oder 24 h vor einem Experiment
gewechselt. Eine Subkultivierung erfolgte im Verhiltnis von 1:10 einmal wochentlich. Alle
verwendeten Kultursubstrate mit Ausnahme der fiir die mikrogravimetrischen
Untersuchungen notigen Schwingquarze mit Glasaufsatz (s. 3.4.5) wurden vor der Zellaussaat
mit einer 0.5 %igen (w/v) Gelatine-Losung in PBS™ (phosphate buffered saline mit 1 mM
Ca®* und 0.5 mM Mg”") fiir mindestens 30 min bei 37 °C beschichtet.

BAEC-Medium DMEM-Medium
3.7 g/l NaHCO3
1.0 g/1 D-Glucose
10 % (v/v) fotales Kilberserum
100 pg/ml Penicillin
100 pg/ml Streptomycin
4 mM Glutamin
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3.1.2.3 Anzucht und Kultivierung humaner Nabelschnur-Endothelzellen

Humane Nabelschnur-Endothelzellen (HUVEC) wurden mir freundlicherweise von der
Arbeitsgruppe von Professor Vestweber vom Zentrum fiir Molekularbiologie der Entziindung
der Universitdt Miinster zur Verfiigung gestellt. Das Préiparationsprotokoll dieser primér
kultivierten Zellen soll hier nur in aller Kiirze dargestellt werden.

Die menschlichen Nabelschniire wurden vor Beginn der Arbeitsschritte in Ethanol
gewaschen. AnschlieBend wurde ein Ende der Nabelschnur mit einem Skalpell abgetrennt und
eine Spiilkaniile vorsichtig in die Vene eingefiihrt und danach mit einer Klemme fixiert. Uber
die Kaniile wird die Vene mit ca. 20 ml Phosphatpuffer gespiilt und danach das untere Ende
der Nabelschnur abgeklemmt. AnschlieBend wird die Nabelschnur mit einer Collagenase-
Losung (0.05 % (w/v) in PBS) befiillt und fiir ca. 10 min in einem 37 °C warmen Wasserbad
inkubiert. Nach erneutem Waschen der Nabelschnur in Ethanol wird der enzymatische
Abloseprozefl der Zellen durch mechanisches Massieren der Nabelschnur unterstiitzt. Die
dadurch erhaltene Zellsuspension wird dann zu 10 ml Medium gegeben, um die Collagenase
zu deaktivieren. Schlielich werden die Zellen durch eine siebenminiitige Zentrifugation bei
110 x g pelletiert, der Uberstand wird abgesaugt und das Zellpellet in 5 ml Medium
aufgenommen. AnschlieBend werden die Zellen in dieser Verdiinnung in Zellkulturflaschen
ausgesit, die zuvor mit 0.5 %iger (w/v) Gelatinelosung beschichtet wurden. Ein konfluenter
Zellmonolayer wird nach etwa 2 Tagen erhalten.

Das Kulturmedium wurde alle 2 Tage oder 24 h vor einem Experiment gewechselt. Eine
Subkultivierung erfolgte im Verhiltnis von 1:2-1:3 einmal wochentlich. Es wurden nur Zellen

bis zur Passage 5 verwendet.

HUVEC-Medium M199
3.7 g/l NaHCO;
2.0 g/1 D-Glucose
20 % (v/v) FCS
100 pg/ml Penicillin
100 pg/ml Streptomycin
2 mM Glutamin
80 ng/ml ECGS (endothelial cell growth supplement)
100 pg/ml Heparin
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3.1.2.4 Anzucht und Kultivierung muriner Fibroblasten

Die verwendeten murinen Fibroblasten (NIH 3T3) wurden von der Deutschen Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ) in Braunschweig bezogen. Das Kulturmedium
wurde alle 2-3 Tage oder 24 h vor einem Experiment gewechselt. Eine Subkultivierung im
Verhiltnis 1:10 erfolgte spétestens sobald die Zellen 90-95 % Konfluenz erreicht hatten. In

der Regel war dies einmal wochentlich der Fall.

NIH 3T3-Medium DMEM-Medium
3.7 g/l NaHCO3
4.5 g/l D-Glucose
10 % (v/v) FCS
100 pg/ml Penicillin
100 pg/ml Streptomycin
4 mM Glutamin

3.1.2.5 Anzucht und Kultivierung von NRK-Zellen

Bei den verwendeten NRK-Zellen handelt es sich um epithel-dhnliche Klone (NRK 52E), die
aus der Niere normaler Ratten (normal rat kidney) gewonnen wurden (de Larco und Todaro,
1978). Diese Zellen wurden von der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen (DSMZ) in Braunschweig bezogen. Das Kulturmedium wurde alle 2-3 Tage oder
24 h vor einem Experiment gewechselt. Eine Subkultivierung erfolgte im Verhiltnis von 1:10

einmal wochentlich.

NRK-Medium DMEM-Medium
3.7 g/l NaHCO3
4.5 g/l D-Glucose
10 % (v/v) FCS
100 pg/ml Penicillin
100 pg/ml Streptomycin
2 mM Glutamin

3.1.2.6 Priaparation und Kultivierung von porcinen cerebralen Kapillarendothelzellen
Die Anzucht und Kultivierung cerebraler Kapillarendothelzellen aus Schweinehirn (PBCEC)
wurde nach einem Protokoll von Franke et al. (2000) durchgefiihrt. Eine detaillierte
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Beschreibung der gesamten Préiparation unterbleibt hier, nur die wesentlichen Punkte sollen
kurz aufgefiihrt werden. Die Hirnhilften wurden frisch geschlachteten Schweinen entnommen
und in 4 °C kaltem, physiologischem Phosphatpuffer mit Antibiotikazusitzen transportiert.
Alle auf den Transport folgenden Priparationsschritte wurden unter einer Sterilbank
durchgefiihrt. Zuerst wurden die Hirnhdute entfernt sowie sdmtliche sekretorischen Bereiche
und der Thalamus abgetrennt. Danach wurde das verbleibende Hirnmaterial mechanisch
zerkleinert und einem unspezifischen enzymatischen Verdau unterworfen, der die cerebralen
Kapillaren freisetzt. Diese wurden anschlieBend mittels einer Dichtezentrifugation isoliert und
einem zweiten Verdau unterworfen. Die in diesem Schritt eingesetzte spezifische Collagenase
baut die Basalmembran ab und setzt so die Endothelzellen frei. Durch eine diskontinuierliche
Dichtezentrifugation wurden dann storende Zellfragmente sowie Erythrozyten abgetrennt. Die
Aussaat der erhaltenen PBCEC erfolgte auf Collagen-G beschichteten Zellkulturflaschen. Aus
einem Hirn wurden ca. 6 Flaschen & 75 cm® erhalten. Zur Abtrennung von nicht erwiinschten
Fremdzellen wie Pericyten und Astrozyten wurde zwei Tage nach der Zellaussaat ein
Subkultivierungsschritt durchgefiihrt, der die im Vergleich zu den abzutrennenden
Fremdzellen schwichere Adhédsion der PBCEC an das Substrat nutzt. Dazu wurde zu den
Zellen eine Trypsin-Losung gegeben, die Trypsinierung wurde allerdings abgebrochen, bevor
sich sdmtliche anhaftenden Zellen vom Boden der Kulturgefile abgelost hatten. Die
erhaltenen Endothelzellen wurden gesammelt und konnten anschliefend in der gewiinschten
Dichte auf die entsprechenden Substrate ausgesit werden. Zwei Tage nach der Passage wurde
das serumhaltige Kulturmedium gegen serumfreies Medium ausgetauscht. Je nach
experimentellen Bedingungen wurde dem Medium Hydrocortison in einer Konzentration von

550 nM zugesetzt.

Kultur-Medium Earle’s Medium 199
10 % (v/v) NCS
0.7 mM Glutamin
100 pg/ml Penicillin
100 pg/ml Streptomycin

Serumfreies Medium DMEM/Ham’s F12-Medium
0.7 mM Glutamin
100 pg/ml Penicillin
100 pg/ml Streptomycin



Experimenteller Teil 25

100 pg/ml Gentamicin
(550 nM Hydrocortison)

3.1.2.7 Isolierung und Kultivierung primér kultivierter muriner
Kapillarendothelzellen

Die primidr kultivierten murinen Kapillarendothelzellen (MBCEC) wurden nach einer
Methode von Deli et al. (2003), die von Weidenfeller (Dissertation Universitit Miinster,
2003) modifiziert wurde, isoliert. Da die Prédparation dort detailliert erldutert wird, soll sie hier
nur in aller Kiirze beschrieben werden. Die Gehirne wurden aus 6-10 Wochen alten Méusen
gewonnen. Nach der Entfernung der sekretorischen Bereiche und der Hirnhaut sowie weiterer
sichtbarer Blutgefifle wurden die verbleibenden kortikalen Bereiche zerkleinert und in
Medium homogenisiert. Durch eine Inkubation der Suspension mit Collagenase und DNase I
fir 1 h bei 37 °C wurden die Kapillaren freigesetzt. Mittels Zentrifugation wurden diese
pelletiert und das erhaltene Kapillarpellet in Zellkulturmedium resuspendiert, dem 25 % (w/v)
BSA (bovine serum albumin) zugesetzt wurde. Die Suspension wurde erneut zentrifugiert und
das erhaltene Pellet wieder in Medium aufgenommen. Der sich daran anschlieBende zweite
Verdau mit einer Mischung aus Collagenase/Dispase und DNase I wurde analog zum ersten
Verdau durchgefiihrt. Nach Abschluss des zweiten Verdaus wurde wiederum zentrifugiert und
das Zellpellet in Medium resuspendiert. Mit Hilfe einer Dichtezentifugation wurden die
Kapillarendothelzellen von Fremdzellen wie z.B. Erythrozyten oder Pericyten abgetrennt. Die
Zellen wurden ein letztes Mal zentrifugiert, in Aussaatmedium aufgenommen und auf
Collagen I'V/Fibronektin-beschichteten Petrischalen ausgesiit.

Ein Tag nach der Aussaat wurde das Medium ausgetauscht, nach einem weiteren Tag wurde
das Aussaatmedium entfernt und Kulturmedium zugegeben. Eine Subkultivierung der Zellen
erfolgte nach Erreichen einer Konfluenz von 80 %. Dazu wurden die Zellen enzymatisch vom
Substrat abgelost und mittels Zentrifugation pelletiert. Nach der Resuspension der Zellen in
Aussaatmedium wurden die Zellen mit einer Dichte von 220.000 Zellen/cm® auf die
entsprechenden beschichteten Substrate ausgesit. Zwei Tage nach der Passage wurde das
Medium je nach Bedingung entweder gegen frisches serumhaltiges oder gegen serumfreies
Medium ausgetauscht, dem zusitzlich noch Hydrocortison zugesetzt worden war. Nach

weiteren ein bis zwei Tagen in Kultur wurden die Experimente an den Zellen durchgefiihrt.

Kulturmedium 80 ml DMEM
20 ml PDS (plasma derived bovine serum)
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100 pg/ml Gentamicin
0.7 mM Glutamin

1 pg/ml Heparin

1 ng/ml bFGF

Aussaatmedium Maus Kulturmedium

4 ng/ml Puromycin

3.2 Lichtmikroskopische Methoden

3.2.1 Fluoreszenz-Interferenz-Kontrastmikroskopie

Die Fluoreszenz-Interferenz-Kontrastmikroskopie (FLIC) ist eine nicht-invasive Methode zur
exakten Bestimmung des Abstandes zwischen einer Zelle und ihrem Substrat. Die FLIC-
Mikroskopie wurde 1996 von der Arbeitsgruppe von Professor Fromherz am MPI Martinsried
entwickelt (Lambacher und Fromherz, 1996) und an die Untersuchung des Zell-Substrat-
Abstandes angepasst (Braun und Fromherz, 1997), um die in der Arbeitsgruppe untersuchte
Neuron-Silizium-Kopplung zu optimieren. Fiir die Transduktion des elektrischen Signals von
einer Nervenzelle zum darunterliegenden Transistor ist ein moglichst geringer Abstand
zwischen Zelle und Halbleiter essentiell. Die Ermittlung solcher absoluter Distanzen war mit
herkdmmlichen Methoden nicht moglich.

Die FLIC-Mikroskopie zur Bestimmung des absoluten Abstandes vitaler Zellen von ihrem
Substrat wurde in dieser Arbeit an verschiedenen Zellsorten eingesetzt, um zusammen mit den
durchgefiihrten elektrochemischen Messungen (ECIS) neue Erkenntnisse iiber die
Beschaffenheit des wenig untersuchten Bereiches zwischen Zelle und Substrat zu liefern und
Riickschliisse auf die elektrischen Verhiltnisse innerhalb dieses Adhédsionskontaktes zu

ermoglichen.

Prinzip der FLIC-Mikroskopie

Das Prinzip der Methode basiert auf der Tatsache, dass die Intensitéit der Fluoreszenzstrahlung
eines Fluoreszenzfarbstoffmolekiils in der Néhe einer optischen Grenzfliche (z.B. eine
spiegelnde Oberfldche, hier: Silizium) durch Reflexion von Anregungs- und Fluoreszenzlicht
an der Grenzfliche und der daraus resultierenden Interferenz moduliert wird. Der Abstand des
Fluoreszenzfarbstoffmolekiils vom Substrat und dessen Fluoreszenzintensitidt sind somit in

eine voneinander abhédngig. (Abb. 3.1) Wird ein Fluorophor in eine Zellmembran eingetragen,
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die sich auf einem Substrat aus oxidiertem Silizium befindet, so kommt es sowohl fiir das
Anregungs- wie das Fluoreszenzlicht zur Reflexion an den unterschiedlichen optischen

Grenzflichen. Die direkten und die indirekten Anteile des Lichts iiberlagern sich,

Oxide

s g %y \ silicon™
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Abb. 3.1: Schematische Darstellung des Prinzips der FLIC-Mikroskopie. Abgebildet ist eine Zelle auf einem
FLIC-Chip, die mit dem Membranfarbstoff 1,1’-Dioctadecyl-3,3,3’,3’-tetramethyl-Indocarbocyanin-perchlorat
(Dil Cyg) gefarbt wurde. Die Farbstoffmolekiile verteilen sich in der Membran (rote Punkte) und senden bei
Anregung im entsprechenden Wellenldngenbereich Fluoreszenzlicht aus (Pfeile). Dieses kann entweder direkt
den Detektor treffen oder zuerst an der spiegelnden Oberfliche reflektiert werden. Dies fithrt zu einem
Wegldngenunterschied zwischen den beiden Strahlen und somit zu Interferenz.

so dass es in der Anregung zu stehenden Wellen und in der Emission zur
Weitwinkelinterferenz kommt.

In einem realen System findet man sehr komplexe optische Verhéltnisse vor: So besteht das
Modell der Zelle auf dem oxidierten Siliziumsubstrat aus unterschiedlichen optischen
Schichten. Wihrend die apikale Membran der Zelle zu weit vom Silizium-Substrat entfernt
ist, als das die Reflexionen an ihren Grenzflichen eine Rolle spielen konnten, so bleiben mit
den Ubergiingen Cytoplasma/basolaterale Membran, basolaterale Membran/elektrolytgefiillter
Spalt zwischen Zelle und Substrat, elektrolytgefiillter Spalt/Siliziumdioxid und
Siliziumdioxid/Silizium insgesamt fiinf optische Grenzflichen an denen Reflexion und
Brechung stattfinden kann. Das Prinzip soll hier nur deutlich vereinfacht fiir ein
Fluoreszenzfarbstoffmolekiil dargestellt werden, das sich im Abstand d in einem homogenen

Medium vor einer ideal spiegelnden Oberfldche befindet.
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Excitationsinterferenz

Wird das Farbstoffmolekiil nun beleuchtet, so trifft ein Teil der Lichtwelle den Chromophor
direkt, ein anderer Teil wird zuerst an der spiegelnden Oberfldche des Substrats reflektiert und
fillt dann auf das Molekiil (Abb. 3.2).

Dadurch haben beide Lichtwellen, wenn sie auf das Farbstoffmolekiil treffen, einen

unterschiedlich langen Weg zuriickgelegt. Der Wegunterschied zwischen dem reflektierten

} Ny
No

Abb. 3.2: Schematische Darstellung der Anregung eines Fluoreszenzfarbstoffmolekiils vor einer spiegelnden
Oberfldche. Das Anregungslicht kann den Fluorophor @3) direkt oder erst nach Reflexion treffen. Dadurch ergibt
sich fiir die beiden Strahlen ein Weglédngenunterschied.

und dem direkten Anteil des Lichts betrigt
A =2dcos)".
Aus Gleichung 3.1 errechnet sich folgender Phasenunterschied zwischen beiden Anteilen:
AD = Zn:—lA =270 2d cos 0"
Die Addition der Amplituden beider Anteile am Ort des Farbstoffs fiihrt dann zur gesamten

absorbierten Intensitit Lps. Diese ist zum Quadrat der resultierenden Feldstdrken proportional

. 2
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Die absorbierte Intensitit weist also fir die Anregung des Chromophors eine sin’-

Abhingigkeit auf.

Emissionsinterferenz
Ein analoges Verhalten ergibt sich auch fiir die Lichtemission. Befindet sich der Chromophor

in einem angeregten Zustand, so kann abgestrahltes Fluoreszenzlicht entweder direkt auf den
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Detektor fallen oder zuerst von der spiegelnden Oberflidche reflektiert werden. Dies resultiert
dann analog zur Anregung des Farbstoffmolekiils in einem Wegldngenunterschied zwischen

den beiden Wellen.

N4
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Abb. 3.3: Schematische Darstellung der Anregung eines Fluoreszenzfarbstoffmolekiils (¥ vor einer
spiegelnden Oberfldche. Das Fluoreszenzlicht des angeregten Farbstoffs kann den Detektor direkt oder erst nach
Reflexion an der spiegelnden Oberfliche treffen. Dadurch ergibt sich fiir die beiden Strahlen ein
Wegliangenunterschied in der Emission.

Da die Geometrie dieselbe ist wie im Falle der Anregung, ergibt sich nach Berechnung des

Phasenunterschiedes beider Anteile entsprechend
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Somit findet sich fiir die emittierten Intensititen ebenfalls eine sin*- Abhingigkeit.

Gesamtintensitiit

Die experimentell bestimmbare Fluoreszenzintensitit eines Chromophors setzt sich als
Produkt von absorbierter und emittierter Intensitdt zusammen. Wihrend die absorbierte
Intensitdt bestimmt, mit welcher Wahrscheinlichkeit ein Fluorophor in eine angeregten
Zustand iibergeht, legt die emittierte Intensitdt die Wahrscheinlichkeit einer Emission eines
Fluoreszenzquants in Richtung des Detektors fest. Zu beachten ist, dass nur relative
Fluoreszenzintensititen gemessen werden konnen, ein Vorfaktor bleibt frei.

Iy, o<1, 1

det abs™ em
Fiir das oben beschriebene idealisierte Modell einer Anregung und Emission senkrecht zur

betrachteten Spiegelebene erhilt man eine Schwebungskurve:
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Dieser Zusammenhang ist in Abb. 3.4 graphisch dargestellt.
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Abb. 3.4: Darstellung der relativen Fluoreszenzintensitit eines Fluorophors gegen dessen Abstand zur
Spiegelebene.

Dieses Diagramm zeigt aber auch ein Problem dieser Methode. Die relative
Fluoreszenzintensitdt ldsst sich nicht exakt einem bestimmten Abstand zuordnen. Eine
konkrete Abstandsbestimmung ist somit nicht ohne zusitzliche Informationen moglich, da
verschiedene Abstinde die gleiche relative Fluoreszenzintensitét erzeugen.

Die Problemlosung erfolgt durch die Verwendung eines nicht-homogenen, strukturierten
Siliziumsubstrats. Auf diesem befinden sich mittels fotolithografischer Techniken
aufgebrachte Hohenstufen aus Siliziumdioxid. Die Zellmembran pafit sich diesen vier
unterschiedlich hohen Stufen an, so dass ihr Abstand zur Substratoberfliche iiberall konstant
ist. Eine Analyse der Fluoreszenzintensititen an diesen Stufen bekannter Hohe ermoglicht
nun eine eindeutige Zuordnung zu einem exakten Zell-Substrat-Abstand (Abb. 3.5 A). Dabei
wird eine Ubertragungsfunktion mit dem Zell-Substrat-Abstand d als freiem Parameter an die
Messdaten angepal3t und aus der Korrelation mit den zugehorigen Hohenstufen der Abstand

zwischen Zelle und Substrat errechnet (Abb. 3.5 B).
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Abb. 3.5: A Exemplarische Abbildung von MDCK-2 Zellen, die auf strukturierten FLIC-Chips kultiviert und
mit dem Membranfarbstoff 1,1’-Dioctadecyl-3,3,3’,3’-tetramethyl-Indocarbocyanin-perchlorat (Dil Cig) geférbt
wurden. Die durch Excitations- und Emissionsinterferenz des Fluoreszenzlichtes hervorgerufenen
unterschiedlichen Intensititen auf den jeweiligen Hohenstufen lassen sich deutlich erkennen. Die Zahlen
markieren die Hohe der vier Stufen in ansteigender Reihenfolge von 10 nm (1) bis 150 nm (4). Die auf diesen
Stufen bestimmten relativen Fluoreszenzintensitédten dienen als Grundlage fiir die Berechnung des Zell-Substrat-
Abstandes. B Beispiel fiir die Bestimmung des Zell-Substrat- Abstandes aus den fiir die jeweiligen Hohenstufen
gemessenen relativen Fluoreszenzintensititswerten durch mathematische Anpassung. Fiir diesen Fall ergibt sich
ein Zell-Substrat-Abstand von (26.5 +2.3) nm.

3.2.2 Experimentelle Durchfiihrung

3.2.2.1 Herstellung der verwendeten FLIC-Chips

Die verwendeten FLIC-Chips wurden freundlicherweise von der Arbeitsgruppe von Professor
Fromherz (MPI fiir Biochemie, Martinsried) zur Verfiigung gestellt. Die Herstellung dieser
Substrate erfolgte mittels fotolithografischer Methoden (Braun und Fromherz, 1997) und soll
hier nur kurz beschrieben werden. Die Oberfliche gereinigter Silizium-Wafer wurde bei
1000 °C im Ofen zu Siliziumdioxid oxidiert. Nach Aufbringen einer Schicht Fotoresistlack
wurde eine Metallmaske aufgelegt, deren Streifen einen Abstand von 5 pm aufwiesen. Nach
Belichtung und Entwicklung des Fotoresistlackes wurde an den freigelegten Stellen mit
Fluorwasserstoffsidure eine definierte Menge Siliziumdioxid abgetragen. Danach wurde der
Fotoresistlack entfernt, der Silizium-Wafer erneut gereinigt und wiederum mit Fotoresistlack
beschichtet. In einem zweiten Belichtungsschritt wurde die verwendete Metallmaske um 90°
gedreht, der Fotoresistlack entwickelt und erneut eine definierte Schicht Siliziumdioxid
entfernt. Nach der Ablosung des Fotoresistlackes ergibt sich ein Muster aus Quadraten mit
vier unterschiedlichen Hohenstufen, die jeweils eine Kantenldnge von 5 um aufweisen. Der
Silizium-Wafer wurde in Chips der Grofe (34 x 10) mm geschnitten. Die Chips wurden

anschlieend gereinigt und dann die Oxidschichtdicke der einzelnen Hohenstufen anhand von
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vier Referenzquadraten der GroBe 500 x 500 pm, die wihrend des Atzvorganges aufgebracht

worden waren, mittels Ellipsometrie genau vermessen.

3.2.2.2 Vorbereitung der FLIC-Chips zur Zellkultur

Vor dem Einsatz in der Zellkultur wurden alle FLIC-Chips fiir 30 s im Argonplasma
sterilisiert. AnschlieBend wurden die FLIC-Chips in Petrischalen (& 35 mm) iiberfiihrt. Fiir
bestimmte Zellsorten (BAEC, HUVEC und PBCEC) mussten die Chips zur Verbesserung der
Adhision beschichtet werden. Dazu wurden die FLIC-Chips im Falle von bovinen
Aortenendothelzellen 30 min bei 37 °C mit 0.5 %iger (w/v) Gelatinelosung inkubiert.
Humane Nabelschnurendothezellen und porcine Kapillarendothelzellen bendtigten zum
Anwachsen auf der Siliziumdioxidoberfldche eine Beschichtung mit quervernetzter Gelatine

(s. 3.4.5.1). Alle anderen Zelllinien konnten auf unbeschichtete FLIC-Chips ausgesit werden.

3.2.2.3 Regeneration der FLIC-Chips

Die Chips wurden fiir 10 min in eine Losung aus 96 %iger Schwefelsdure und 30 %iger
Wasserstoffperoxidlosung im Verhiltnis 3:1 (,,Piranha*) getaucht. Danach spiilte man die
Chips zehnmal mit Reinst-Wasser. Abschlieend wurden die Chips im Trockenschrank oder

im Stickstoffstrom getrocknet.

3.2.2.4 Anfirbung der Zellen mit 1,1’-Dioctadecyl-3,3,3’,3’-tetramethyl-
Indocarbocyanin-perchlorat

Zur Anfarbung der Zellmembran wurde der lipidlosliche Farbstoff 1,1’-Dioctadecyl-3,3,3",3’-

tetramethyl-Indocarbocyanin-perchlorat (Dil C;g) verwendet (Abb. 3.6). Dieser integriert sich

mit den beiden Cs-Fettsdureketten in die Zellmembran und ermdglicht so mit Hilfe der

Fluoreszenz-Auflicht-Mikroskopie eine Detektion der Fluoreszenzintensitéten fiir die auf den

unterschiedlich hohen Oxidstufen befindlichen Membranareale.

Abb. 3.6: Strukturformel des Membranfarbstoffs Dil Cig.
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Dazu wurden 2 ml der Dil-Férbelosung (1:1000 Verdiinnung der Dil-Stammlosung (3 mg/ml
Dil in DMF) in Krebs-Ringer-Puffer’™™ nach dem Absaugen des jeweiligen Mediums auf die
Zellen gegeben. Nach einer Inkubationszeit von 15 min bei 37 °C wurde die Férbelosung
entfernt und dreimal mit frischem KRP*" gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen in

KRP"" mit Hilfe der Fluoreszenz-Auflicht-Mikroskopie vermessen.

3.2.2.5 Aufnahme der Fluoreszenzbilder mittels Auflicht-Mikroskopie

Die Verwendung eines aufrechten Epi-Fluoreszenzmikroskopes (Olympus Optical, Japan)
ermoglichte es, digitale Fluoreszenzaufnahmen direkt von der Oberfliche des Quarzchips zu
erhalten. Abbildung 3.7 illustriert den verwendeten Messaufbau. Die notige Anregung des

FLIC-Aufnahme

CCD
Kamera

Optische Filter

Hg-Dampflampe

Dichroider Spiegel

Wasserimmersionsobjektiv

FLIC-Chip in
Petrischale

Abb. 3.7: Experimenteller Aufbau zur Bestimmung von Zell-Substrat-Abstinden mittels FLIC-Mikroskopie.

Fluoreszenzfarbstoffes (Dil) wurde durch Einsatz einer Quecksilberdampf-Lampe (100 Watt,
Olympus Optical, Japan) in Kombination mit einem Excitationsfilter (XF 39, Omega Optical,
Japan) erzeugt. Die Detektion des in ldngere Wellenldngenbereiche verschobenen
Fluoreszenzlichts erfolgte mit einer Digital-Kamera (Hamamatsu C4742-95-10VRB, Japan),
die die aufgenommenen Bilder direkt in einen herkdmmlichen Computer einspeiste. Alle
digitalen Aufnahmen wurden mit einem Wasserimmersionsobjektiv (63x, NA = 0.9, Olympus
Optical, Japan) aufgenommen. Pro Chip wurden fiinfzehn unterschiedliche Positionen
untersucht. Fiir jede dieser Positionen wurde jeweils ein Fluoreszenzbild und ein
Reflektionsbild aufgenommen. Bei dem Reflektionsbild handelt es sich um eine Aufnahme

der Chipoberfliche, welche die Struktur der unterschiedlichen Oxidschichtdicken erkennen



Experimenteller Teil 34

lasst. Dieses Bild wird ohne Fluoreszenzfilter aufgenommen und dient der spiteren

Zuordnung der jeweiligen Hohenstufen zu den zugehorigen relativen Fluoreszenzintensititen.

3.2.2.6 Bestimmung der relativen Fluoreszenzintensititen

Die Bestimmung der Fluoreszenzintensititen geschieht mit Hilfe der Software FLIC-
Extraktor, die von den Entwicklern der FLIC-Mikroskopie zu Verfiigung gestellt wurde.
Dieses Programm ermoglicht nach Eingabe der zum jeweiligen Chip zugehorigen
Referenzwerte fiir die vier Oxidschichtdicken (s. 3.2.1) eine Festlegung der entsprechenden
mittleren Fluoreszenzintensitdt der einzelnen Quadrate. Sobald dies fiir vier assoziierte
Quadrate geschehen ist, werden diese Werte zusammen mit den Chip-Referenzwerten

gespeichert.

3.2.2.7 Errechnung des Zell-Substrat-Abstandes aus den relativen
Fluoreszenzintensitéiten

Die Bestimmung des Zell-Substrat-Abstandes wird mit Hilfe eines JAVA-Applets

durchgefiihrt, dass von den Entwicklern auf einer Internet-Seite

(http://www.dieterb.de/flic/flic_server pro.html) zur Verfiigung gestellt wird. Dieses

Programm ermdglicht nach Eingabe der Fluoreszenzintensititen, der dazugehdrigen
Standardabweichungen sowie der Referenzwerte fiir die Oxidschichtdicken die Berechnung
des Abstandes fiir unterschiedliche Fluoreszenz-Sonden (hier: Dil). Aus den individuellen
Werten fiir die einzelnen Positionen wurde dann ein mittlerer Zell-Substrat-Abstand fiir jede

Zellspezies bestimmt.

3.2.3 Anfirbung des Aktin-Cytoskeletts mit TRITC-Phalloidin

Zur Anfarbung der Mikrofilamente werden in der Zellbiologie hdufig mit Fluoreszenzmarkern
versehene Phalloidinmolekiile verwendet. Dabei nutzt man die ungewodhnlich hohe Affinitit
des Phalloidins zu filamentosem Aktin (f-Aktin) aus. Phalloidin gehort zu den Phallotoxinen
und ist eine der Toxinkomponenten des Knollenblitterpilzes (Amanita phalloides). Die starke
Toxizitit des Phalloidins beruht darauf, dass das cyclische Heptapeptid (Abb. 3.8) durch die
stabile Anbindung an das Aktincytoskelett zur Zelldegeneration fiihrt, da das dynamische
Gleichgewicht des standigen Auf- und Abbaus der Mikrofilamente gestort wird.

In dieser Arbeit wurde zur Anfirbung des Aktincytoskeletts ein TRITC-markiertes
Phalloidinderivat verwendet. Die zu untersuchenden Zellen wurden dazu auf zwei Kammer-

LabTeks (chambered coverglass, NUNC, Wiesbaden) mit einer Wachstumsfliache von 4 cm’
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kultiviert. Um eine Anfiarbung des Cytoskeletts zu ermoglichen, mussten die Zellen zuerst
fixiert und permeabilisiert werden, da das Phalloidinmolekiil nicht membrangiingig ist. Dazu

wurden die Zellen zweimal mit PBS™ gewaschen und anschlieBend fiir 10 min bei RT in
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Abb. 3.8: Strukturformel des Phallotoxins Phalloidin.

einer Losung von 4 % (w/v) PFA in PBS™ inkubiert. Danach wurde das Fixans abgesaugt
und fiir 5 min bei RT eine Losung aus 0.2 %igen (v/v) Triton-X-100 in PBS™ zugegeben.
Nach einem weiteren Waschschritt mit PBS™ wurde die Firbelosung fiir 45 min bei RT
zugegeben. Die Farbelosung wurde fiir jedes Experiment frisch aus einer Stammlosung
(0.3 mg/ml in Ethanol) angesetzt. Dazu verdiinnte man die Stammlosung im Verhiltnis
1:1000 mit PBS™. Nach der Inkubation wurde die Firbelosung entfernt und dreimal mit
PBS™ gewaschen, um simtliche Farbstoffreste zu beseitigen. AnschlieBend konnte das

Préparat mikroskopisch untersucht werden.

3.3 Impedanzspektroskopie

3.3.1 Grundlagen der Impedanzspektroskopie

Die Impedanzspektroskopie ermoglicht es, Informationen iiber die elektrischen Eigenschaften
eines Systems zu erhalten, indem die Frequenzabhingigkeit der Impedanz des Systems
untersucht wird. Zur Aufnahme von Impedanzspektren gibt es zwei grundsitzlich
verschiedene Methoden. Das continous-wave-Verfahren verwendet als Erregersignal einen
sinusformigen Wechselstrom oder eine sinusformige Wechselspannung kleiner Amplitude.
Aus der Messung des zugehodrigen Spannungsabfalls respektive des resultierenden Stroms
kann dann die zugehorige Impedanz ermittelt werden. Diskrete Variation der Frequenz im

gewiinschten Messbereich ergibt separate Werte fiir die Impedanz des Systems bei der
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betrachteten Frequenz. Die Impedanz lésst sich dann gegen die Frequenz auftragen und liefert
das Impedanzspektrum. Die fourier-transform-Impedanzspektroskopie ermoglicht durch
Verwendung transienter Erregersignale eine gleichzeitige Aufnahme aller Impedanzwerte in
einem Frequenzbereich. Die gemessene Systemantwort mufl jedoch mit Hilfe einer Fourier-
Transformation von der Zeit- in die Frequenzdoméne {iiberfiihrt werden. Da in dieser Arbeit
das continous-wave-Verfahren Verwendung fand, soll im Weiteren nur noch darauf

eingegangen werden.

3.3.2 Auswertung von Impedanzspektren

Um ein Impedanzspektrum quantitativ auswerten zu koOnnen, versucht man, ein
Ersatzschaltbild zu erstellen, das anhand von klassischen elektrischen Bauteilen die
elektrischen Eigenschaften des Systems beschreibt. Dazu muf3 das Ersatzschaltbild die gleiche
Frequenzabhingigkeit der Impedanz wie das System selbst aufweisen.

Eine Zusammenstellung einzelner elektrischer Bauteile und ihrer individuellen
Impedanzbeitrige soll hier nun kurz beschrieben werden. Wihrend Ohmsche Widerstdnde
frequenzunabhiéngig nur die Amplitude des aus einer Wechselspannung resultierenden Stroms
beeinflussen, ist die Impedanz von induktiven und kapazitiven Elementen frequenzabhingig.
Daneben zeigen diese Bauteile Phasenverschiebungen zwischen Spannung und Strom. Daher
ist es sinnvoll, Spannung, Strom und Impedanz in komplexen GroBen darzustellen. Fiir die

Wechselspannung U(t) bei einer Frequenz o gilt:

U(t) = Upe'™

U(t): Momentanwert der Spannung
Up:  Spannungsamplitude

o: Kreisfrequenz

t: Zeit

I: V-1
Fiir den resultierenden Strom folgt damit:
()= I

I(t): Momentanwert des Stromes

Io: Stromamplitude
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o: Phasenverschiebung zwischen Spannung U(t) und Strom I(t)
Die Impedanz ist definiert als Quotient aus Spannung und Stromstérke:

7 U0 _Uy
Ity 1,

e’ =|Z|e"‘P
Eine Darstellung in kartesischen Koordinaten ermoglicht die Aufteilung der komplexen
Impedanz Z =7’ + 1 Z’ in einen Realteil (Z’), der Wirkwiderstand genannt wird, und einen

, (p, Z,, Zn

als Blindwiderstand bezeichneten Imaginirteil Z’’. Der Zusammenhang von |Z

lasst sich dann in einer GauBBschen Zahlenebene graphisch darstellen (Abb. 3.9):

Im(Z) A

>
Re(Z)

7
Abb. 3.9: Darstellung der komplexen Impedanz |Z| in einer GauBschen Zahlenebene.

Somit ergeben sich folgende Zusammenhinge fiir den Betrag der Impedanz |Z| und die

Phasenverschiebung @:

| =Nz +2

¢ = arctan zt
ZV

| Z | und @ respektive Z° und Z*‘ sind jeweils zwei voneinander unabhingige Messgrof3en, die
in der Impedanzspektroskopie verwendet werden.

Die in den Ersatzschaltbildern dieser Arbeit verwendeten Bauteile sind in Tab. 3.1 aufgefiihrt.
Dabei ist das konstante Phasenelement CPE ein empirisches Impedanzelement, das keinerlei
Entsprechung in einem idealen elektrischen Bauteil findet. Es wird hiufig bendtigt, um eine

Beschreibung realer elektrochemischer  Systeme zu  ermoglichen, da  seine
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impedanzspektroskopischen Eigenschaften abhiingig vom Parameter n zwischen denen eines
ohmschen Widerstandes (n=0, R = 1/A) und eines idealen Kondensators liegen (n = 1,

C=A). Hier wird das konstante Phasenelement zur Beschreibung der Impedanz der

Bezeichnung Impedanz Phasenverschiebung
Ohmscher Widerstand R R 0
1 e
Kondensator C — -—
ioC 2
1 T
Konstantes Phasenelement CPE . —n—,[0,1]=n
(in)'A
. T
Spule L 1oL + B}

Tab. 3.1: Impedanz und Phasenverschiebung verschiedener Bauteile.

Grenzflache zwischen der polarisierbaren Elektrode und dem angrenzenden Elektrolyten
verwendet, da lokale UnregelmédBigkeiten in der Topografie und der chemischen
Zusammensetzung des Elektrolyten fiir eine heterogene Verteilung der -elektrischen
Eigenschaften fiihrt. Ein solches nicht-ideales System ldsst sich daher nicht durch einen
konventionellen Kondensator darstellen.

Die Berechnung der Gesamtimpedanz eines Netzwerkes verschiedener Bauteile erfolgt den
Kirchhoffschen Gesetzen folgend durch Verkniipfung der Impedanzbeitrige der jeweiligen
Bauteile in Abhédngigkeit von ihrer Verschaltung. So bedingt eine Reihenschaltung eine
Summierung der Einzelimpedanzen, wihrend eine Parallelschaltung eine Addition der
reziproken Impedanzen (Admittanz) verlangt. Dadurch lisst sich eine Ubertragungsfunktion
aufstellen, die durch iterative Anpassung an das gemessene Spektrum eine Charakterisierung

des Systems anhand der Modellparameter ermoglicht.

3.4  Die Quarz-Mikrowaage-Technik

3.4.1 Grundlagen der Quarz-Mikrowaage-Technik

Die Grundlage der Quarz-Mikrowaage-Technik ist der inverse piezo-elektrische Effekt, der
auf einem endlichen Anteil eines ionischen Bindungscharakters und einem nicht-
zentrosymmetrischen Kristallgitter bei piezoelektrischen Materialien beruht. Der fiir die hier

eingesetzten Resonatoren verwendete o-Quarz besitzt beide Eigenschaften. Setzt man diese
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Quarze einer mechanischen Spannung ldngs einer raumlichen Vorzugsrichtung aus, so kommt
es im Kiristall zu einer Ladungsverschiebung, die sich in einer elektrischen Potentialdifferenz
zwischen den Oberflichen des Quarzes #duBert und die der Stidrke der mechanischen
Verformung proportional ist. Dieser sogenannte piezoelektrische Effekt ist umkehrbar: Das
Anlegen einer elektrischen Spannung an die Oberflichen dieses piezoelektrischen Kristalls
deformiert den Quarz, da das elektrische Feld eine Verformung des Kristallgitters induziert.
Da die Richtung der Auslenkung aus der Gleichgewichtslage von der Polaritédt der angelegten
Spannung abhingt, ist es moglich, den Quarz mit Hilfe einer Wechselspannungsquelle zu
einer Schwingungsbewegung anzuregen (Abb. 3.10). Diese Schwingung reagiert sehr sensitiv
auf mechanische Verdnderungen in unmittelbarer Néihe zur Quarzoberfliche und dieses

Verhalten wird als Messprinzip ausgenutzt.

RERVII3 "
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Abb. 3.10: Piezoelektrische Quarzscheibe im unbelasteten Zustand (A), beim Anlegen einer Gleichspannung (B)
und beim Anlegen einer Wechselspannung (C).

Fir alle in dieser Arbeit beschriecbenen Anwendungen wurden nur AT-geschnittene
Quarzscheiben verwendet, die zum Aufprigen des elektrischen Feldes auf beiden Seiten mit
Goldelektroden bedampft waren. Die Bezeichnung AT-Schnitt gibt hierbei die
kristallografische Ebene (35° 10’ in Richtung der z-Achse) an, parallel zu der die Scheiben
aus dem Quarzkristall geschnitten wurden und die somit auch die Art der Deformation
determiniert. Bei AT-geschnittenen Quarzen handelt es sich um Dickenscherschwinger
(Abb. 3.11).

Wird eine elektrische Wechselspannung auf die Oberflidchenelektroden aufgeprigt, so pflanzt
sich diese Scherdeformation in Form einer transversalen akustischen Welle innerhalb des
Quarzes fort. Stellt man nun die Frequenz der Wechselspannung so ein, dass die Wellenlinge
dieser akustischen Welle gerade halb so grof} ist wie die Dicke dq des Quarzes (oder ein
ungeradzahliges Vielfaches davon betréigt), so bildet sich eine stehende akustische Welle

zwischen den Quarzoberflichen aus, die Schwingung ist resonant (Abb. 3.11). Die
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Knotenebene der akustischen Welle liegt gerade in der Mitte der Quarzscheibe, wihrend die

maximale Auslenkung der Scheroszillation jeweils an der Quarzoberfldche erreicht wird.

=

Abb. 3.11: Ausbreitung einer transversalen akustischen Welle in einem Schwingquarz im Falle von resonanter
Schwingung.

Die Resonanzfrequenz f, wird folglich von der Ausbreitungsgeschwindigkeit der Welle im
Quarz und der Dicke des Quarzes dq bestimmt. Das ldsst sich analytisch ausnutzen. Die
Abscheidung einer Fremdmasse Am fithrt zu einer Zunahme von dq um die Dicke der
zusitzlich aufgebrachten Schicht Ad. Dies verringert wiederum die Resonanzfrequenz f, des
Quarzes um einen Frequenzbetrag Af. Besitzt das abgeschiedene Material eine &@hnliche
Dichte und Elastizitdt wie der Quarz selbst, so verhalten sich Frequenzénderung Afy und

abgeschiedene Masse Am proportional zueinander (Sauerbrey, 1959):

2
Af, :A.Am:_sf.%"

A\ MoPo

Dabei bezeichnet o den effektiven Elastizititskoeffizienten (o = 2.947-10'° N/m?) fiir AT-
geschnittene Quarze und po die Dichte des Quarzes (po = 2651 kg/m’ fiir a-Quarz). Die
integrale Schichtwédgeempfindlichkeit Sy ist ein Mal} fiir die Sensitivitit des Quarzes und
steigt quadratisch mit der Fundamentalfrequenz f, an. Eine deutliche Steigerung der
Empfindlichkeit ist daher durch Verwendung diinnerer Quarzscheiben mit einer entsprechend
hoheren Grundfrequenz moglich. Dies hat aber aus Griinden der mechanischen Belastbarkeit
praktische Grenzen. Die in dieser Arbeit verwendeten Quarze besallen eine Resonanzfrequenz
von 5 MHz und eine entsprechende Dicke von 330 pum. Nach der Sauerbrey-Gleichung
errechnet sich fiir diese Quarze eine integrale Schichtwédgeempfindlichkeit Sy von:

Hzcem®
ng

S, =0.057

Schwingt der Quarz nicht in der Gasphase, sondern in einer idealen Newtonschen Fliissigkeit
(mit der Viskositit 1. und der Dichte pr), so miissen aulerdem viskose Effekte in Betracht
gezogen werden, die einen zusitzlichen Frequenzshift bewirken. Nach Gordon und Kanazawa
(1985) ergibt sich fiir die Anderung der Resonanzfrequenz Af; bei Kontakt des Resonators zu

einer Fliissigkeit mit der Dichte pi, und der Viskositit 1y
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3
VAL

Amigp,
Die dabei durch die Fliissigkeit entstehenden Dampfungs- und Energieverluste werden bei der
Ableitung der Gleichung aber nicht beriicksichtigt. Diese lassen sich nach Rodahl et al. (1996)
anhand des Qualitdtsfaktors Qo beschreiben, der dem Verhiltnis aus gespeicherter und
dissipierter Energie pro Schwingungszyklus entspricht:

dissipiert ) = _ZQ(? Jo “ANPL

|E
ToPo

AQ, =2m - AlE

gespeichert

3.4.2 Elektromechanische Kopplung

Um die Oszillation des Quarzes detaillierter beschreiben zu konnen und die durch eine
Beladung des Resonators mit einer Fremdmasse oder einer viskosen Fliissigkeit
hervorgerufenen Anderungen unterscheiden zu kénnen, wird die Quarzschwingung hiufig mit
einem mechanischen Modell beschrieben (Muramatsu et al., 1988). Dieses lédsst sich aufgrund
der elektromechanischen Kopplung in piezoelektrischen Materialien auf einen elektrischen
Schaltkreis iibertragen, dessen Kenngrofen die Berechnung derjenigen des mechanischen
Modells erlauben, aber experimentell erheblich leichter zu bestimmen sind.

Das mechanische Modell des Schwingquarzes (Buttry und Ward, 1992) besteht aus einer
schwingenden Masse m, die an einer Feder mit der Federkonstanten k schwingt
(Abb. 3.12 A). Hier entspricht die Masse m den im Quarz bewegten Masseelementen und die
Federkonstante k den elastischen Eigenschaften des Resonators. Die im Quarz und an den
Kontaktstellen zum Medium stattfindenden Reibungsverluste werden mit einem
Déampfungsglied r simuliert. Die Auslenkung der Feder mit einer Kraft F setzt die
Schwingung in Gang.

Die elektrischen Eigenschaften der Quarzschwingung lassen sich mit dem Ersatzschaltbild
nach Dye und Butterworth beschreiben (Bottom, 1982). Eine Serienschaltung eines
induktiven, eines kapazitiven und eines ohmschen Elements, die die piezoelektrischen
Eigenschaften des Quarzes charakterisiert, wird parallel zu einer weiteren Kapazitit
geschaltet, die das Verhalten des Quarzes jenseits der Resonanzfrequenz beschreibt. Dabei
entspricht die Induktivitidt L, der schwingenden Masse m, der ohmsche Widerstand R, dem
Diampfungsglied r und die Kapazitit C, der Federkonstante k. Einzig die Parallelkapazitit Cy
besitzt kein mechanisches Analogon, da sie das elektrische Verhalten der Quarzscheibe
abseits der Resonanzfrequenz beschreibt, in dem die dielektrischen und nicht die

piezoelektrischen Eigenschaften des Quarzes iiberwiegen. Die Kapazitit Cy setzt sich
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zusammen aus der statischen Kapazitit Cs, die das Quarzmaterial als Dielektrikum zwischen
den Oberflichenelektroden reprisentiert, und parasitiren Kapazititen des Messaufbaus C,.
Die auslenkende mechanische Kraft F entspricht der angelegten Wechselspannung U
(Abb. 3.12 B).

T
=
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Abb. 3.12: Mechanisches Modell des Federschwinger nach Buttry und Ward (1992) (A) im Vergleich mit dem
entsprechenden Ersatzschaltbild der piezoelektrischen Oszillation nach Dye und Butterworth (B).

Die elektrische Schwingung des Quarzes ldsst sich folglich mit dem sogenannten

Butterworth-van Dyke Ersatzschaltbild beschreiben (Abb. 3.13).

R
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Abb. 3.13: Allgemeine Notation des Ersatzschaltbildes nach Butterworth-van Dyke (BVD-Schaltkreis).

3.4.3 EinfluB der elektrischen Kenngrioen auf den Verlauf des Bode-Diagramms
Eine Beladung des Quarzes kann die Quarzschwingung und somit auch die experimentell
bestimmten elektrischen KenngroBen C, L und R beeinflussen. Eine Auswahl von
Netzwerksimulationen, in denen immer ein Parameter variiert wird, wiahrend alle anderen
konstant gehalten werden, zeigt den Einfluss der einzelnen KenngroBen auf die Impedanz | Z |
und die Phasenverschiebung ® (Abb. 3.14).

Die Erhthung des Ddmpfungswiderstandes R bewirkt keinerlei Verschiebung der Bode-
Diagramme entlang der Frequenzachse, allerdings sinkt das Phasenmaximum der Spektren

mit zunehmender Dampfung, die Phasenspektren erfahren zusitzlich noch eine Verbreiterung
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(Abb. 3.14 A2). Dagegen fiihrt eine Anderung der Induktivitit zu einer Translation des

Spektrums entlang der Frequenzachse; eine Erhdhung der Induktivitit geht dabei mit einer
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Abb. 3.14: Variation von R (A), L (B), C (C) und C, (D), dargestellt in simulierten Bode-Diagrammen. Der
obere Teil jedes Diagramms zeigt den Verlauf der Impedanz V4 , der untere den der Phasenverschiebung &
jeweils aufgetragen gegen die Frequenz f (Joachim Wegener, Dissertation 1998).

Verschiebung zu kleineren Frequenzen einher. Das Phasenmaximum und die Form der
Kurven bleiben durch die Anderung in L unbeeinflusst (Abb. 3.14 B).

Die Variation der Kapazitit C hat den gleichen Effekt auf die Form der Spektren wie die oben
beschriebene Anderung der Induktivitit. Eine Erhohung von C fiihrt ebenfalls zu einer
Translation der Spektren zu kleineren Frequenzen (Abb. 3.14 C). Die Analogie in der

Veridnderung der Spektren bei Variation von L und C zeigt die Korrelation dieser beiden
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Parameter an. Eine unabhiingige Bestimmung beider Groen aus einem Impedanzspektrum ist
prinzipiell nicht moglich. Da C die Elastizitit des Quarzmaterials beschreibt, die von der
Oberflichenbeladung weitgehend unabhingig ist, wird dieser Parameter konstant gesetzt. Fiir
die in dieser Arbeit verwendeten Quarze errechnet sich nach No&l und Topart (1994) eine
Kapazitdt C von 21.665 pF.

Eine Anderung der Parallelkapazitit Co fiihrt zu einer asymmetrischen Verformung der
Spektren. Das Phasenmaximum sinkt mit zunehmender Kapazitit ab, gleichzeitig erfolgt eine

Verschiebung der Spektrenmittelpunkte zu kleineren Frequenzen (Abb. 3.14 D).

344 Beladung des Quarzes mit einer Fremdmasse und einer viskosen Fliissigkeit
Eine Beladung des Oszillators mit einer Masse und/oder einer viskosen Fliissigkeit fiihrt nach
Martin et al. (1991) zusitzlich zu den im BVD-Netzwerk vorhandenen Elementen des
unbelasteten Quarzes zu weiteren Induktivitits- und Widerstandsbeitrigen. Die Autoren
konnten zeigen, dass eine aufgebrachte Massenbeladung nur die Induktivitit L. beeinflusst,
wihrend eine Newtonsche Fliissigkeit sowohl einen Beitrag zur Induktivitit L wie auch zum
Déampfungswiderstand R liefert.

Eine starr an die Oberflidche des Resonators gekoppelte Fremdmasse wird bei der Oszillation
des Quarzes verlustfrei mitbewegt und trigt nur zur Induktivitdtsinderung bei, da eine
zusitzliche Masse an der Quarzoberfliche nur die kinetische Energie des Systems erhoht,
nicht aber die Energieverluste. Diese entstehen dagegen durch eine Fliissigkeitsbeladung. Das
ist darauf zuriickzufiihren, dass sich die Scherwelle in die viskose Fliissigkeit hinein
fortpflanzt. Wihrend die erste, an der Phasengrenze immobilisierte Fliissigkeitsschicht
gleichférmig mit der Scherschwingung des Quarzes mitbewegt wird (non slip condition), wird
durch die viskose Ankopplung der weiteren Fliissigkeitsschichten kinetische Energie ins
Medium abgefiihrt und so eine Ddmpfung der Scherwelle hervorgerufen. Die Abklinglinge

der Scherwelle & hidngt von der Dichte py und der Viskositét ng ab:

5= F

o,
Eine Beladung des Quarzes mit einer Fliissigkeit bewirkt folglich einen Induktivititsbeitrag,
der von der ersten, starr wie eine Fremdmasse an den Resonator angekoppelten
Fliissigkeitsschicht herriihrt. AuBerdem mufl aufgrund der Ddmpfung der Oszillation im
viskosen Medium ein zusitzlicher Dampfungswiderstand beriicksichtigt werden. Das
Ersatzschaltbild des unbeladenen Quarzes mul} bei einer gleichzeitigen Beladung des Quarzes

mit einer Fremdmasse und einer Fliissigkeit also um die zusédtzlichen seriellen
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Induktivitédtsbeitrige der Fremdmasse L, und der Fliissigkeit Ly sowie um einen seriellen

Beitrag zum Dampfungswiderstand Ry erweitert werden (Abb. 3.15).

Rﬂ Lm

Abb. 3.15: BVD-Ersatzschaltbild fiir die Beladung des Quarzes mit einer Masse und einer Fliissigkeit.

Eine Impedanzanalyse des Quarzes erlaubt jedoch keine separate Bestimmung der einzelnen
Parameter, sondern nur Quantifizierung der jeweiligen Summe aller im piezoelektrischen
bzw. dielektrischen Ast des Netzwerkes befindlichen Widerstinde, Induktivititen und

Kapazititen. Es gilt somit:

L=L4q+Ln+Lg R=Ry+ Ry
C=Cq Co=C+ G,

3.4.5 Experimentelle Durchfiihrung
Fiir alle Messungen an der QCM wurden fiir die Zellkultur modifizierte Quarzresonatoren
eingesetzt werden (Abb. 3.16). Diese bestanden aus Quarzscheiben (KVG,

Niederbischofsheim), auf deren Oberseite ein Stiick Glasrohr

Abb. 3.16: Darstellung der zur Messung eingesetzten Kulturgefie. Diese wurden durch Aufkleben eines
Glasrohrs auf die Quarzscheibe hergestellt und ermoglichten so den Einsatz in der Zellkultur. Ein
Schraubgewinde am Ende des Glasrohrs ermoglicht ein Verschliefen des Gefi3es.
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(& = 10 mm, h = 10 mm) mit Silikon-Kleber (Henkel, Diisseldorf) aufgeklebt war, das einen
direkten Einsatz als Zellkulturgefil ermoglichte. Alle Quarzresonatoren wurden im

Brutschrank in sterilen 24-Lochplatten aufbewabhrt.

3.4.5.1 Vorbereitung der Quarzresonatoren zur Zellkultur

Vor dem Einsatz in der Zellkultur wurden alle Schwingquarze fiir 5 min im Argonplasma
sterilisiert. Fiir bestimmte Zellsorten (BAEC, HUVEC, MBCEC sowie PBCEC) musste zur
Verbesserung der Adhésion zusitzlich eine spezielle Beschichtung aus quervernetzter
Gelatine auf die Quarze aufgebracht werden. Dazu wurde eine 0.5 %ige (w/v) Gelatinelosung
in Wasser auf die Quarze gegeben und fiir mindestens 90 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Nach Absaugen der Losung wurde eine 2.5 %ige (v/v) Glutardialdehyd-Losung in Wasser
zugegeben, die zu einer Vernetzung der Gelatine fithrt. Nach einer fiinfzehnminiitigen
Inkubationszeit bei Raumtemperatur wurde der Aldehyd entfernt und fiir 5 min mit 70 %igen
Ethanol iiberschichtet, um die Kulturgefidfle zu sterilisieren. Danach wurde die alkoholische
Losung entfernt und die Gefde griindlich mit Reinst-Wasser gewaschen. Anschliefend
wurden diese iiber Nacht mit Reinst-Wasser inkubiert. Um auch letzte Reste zelltoxischer
Substanzen zu entfernen, wurde auch am folgenden Tag noch mindestens fiinfmal mit Reinst-
Wasser gewaschen. Danach wurde das Reinst-Wasser entfernt und die Zellen in der

entsprechenden Dichte auf die Quarze ausgesiit.

3.4.5.2 Regeneration der Quarzresonatoren

Die Quarze wurden bei einer Temperatur von 70 °C fiir 15 min mit einer wéissrigen
Detergenzlosung (Mucasol, 5 ml/l) im Ultraschallbad behandelt. Anschliefend spiilte man die
Quarze fiinfmal mit Reinst-Wasser und beschallte weitere 15 min. Dieser Waschschritt wurde
noch einmal wiederholt, um Detergenzreste vollstindig zu beseitigen. AbschlieBend wurden

die Quarze im Trockenschrank oder im Stickstoffstrom getrocknet.

3.4.5.3 Messaufbau zur impedanzspektroskopischen Untersuchung des Quarzes

Der verwendete  Messaufbau  fiir alle bei Raumtemperatur  durchgefiihrten
impedanzspektroskopischen Messungen ist in Abbildung 3.17 dargestellt. Zur Messung wurde
der Quarz in einer von der feinmechanischen Werkstatt des Instituts angefertigten Halterung
fixiert. Die Kontaktierung der Quarzunterseite erfolgte iiber einen in der Halterung
eingelassenen Kupferring, wihrend dies an der Oberseite iiber einen Federkontakt geschah.

Um die elektrochemischen Eigenschaften des Zelllayers bestimmen zu konnen, tauchte eine
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Platin-Gegenelektrode von oben in das die Zellen bedeckende Medium. Mit Hilfe eines
computergesteuerten Relais kann zwischen der unteren Goldelektrode und der Platinelektrode
umgeschaltet werden. Dies ermdglicht eine nahezu gleichzeitige Messung in zwei
unterschiedlichen Modi: Zur Bestimmung der elektrischen Eigenschaften der Zellschicht im
Sinne von ECIS-Messungen (electric cell-substrate impedance sensing; s. 3.5) sind die
zellbedeckte Goldelektrode und die Platinelektrode mit dem Impedanzanalysator (Solatron
Instruments, SI-1260) verbunden (Abb. 3.17 A), im Quarz-Modus (Abb. 3.17 B) dagegen die

beiden auf dem Quarz aufgedampften Goldelektroden.

Pt-Elektrode Pt-Elektrode

oa]n]a]a]s]a]e]e i_.__lo l:]o|o_]o ]o—]o le /
] \‘ Relais ] ‘/ Relais

[ [

S1-1260 S1-1260
Impedanz Analysator Impedanz Analysator
Rechner Rechner

Abb. 3.17: Schematische Darstellung des fiir die Impedanzanalyse des Quarzes verwendeten Messaufbaus. Ein
Relais ermoglicht das Umschalten zwischen ECIS- (A) und den mikrogravimetrischen Messungen (B). Die fiir
den jeweiligen Modus verwendete Verschaltung von Quarzober- und unterseite sowie der Gegenelektrode wird
durch die graue Linie gekennzeichnet. Die Bestimmung der Impedanz wird durch einen Impedanzanalysator
(Solatron SI-1260) ermdglicht. Die Steuerung des Impedanzanalysators und die Auswertung der Daten erfolgt
mit einem handelsiiblichen Computer.

Dadurch kann der Einfluss der anwesenden Zellen auf die Scheroszillation des Quarzes
parallel zu den passiven elektrischen Eigenschaften der Zellschicht bestimmt werden. Somit
lassen sich durch bestimmte Effektoren hervorgerufene Verdnderungen von Zell-Zell- und
Zell-Substrat-Interaktionen mit beiden Methodiken parallel untersuchen. Zur Steuerung des

Impedanzanalysator sowie der Speicherung der Messdaten diente ein handelsiiblicher PC.
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3.4.5.4 Impedanzspektroskopie lebender Zellen im Quarz- und ECIS-Modus

Der zellbedeckte Quarz wurde aus dem Brutschrank entnommen und das Medium vorsichtig
abgesaugt. AnschlieBend wurden 500 ul Krebs-Ringer-Puffer™ (KRP™; mit Calcium und
Magnesium) zugegeben und der Quarz 15 min bei Raumtemperatur 4dquilibriert. Nach dem
Einbau in die Messapparatur wurden jeweils 5 Impedanzspektren im ECIS- und im Quarz-
Modus aufgenommen. SchlieBlich wurden an der Quarzoberfliche anhaftende Zellen und
Proteine mechanisch entfernt und der gereinigte Quarz fiinfmal im Quarz-Modus gemessen.
Die fiir diesen ,Leerquarz® bestimmten mikrogravimetrischen Parameter dienten als
Referenzwerte fiir die vorher gemessenen Gesamtwerte des zellbedeckten Quarzes. Dies
ermOglicht die Ermittlung des allein auf den entsprechenden Zellmonolayer

zuriickzufiihrenden Anteils der im Quarz-Modus erhaltenen Parameter (AR bzw. AL).

Krebs-Ringer-Puffer'™ 1.1 mM MgCl,-6 H,O
1.25 mM CaCl,-6 H,O
114 mM NaCl
5 mM KCl
20 mM NaHCOs3
1.65 mM Na,HPO,-12 H,O
0.3 mM NaH,PO4-H,O
10 mM HEPES
25 mM Glucose
in Reinst-Wasser; pH = 7.40

3.4.5.5 Impedanzspektroskopische Untersuchung fixierter Zellen im Quarz- und ECIS-
Modus

Um das Verhalten chemisch fixierter Zellen sowohl beziiglich der mikrogravimetrischen wie

auch der passiven elektrischen Parameter untersuchen und diese mit denen von lebenden

Zellen vergleichen zu konnen, wurden zwei unterschiedliche Protokolle eingesetzt. Diese

A B
AP

n

Abb. 3.18: Strukturformeln der eingesetzten Fixierungsreagenzien Glutardialdehyd (A) und Paraformaldehyd
(B).
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beruhen auf der Verwendung zweier hdufig zur Stabilisierung von lebenden Proben
experimentell eingesetzter aber chemisch unterschiedlich reaktiver Fixierungsreagenzien
(Abb. 3.18). Wihrend Glutardialdehyd (GA) als bifunktionelles Aldehyd mit definierter
Kettenldinge zur Vernetzung von Proteinkopfgruppen fiithrt, ist die Struktur von
Paraformaldehyd (PFA) aufgrund seines polymeren Aufbaus weniger definiert. Die

Kettenlidnge n liegt etwa zwischen 8 und 100 Monomeren (http://www.roempp.com).

Eine sich an diese Prédparation anschlieBende Permeabilisierung des Zelllayers mit einem
nichtionischen Detergenz sollte weitere Aufschliisse hinsichtlich des Einflusses der
Zellmembran auf die passiven elektrischen wie die mikrogravimetrischen Parameter liefern.

Der zellbedeckte Quarz wurde aus dem Brutschrank entnommen und 15 min lang auf
Raumtemperatur dquilibriert. Nach dem Einbau in die Messapparatur wurden jeweils 5
Impedanzspektren im ECIS- und im Quarz-Modus aufgenommen. Danach wurde das Medium
abgesaugt und die entsprechende Fixierungslosung direkt auf das Substrat gegeben.
Verwendet wurden Losungen von 2.5 % (v/v) GA in PBS*™ oder 4 % (w/v) PFA in PBS™.
Anschlieend erfolgte eine 30miniitige Inkubation der Zellen bei RT. Das Fixierungsreagenz
wurde wieder gegen das jeweilige Zellkulturmedium ausgetauscht und der Quarz erneut in
den Messaufbau eingebracht. Nach der Aufzeichnung von jeweils 5 Impedanzspektren im
ECIS- und im Quarz-Modus wurde das Medium abgesaugt und eine 0.2 %ige (v/v) Triton-
Losung zugegeben. Der Zelllayer wurde fiir 5 min bei RT inkubiert, danach wurde die Triton-
Losung wiederum gegen Zellkulturmedium ausgetauscht und jeweils 5 Impedanzspektren im
ECIS- und im Quarz-Modus aufgenommen. SchlieBlich wurden an der Quarzoberfliche
anhaftende Zellen und Proteine mechanisch entfernt und der gereinigte Quarz fiinfmal im
Quarz-Modus gemessen. Die fiir diesen ,Leerquarz* bestimmten mikrogravimetrischen
Parameter dienten als Referenzwerte fiir die vorher gemessenen Gesamtwerte des Quarzes mit
konfluenter Zellschicht. Dies ermdglicht die Ermittlung des allein auf den entsprechenden

Zellmonolayer zuriickzufiithrenden Anteils der im Quarz-Modus erhaltenen Parameter (AR

bzw. AL).

3.4.5.6 Impedanzspektroskopische Untersuchung von Zellen nach Abbau des
Aktincytoskeletts

Um den Einfluss des Aktincytoskeletts auf die Quarzoszillation zu untersuchen, wurde das

Verhalten von Zellmonoschichten auf Schwingquarzen nach selektiver Zerstorung des

Aktincytoskeletts mittels Cytochalasin D impedanzspektroskopisch untersucht. Eine
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anschliefende Fixierung sollte einen Vergleich mit den aus 3.4.5.4 erhaltenen Daten fiir

fixierte Zellen mit intaktem Cytoskelett ermdglichen.

Selektiver Abbau des Aktin-Cytoskeletts mit Cytochalasin D

Die Verwendung des zellpermeablen Pilzgiftes Cytochalasin D (CD) (Abb. 3.19) ermoglicht
in der Zellbiologie den direkten Eingriff in die Aktin-Polymerisation. Cytochalasine sind
Toxine aus primitiven Pilzen und verschieben das Gleichgewicht zwischen g- und f-Aktin in
Richtung der Monomere. Da Cytochalasin D eine hohe Spezifitit fiir Aktin aufweist, konnen
dadurch  hervorgerufene Verdnderungen der Zelle selektiv auf die Zerstorung des
Aktincytoskeletts zuriickgefiihrt werden.

Die hier verwendete 5 uM CD-Losung in Zellkulturmedium wurde aus einer Stammlosung
von Cytochalasin D in DMSO (2 mg/ml) hergestellt. Nach dem Absaugen des Mediums
wurde der zu untersuchende Zelllayer fiir 2 h mit der CD-Ldsung inkubiert. AnschlieBend

konnte fiir mikroskopische Studien das manipulierte Aktincytoskelett nach Fixierung mittels

TRITC-Phalloidin angefirbt werden (s. 3.2.3).

Abb. 3.19: Strukturformel des Pilzgiftes Cytochalasin D.

Der zellbedeckte Quarz wurde aus dem Brutschrank entnommen und 15 min auf
Raumtemperatur 4quilibriert. Nach dem Einbau in die Messapparatur wurden jeweils 5
Impedanzspektren im ECIS- und im Quarz-Modus aufgenommen. Danach wurde das Medium
abgesaugt und gegen Zellkulturmedium getauscht, das 5 uM Cytochalasin D enthielt.
AnschlieBend wurde der Quarz fiir 2 h bei 37 °C im Brutschrank inkubiert, daraufhin erneut
I5 min bei RT #quilibriert und nach dem Einbau in den Messaufbau
impedanzspektroskopisch charakterisiert. SchlieBlich wurde das Kulturmedium abgenommen
und die Zellschicht durch Zugabe einer 2.5 %ige (v/v) Glutardialdehyd-Losung fiir 30 min bei
RT fixiert. Nach Absaugen des Fixierungsreagenzes wurde Zellkulturmedium hinzugefiigt

und nach dem Einbringen des Quarzes in den Messaufbau erneut jeweils 5 Impedanzspektren
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im ECIS- und im Quarz-Modus aufgenommen. SchlieBlich wurde der Zelllayer mechanisch

entfernt und der gereinigte Quarz impedanzspektroskopisch charakterisiert.

3.4.5.7 Vernetzung einer Proteinschicht

Um den Einfluss einer fixierten Proteinschicht auf die Quarzschwingung zu untersuchen, wie
sie bei der Fixierung von Zellen durch die gleichzeitige Fixierung der extrazelluldren Matrix
entsteht, wurde der Quarz mit einer 0.5 %igen (w/v) Gelatine-Losung in Reinst-Wasser fiir
90 min bei RT inkubiert. AnschlieBend wurde der Quarz mit PBS*™ gewaschen und
impedanzspektroskopisch untersucht. Danach wurde der Puffer abgesaugt und eine
2.5 %ige (v/v) Glutardialdehyd-Losung in Reinst-Wasser zugegeben. Nach einer
Inkubationszeit von 30 min bei RT wurde das Fixierungsreagenz wieder entfernt und erneut
mit PBS™" gewaschen. Auf die impedanzspektroskopische Untersuchung des Quarzes folgte
schlieBlich die mechanische Entfernung des artifiziellen Proteinlayers von der

Quarzoberfliche und eine erneute Untersuchung des gereinigten Quarzes.

3.4.5.8 Osmotischer EinfluBl von Glutardialdehyd

Eine deutliche Veridnderung der Osmolaritit im umgebenden Medium hat einen drastischen
Einfluss auf die Morphologie und die mikrogravimetrischen Parameter adhérenter Zellen
(Wegener et al., 2000). So fiihrt ein Anstieg der Osmolaritéit zu einer proportionalen Zunahme
des Dampfungswiderstandes und der Induktivitdt. Um einen solchen osmotischen Effekt auf
die mikrogravimetrischen Parameter durch die Zugabe des Fixierungsreagenzes
auszuschlieBen, wurde eine Saccharose-Losung gleicher Osmolaritit auf ihren Einfluss auf
die Quarzoszillation untersucht.

Nach dem Absaugen des Kulturmediums wurde der zellbedeckte Quarz mit 150 ul PBS™
tiberschichtet und fiir 15 min bei RT &dquilibriert. Danach wurde der Quarz in den Messaufbau
eingebracht und im Quarz-Modus  zeitaufgelost untersucht, indem fortlaufend
Impedanzspektren aufgezeichnet wurden. Sobald die Quarzspektren keine groferen
Verdnderungen mehr zeigten, wurde 800 pl einer 250 mM Saccharose-Losung in PBS™
zugegeben und die dadurch induzierten Anderungen impedanzspektroskopisch gegen die Zeit
verfolgt. Nach dem Ende der Messung wurde der Quarz mechanisch gereinigt, um die Zellen
und die darunterliegende Proteinschicht zu entfernen. Nach einer erneuten
impedanzspektroskopischen Charakterisierung im Quarz-Modus dienten die mechanischen

Parameter des gereinigten Quarzes zur Normierung der zuvor gemessenen Werte.
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3.4.5.9 Kinetik der Vernetzungsreaktion

Um die Kinetik des Fixierungsvorgangs niher untersuchen zu konnen, wurde die Reaktion
eines Zelllayers auf die beiden unterschiedlichen Fixantien in Abhéngigkeit von der Zeit im
Quarz-Modus verfolgt. Dazu wurde das Zellkulturmedium zuerst aus den Quarzgldschen
entfernt und 150 pul PBS™ zugegeben. AnschlieBend wurden Quarzspektren aufgenommen,
bis ein stationdrer Zustand des Zelllayers erreicht war. Danach wurden 800 ul des jeweiligen
Reagenzes (2.5 % (v/v) GA bzw. 4 % (w/v) PFA in PBS*") zugegeben und die Anderungen
der mechanischen Eigenschaften des Zelllayers impedanzspektroskopisch untersucht. Nach
dem Ende der Messung wurde der Quarz mechanisch gereinigt, um die Zellschicht sowie die
darunter liegende Proteinschicht zu entfernen. Nach einer erneuten
impedanzspektroskopischen Charakterisierung im Quarz-Modus dienten die mechanischen

Parameter des gereinigten Quarzes zur Normierung der zuvor gemessenen Werte.

3.4.5.10 Einflufl von Methyl-B-Cyclodextrin auf die mikrogravimetrischen Parameter

Bei Methyl-B-Cyclodextrin (MBCD) handelt es sich um einen cyclischen Zucker, der aus
sieben Glucoseeinheiten aufgebaut ist, die liber eine O-glycosidische Bindung miteinander
verkniipft sind (Abb. 3.20). Dieses Molekiil ist nach Francis et al. (1999) in der Lage,
Cholesterin einzuschlieBen. Dies kann zellbiologisch in zweierlei Hinsicht genutzt werden. So

ist es moglich, MBCD mit Cholesterin zu beladen, um diesen Komplex

ROCH,

R = H oder CH,

Abb. 3.20: Strukturformel von Methyl-B-Cyclodextrin (MBCD).

anschliefend dazu zu nutzen, Cholesterin gezielt in eine Membran einzubringen. Andererseits
fithrt eine Zugabe von unbeladenem MBCD zu einer nativen Zellmembran zu einer aktiven
Entfernung des in der Membran befindlichen Cholesterins. Dieser Effekt soll in dieser Arbeit
ausgenutzt werden, um zu untersuchen, wie sich eine Verringerung der
Cholesterinkonzentration in der Membran um 70-80 % (Francis et al., 1999) auf die
mikrogravimetrischen und die elektrischen Parameter auswirkt. Da eine wichtige Aufgabe des

Cholesterins in der Zellmembran die Steuerung der Fluiditét ist, konnten sich insbesondere
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aus der Analyse der Daten im Quarz-Modus Anhaltspunkte fiir eine Verdnderung der
Membranelastizitit finden lassen.

Fir alle mit MBCD durchgefiihrten Studien wurden MDCK-2 Zellen verwendet. Die
Messungen zur simultanen Quantifizierung der mikrogravimetrischen und elektrischen
Parameter der Zellschicht auf Schwingquarzen wurden in einem physiologischen
Phosphatpuffer durchgefiihrt, dem zusitzlich Glucose (1 g/l) zugesetzt worden war. Dazu
wurde der entsprechende Quarz aus dem Brutschrank entnommen, das Kulturmedium
abgesaugt und der Puffer zugesetzt. AnschlieBend wurde der Quarz fiir 15 min auf
Raumtemperatur dquilibriert. Danach wurden jeweils 5 Impedanzspektren im ECIS- und im
Quarz-Modus aufgenommen. Daraufhin wurde der Puffer gegen Phosphatpuffer getauscht,
der 20 mM MPBCD enthielt, und der Quarz fiir 2 h bei 37 °C inkubiert. In analogen
Kontrollexperimenten wurde der Quarz ohne einen Mediumwechsel direkt fiir 2 h in einen
Wirmeschrank bei 37 °C eingebracht. Nach dieser Inkubation wurden erneut jeweils 5
Impedanzspektren im ECIS- und im Quarz-Modus aufgenommen, der Quarz wurde
mechanisch gereinigt und wiederum anhand vom 5 Impedanzspektren im Quarz-Modus

charakterisiert.

3.4.5.11 Mikrogravimetrische Untersuchungen zum fototoxischen Effekt von Calcein
AM

Knight et al. (2003) haben festgestellt, dass der zellpermeable Vitalfarbstoff Calcein AM, der
durch zelluldre Esterasen in das fluoreszierende Calcein umgesetzt wird, bei Bestrahlung
innerhalb seines Excitationsbereichs fototoxisch wirkt. Dies fithrt zum Tod der bestrahlten
Zellen. Da dies mit starken morphologischen Anderungen der Zellen verbunden ist, wurde
dieser Vorgang sowohl anhand der Anderung der elektrischen wie auch der
mikrogravimetrischen Eigenschaften der Zellen untersucht.

Das Medium wurde etwa 24 h vor dem Experiment letztmalig ausgetauscht. Zur
Durchfithrung wurde das Medium vorsichtig aus den Quarzglidschen abgesaugt und durch
500 pl einer 2 uM Calcein AM-Losung ersetzt. Diese wurde durch Mischen von 5 ul einer
Calcein AM-Stamml6sung (1 mg/ml in DMSO, Molecular Probes) mit 2.5 ml PBS™, dem
1 mg/ml Glucose zugesetzt war, hergestellt. Nach der Zugabe wurden die Zellen 45 min bei
37 °C mit der Calcein AM-Losung inkubiert. AnschlieBend wurde der Schwingquarz in die
Messapparatur eingebaut (s. Abb. 3.17), fiir 15 min auf Raumtemperatur dquilibriert und
danach jeweils 5 Impedanzspektren im ECIS- und im Quarz-Modus aufgenommen. Mit Hilfe

eines Auflichtmikroskops wurden die Zellschichten dann durch Einstrahlung von blauem
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Licht (420-490 nm) iiber ein 5x Objektiv, das die mit Calcein beladenen Zellen sichtbar
macht, fokussiert. AnschlieBend erfolgte fiir 10 min die Bestrahlung mit blauem
(420-490 nm) bzw. im Falle der Kontrolle mit griinem Licht (515-560 nm). 24 Stunden nach
der Belichtung wurden die Zellschichten anhand von 5 Impedanzspektren im ECIS- bzw.
Quarz-Modus impedanzspektroskopisch untersucht, um die durch die Belichtung ausgelosten

Effekte zu charakterisieren.

3.5 Electric Cell-Substrate Impedance Sensing

Die Morphologie adhirenter Zellen und ihre dynamische Verdnderung, die durch biologische,
chemische oder physikalische Stimuli hervorgerufen werden, konnen mit Hilfe der
sogenannten ECIS-(electric cell-substrate impedance sensing) Technik quantitativ und mit
einer zeitlichen Auflosung im Sekundenbereich erfasst und analysiert werden.

Das Prinzip der ECIS-Messung wurde 1984 von Giaever und Keese zum ersten Mal
beschrieben. Dabei werden die zu untersuchenden Zellen auf Goldoberfldchen kultiviert, die
einerseits als Wachstumssubstrat und andererseits als Elektrode fiir die elektrochemische
Messung dienen. Die damit verbundene, unmittelbare Nihe zwischen den Zellen und der
Elektrode begriindet die Sensitivitdt des Verfahrens. Um einen geschlossenen Stromkreis zu
gewihrleisten, sind zwei Elektroden noétig (Arbeits- und Gegenelektrode), die iiber das
Kulturmedium leitend miteinander verbunden sind (Abb. 3.21, Wegener, 2003).
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Abb. 3.21: Schematische Darstellung des grundlegenden Prinzips von ECIS-Messungen.
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Die Zellen verhalten sich auf der Goldelektrode wie Isolatorpartikel, die den Strom zwingen,
um die Zellkérper herumzuflieBen, und damit den elektrischen Wechselstromwiderstand
(Impedanz) der Elektrode im Vergleich zu einer nicht mit Zellen belegten Elektrode erhdhen
(Abb. 3.22). Dieser kann als Funktion der Frequenz des Erregersignals gemessen werden.
Durch die Messung des frequenzabhingigen Wechselstromwiderstandes ldsst sich zwischen
Impedanzbeitrigen des Zell-Substrat-Kontaktes und solchen aus dem Zell-Zell-Kontakt
differenzieren. Wiederholte Messungen bieten somit die Moglichkeit morphologische
Anderungen der Zellen als Funktion der Zeit zu detektieren. Das in dieser Arbeit eingesetzte
continous-wave-Verfahren verwendet zur Impedanzmessung als Erregersignal eine
sinusformige Wechselspannung kleiner Amplitude. Diese wurde in Abhidngigkeit vom
Fldacheninhalt der eingesetzten Elektroden auf 0.07 V (ECIS-Array), 0.01 V (Schwingquarz)
bzw. 0.02 V (ITO (indium tin oxide) -Substrate) festgelegt.

MEMBRANE
CAPACITANCE

Abb. 3.22: Schematische Darstellung des Stromflusses aus einer zellbedeckten Arbeitselektrode. Die
durchgezogenen Pfeile zeigen den Strom bei niedrigen und mittleren Frequenzen (< 10 kHz), der parazelluldr
durchtritt. Der gestrichelte Teil représentiert den transzelluldren Strom, der bei hohen Frequenzen (> 10 kHz)
kapazitiv durch die Zelle flieBt.. (Quelle: http://www.biophysics.com)

3.5.1 Analyse der Impedanzspektren zellbedeckter Metallfilmelektroden fiir
zylindrische Zellen

Die durch die Zellen zusitzlich verursachte Impedanz ldsst sich in drei lokal voneinander

getrennte Beitrige unterteilen (Abb. 3.23, Wegener, 2003). Der Hauptteil des Stromes flief3t

bei niedrigen und mittleren Frequenzen (< 10 kHz) parazellulir, indem er zunichst den Spalt

zwischen Elektrodenoberfliche und Zellunterseite passiert. Da dieser Spalt nicht selten

weniger als 100 nm weit ist, liefert er einen der Hauptanteile zur gemessenen
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Gesamtimpedanz und wird durch den Modellparameter o gekennzeichnet (Wegener, 2003).

Die Dimensionen des Interzellularspaltes zwischen zwei benachbarten Zellen entsprechen

Cn

o

Abb. 3.23: Schematische Darstellung des Modells von Giaever und Keese (1991). Die Zellen werden als
Zylinder mit dem Radius r. aufgefasst, die sich im Abstand d vom Substrat befinden. Der durchgezogene Pfeil
kennzeichnet den parazelluldren, der unterbrochene den transzelluldren Stromfluf3.

etwa denen zwischen Zelle und Substrat. Somit entsteht in diesem Bereich eine weitere
Hauptkomponente der gemessenen Gesamtimpedanz, die durch den Parameter R,
charakterisiert wird. R, ist der Widerstand zwischen benachbarten Zellen, der durch die
barrierebildenden Zell-Zell-Kontakte (tight junctions) bestimmt wird. Bei hohen Frequenzen
(> 10 kHz) flieBt ein kleiner Anteil des Stromes kapazitiv durch die Zelle. Dieser
transzelluldare Impedanzanteil wird durch den Parameter C,, charakterisiert und entspricht der
spezifischen Kapazitit der Plasmamembran. Der Betrag von C,, gibt Auskuntft iiber die Groe
der Zelloberfliche unter Beriicksichtigung von Membranausstiilpungen und -einfaltungen.
Das von Giaever und Keese entwickelte Modell erlaubt somit eine Unterscheidung zwischen
Impedanzbeitrigen, die von Zell-Substrat-Interaktionen herrithren und jenen, die von Zell-
Zell-Kontakten stammen. Die drei Parameter o, Ry, und C,, konnen somit zur quantitativen
Beschreibung der Zellmorphologie herangezogen werden. Fiir den zur Auswertung
erforderlichen mathematischen Formalismus werden die Zellen als Zylinder mit dem Radius
r. aufgefasst, die sich in einem Abstand h vom Substrat befinden.

Mit Hilfe des Modells ldsst sich die Gesamtimpedanz der zellbedeckten Elektrode Zi, mit

folgender Gleichung beschreiben:
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Z, ist die Impedanz der zellfreien Elektrode, Z, die Summe der Impedanzbeitrige der
apikalen und basolateralen Membranen mit Z,, = 2/(iwCy). Bei Iy und I, handelt es sich um
modifizierte Besselfunktionen erster Art der Ordnung O und 1.

o ist definiert als o = r. - (psup / d)"%, wobei r. den Radius der Zelle, pys den spezifischen
Elektrolytwiderstand im Adhésionsspalt und d den Abstand zwischen Zelle und Substrat

bezeichnen.

3.5.2 Analyse der Impedanzspektren zellbedeckter Metallfilmelektroden fiir
Zellen mit ellipsoider Grundfliche
Der in Abschnitt 3.5.1 beschriebene mathematische Formalismus fasst samtliche Zellen als
flache Zylinder mit dem Radius r. auf. Diese Modellvorstellung stimmt mit der
pflastersteinartigen Morphologie (cobblestone) vieler bekannter Zelllinien (z.B. MDCK) und
unterschiedlicher primér kultivierter Zellen (z.B. HUVEC) hinreichend iiberein. Fiir einen
Grofteil der in dieser Arbeit untersuchten Zellen trifft diese Annahme ebenfalls zu. Primir
kultivierte porcine Kapillarendothelzellen (PBCEC) zeigen allerdings eine von dieser Regel

stark abweichende ausgeprégt lidngliche spindelférmige Morphologie. Die Anwendung eines
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Abb. 3.24: Schematisches Modell fiir Zellen mit langlicher Grundfldche auf einer Metallfilmelektrode nach Lo
und Ferrier (1998). Der Adhisionskontakt der Zellen wird als rechteckige Box (L x B) mit Halbkreisen (r. = B/2)
an jedem Ende modelliert.
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Zylinder-Modells auf diese Zellen wiirde zu einer Uberschitzung der durchschnittlichen
Weglinge des Stromflusses und damit zu einer Uberbestimmung des Zell-Substrat-Parameters
o filhren. Lo und Ferrier (1998) haben fiir Fibroblasten ldnglicher Morphologie ein
angepasstes Modell entwickelt, dass diesen besonderen Umstand beriicksichtigt. Zur
Berechnung der Gesamtimpedanz nehmen die Autoren eine Zellform an, die sich aus einem
Rechteck und zwei Halbkreisen an dessen jeweiligen Enden zusammensetzt (Abb. 3.24).

Dabei gehen die geometrischen Dimensionen der Zelle als L (Lénge des Rechtecks) und B
(Breite des Rechtecks) in das Modell ein. Mit Hilfe dieses Modells ldsst sich dann die

Gesamtimpedanz der zellbedeckten Elektrode Z. mit folgender Gleichung beschreiben:
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Z, ist die Impedanz der zellfreien Elektrode, Z, die Summe der Impedanzbeitrige der
apikalen und basolateralen Membranen mit Z,, = 2/(iwCy). Bei Ip und I, handelt es sich um
modifizierte Besselfunktionen erster Art der Ordnung O und 1.

o ist definiert als o0 = 0.5 B - (Psub / d)'?, dabei ist 0.5 B der Radius des Halbkreises, Psub der
spezifische Elektrolytwiderstand im Adhésionsspalt und d der Abstand zwischen Zelle und
Substrat.

3.5.3  Anpassung der Ubertragungsfunktion an die gemessenen Daten
Die iterative Anpassung der Ubertragungsfunktion an die gemessenen Impedanzspektren zur
Bestimmung der drei Parameter o, Ry, und C,, erfolgte nach einem Verfahren von Wegener et

al. (2000) und ist anhand eines exemplarischen Spektrums in Abbildung 3.25 A dargestellt.
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Abbildung 3.25 B zeigt ein Ersatzschaltbild, welches das beschriebene Modell von Giaever
und Keese (1991) in erster Niherung veranschaulicht. Wihrend die Parameter der Zell-
Substrat- und Zell-Zell-Zwischenrdume, o und R, die die parazelluliren
Impedanzbeitrige widerspiegeln, in Reihe geschaltet sind, flieBt parallel dazu der
transzelluldare Strom kapazitiv durch die Zelle (Cy). Mit diesen Zellkomponenten in Reihe
geschaltet sind das CPE, die nicht-ideale Impedanz an der Grenzfliche zwischen der
Goldelektrode und der Elektrolytlosung sowie der ohmsche Widerstand der Elektrolytlosung
Rbulk-

Verfolgt man nun den Weg des Stroms anhand des Ersatzschaltbildes, so lidsst sich die

Frequenzabhidngigkeit der Gesamtimpedanz anhand der unterschiedlichen elektrischen

A 10° i B |

A mit Zellen Rbulk
® ohne Zellen I
o 10°F T 1Z il [
N ol R —
| ___¢c,
10°k o
102 1 2 p 4 | |
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Abb. 3.25: A Typische Impedanzspektren einer Goldelektrode ohne Zellen (I ) und mit Zellen (CE). Die
durchgezogene Linie reprisentiert die angepasste Ubertragungsfunktion des oben beschriebenen Modells.
B Ersatzschaltbild einer zellbewachsenen Elektrode zur nidherungsweisen Veranschaulichung des Modells von
Giaever und Keese (1991). Ry, symbolisiert den ohmschen Widerstand der Elektrolytlosung, R, den ohmschen
Widerstand der Zell-Zell-Kontakte, o die frequenzabhéngige Impedanz des Zell-Substrat-Kontaktes. C,,
charakterisiert die Kapazitit der Plasmamembran und CPE steht fiir die nicht-ideale Impedanz an der
Grenzfliche Elektrode-Elektrolyt.

Eigenschaften der Komponenten erkldren. So wird bei niedrigen Frequenzen der Betrag der
Gesamtimpedanz ausschlieBlich von der Grenzflichenimpedanz der Elektrode bestimmt,
wihrend bei mittleren Frequenzen der Strom parazellulédr fliet und so das Spektrum von Ry,
und o dominiert wird. Die Frequenzunabhédngigkeit des ohmschen Widerstandes Ry, bewirkt,
dass sich in diesem Bereich ein Plateau in den Spektren ausbildet, das fiir konfluente
Zellschichten typisch ist. Die Steigung in diesem Plateau wird durch den Parameter o
bestimmt, der neben ohmschen auch frequenzabhiingige Eigenschaften besitzt. Erst bei
hoheren Frequenzen flieB3t der Strom transzelluldr. Der spezifische Elektrolytwiderstand des
Kulturmediums beeinflusst die Gesamtimpedanz fiir die hier betrachteten Elektrodengro3en

erst bei Frequenzen von 10° bis 10° Hz.
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3.5.4 Bestimmung des spezifischen Widerstandes pg,, zwischen Zelle und Substrat
Die direkte Bestimmung des extrazelluldaren Widerstandes im Adhésionskontakt unterhalb der
Zelle ist technisch sehr aufwendig und wurde erst in jlingster Zeit (Kiessling et al., 2000) fiir
einzelne Erythrozyten bzw. Erythrozyten-Ghosts realisiert. In Ermangelung anderer Daten
wurde davor von unterschiedlichen Autoren (Lo et al., 1995; Weis und Fromherz, 1997) der
spezifische Widerstand mit dem des Kulturmediums puux in der bulk-Phase gleichgesetzt. Die
speziellen Gegebenheiten des Spaltes zwischen Zelle und Substrat wie z.B. der Einfluss der
zur Anhaftung notwendigen Adhisionsproteine blieben dabei weitestgehend unberiicksichtigt.
Auf dhnliche Art und Weise wurden mangels verlidsslicher Methoden zur absoluten
Bestimmung des Abstandes zwischen Zelle und Substrat Annahmen beziiglich der
Ausdehnung des Spaltes gemacht. Verldssliche Werte fiir diese Abstinde konnten erst nach
Etablierung der Fluoreszenz-Interferenz-Kontrast- (FLIC) Mikroskopie (s. 3.2.1) bestimmt
werden. In dieser Arbeit wird durch die Kombination von FLIC-Mikroskopie zur
Bestimmung des Zell-Substrat-Abstandes und elektrochemischer Methoden (ECIS) eine
Moglichkeit aufgezeigt, um den spezifischen Elektrolytwiderstand im Adhisionskontakt zu
bestimmen.

Als Grundlage zur Berechnung des spezifischen Widerstandes diente der aus den ECIS-

Experimenten gewonnene Parameter o

12
a=r,- Psw | "
d
2
o
psub:(_] d
rC

Mit Hilfe des aus den ECIS-Messungen erhaltenen Wertes fiir o, dem aus den FLIC-

Nach Umformen erhilt man

Messungen bestimmten Abstand der jeweiligen Zellmonoschicht vom Substrat d sowie dem
aus mikroskopischen Bildern bestimmten Zellradius r. wird der spezifische Widerstand fiir

die jeweilige Zellspezies errechnet.

3.5.5 Micromotion

Adhirente Zellen sitzen nicht vollig starr auf threm Substrat, sondern fithren kleine senkrechte
Bewegungen aus, die sich in ECIS-Experimenten als Fluktuationen der elektrischen Impedanz
registrieren lassen (Giaever und Keese, 1991). Dieses biologische Rauschen ist
charakteristisch fiir die Vitalitit der Zellen und ldsst sich nach Untersuchungen von Lo et al.

(1993) mit der metabolischen Aktivitit der Zellen korrelieren. Daher soll diese Methode
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Aufschluss dariiber geben, wie sich eine Fixierung von MDCK-2 Zellen mit Glutardialdehyd
auf die Bewegungsfluktuation der Zellschicht auswirkt. Dazu wurde die Impedanz der
Zellschicht auf der entsprechenden Elektrode bei einer festen Frequenz von 4 kHz fiir jeweils
50 min registriert. Dies wurde fiir alle untersuchten Elektroden durchgefiihrt. Anschliefend
wurden die Zellen unterschiedlich lange einer Inkubation mit 2.5 %iger Glutardialdehyd-
Losung (10 min, 20 min bzw. 30 min) bei RT ausgesetzt. Danach wurden die
Mikrobewegungen der Zellen erneut anhand von ECIS-Messungen fiir 1 h bei 4 kHz

aufgezeichnet.

3.5.6  Analyse der Micromotion-Daten

Zur Analyse der Daten wird der gesamte Datensatz in gleich groBe Intervalle von 64
einzelnen Datenpunkten aufgeteilt. Abbildung 3.26 illustriert diese Aufteilung anhand der
normierten Impedanz gemessen bei 4 kHz an konfluenten MDCK-2 Zellen. Da die
Experimente mit einer zeitlichen Auflosung von 1 s aufgezeichnet wurden, entspricht die
Intervallgro3e einer Messzeit von 64 s. Die durchgezogene waagerechte Linie innerhalb jeder

Box kennzeichnet den Mittelwert aus den betrachteten 64 Datenpunkten. Die Bestimmung der
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Abb. 3.26: Schematische Darstellung zur Erlduterung der Analyse der Micromotion-Daten. Abgebildet ist die
normierte Impedanz bei 4 kHz von MDCK-2 Zellen. Der Datensatz wurde in einzelne Blocke zu je 64
Datenpunkten unterteilt. Von diesen Bereichen wurde dann jeweils der Mittelwert nebst Standardabweichung
und Varianz ermittelt. Zur Beschreibung der Fluktuationen innerhalb des gesamten Datensatzes wird die Varianz
aller 64 Datenblocke gemittelt und fiir die unterschiedlichen Bedingungen verglichen.
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Varianz fiir jede Box liefert dann einen quantitativen Parameter fiir die Motilitdt der Zellen.
Zur Beschreibung der Fluktuationen innerhalb des gesamten Datensatzes wird die Varianz

aller 64er Datenblocke gemittelt und fiir die unterschiedlichen Bedingungen verglichen.

3.5.7 Experimentelle Durchfiihrung

3.5.7.1 ECIS-Untersuchungen auf Goldelektroden

Parallel zu den mikrogravimetrischen Untersuchungen auf Schwingquarzen wurden
elektrochemische Messungen an exakt den gleichen Zellschichten (ECIS) durchgefiihrt.
Neben der hier als Arbeitselektrode verwendeten Goldelektrode des Schwingquarzes mit einer
GroBe von 0.33 cm® wird eine platinierte Gegenelektrode benétigt, die in das Medium
eintaucht (s. Abb. 3.17). Eine Anpassung der Rohdaten erfolgte nach Wegener et al. (2000).
Die Untersuchungen zur Zellmotilitit fixierter und nativer Zellschichten (s. 3.5.6) sowie die
zeitabhingige Messung des Einflusses von MBCD auf MDCK-2 Zellen wurde auf
kommerziellen ECIS-Elektrodenarrays durchgefiihrt. Diese planaren Goldfilmelektroden der
Firma Applied Biophysics Inc. (Troy, NY) sind so angeordnet, dass acht unterschiedliche
Messkammern nahezu simultan untersucht werden konnen. Diese wells weisen eine
Kulturfliche von jeweils 0.75 cm’ auf. Jedes well enthilt eine kleine Arbeitselektrode mit
einer Fliche von 5-10% ¢cm” sowie eine Gegenelektrode, die etwa 300mal grofer ist. Die
Beitriage der Gegenelektrode zur Gesamtimpedanz kann somit vernachlédssigt werden. Das
gesamte Array ist mit einer fotosensitiven Schicht iiberzogen, nur die Arbeitselektrode, die
Gegenelektrode sowie die Kontaktpunkte, iiber die der Anschlu an die Messapparatur
erfolgt, sind fotolithografisch freigelegt worden. Um eine automatisierte Messung der
einzelnen wells gewihrleisten zu konnen, wurde ein Relais verwendet, das die sequentielle
Ansteuerung der einzelnen Elektroden regelt. Ein Microcontroller steuert die Kommunikation
zwischen dem Relais, dem verwendeten Impedanz-Analysators (SI 1260, Solatron
Instruments) und einem handelsiiblichen PC, mit dem die Erfassung und Speicherung der

Messdaten erfolgte.

3.5.7.2 ECIS-Untersuchungen auf ITO-Elektroden

Um den fototoxischen Effekt von Calcein AM auf MDCK-2 Zellen durch ECIS-Messungen
zu dokumentieren, wurden die Zellen auf planaren Filmelektroden aus ITO kultiviert, die zu
einem Array mit vier individuellen Messkammern (wells) arrangiert sind. Jedes well besitzt

eine Arbeitselektrode mit einer Fliche von etwa 8-107 cm” sowie eine Gegenelektrode. Diese
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ist etwa 300mal grofer als die Arbeitselektrode, so dass deren Impedanzbeitriage im Vergleich

zur Arbeitselektrode vernachlédssigt werden konnen.

3.5.7.3 Experimenteller Aufbau

Der  experimentelle = Aufbau  besteht aus einem  handelsiiblichen  inversen
Forschungsmikroskop (Nikon Diaphot TMD; Nikon, Diisseldorf), das zusitzlich mit einem
geschlossenen Kunststoffaufbau (Pfeile) versehen wurde (Harnischmacher Kunststofftechnik,
Kassel), der auf den Mikroskoptisch aufgesetzt wurde (Abb. 3.27). Dieser ermoglicht eine auf
+/- 0.5 °C genaue Temperierung der Probe auf die zellkulturiibliche Temperatur von 37 °C.
Die elektrische Kontaktierung der ITO-Substrate erfolgte iiber Metallspangen, die auf den
Mikroskoptisch fixiert sind. Um zwischen den einzelnen Arbeitselektroden wechseln zu
konnen, wurde ein Relais-Modul verwendet, welches eine sequentielle Ansteuerung der
einzelnen wells ermoglichte. Ein Microcontroller steuert die Kommunikation zwischen dem
Relais, dem verwendeten Impedanz-Analysators (SI 1260, Solatron Instruments) und einem
handelsiiblichen PC, mit dem die Erfassung und Speicherung der Messdaten erfolgte.

Mit Hilfe einer Quecksilberdampflampe (100 W, Nikon, Diisseldorf) und der entsprechenden
Filter (FITC (420-490 nm), TRITC (510-560 nm)) konnen die Zellen auf den transparenten
ITO-Elektroden mit Licht der gewiinschten Wellenlidnge bestrahlt werden. Zur Belichtung
wurde ein Objektiv mit 10-facher VergroBBerung (NA = 0.25; Nikon, Diisseldorf) verwendet.

Abb. 3.27: Experimenteller Aufbau fiir die ECIS-Experimente mit ITO-Elektroden. Das ITO-Substrat befindet
sich in dem Kunststoffaufsatz, der auf 37 °C temperiert wurde, und ist iiber Metallspangen auf dem
Mikroskoptisch kontaktiert. Die verschiedenen Arbeitselektroden konnen iiber ein Relais-Modul angesteuert
werden, welches mit einem Impedanzanalysator (Solatron Instruments, SI 1260) verbunden ist. Relais-Modul
und Impedanzanalysator wurden von einem handelsiiblichen PC gesteuert, der auch zur Datenaufnahme und
-sicherung diente.
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3.5.7.4 Fotolithografische Herstellung der ITO-Substrate

Das Aufbringen des gewiinschten Elektrodenlayouts auf die ITO-Substrate erfolgte durch
fotolithografische Methoden und ein anschlieBendes nasschemisches Atzen. Zunichst wurden
kommerziell erhiltliche ITO-Substrate in ObjekttrigergroBe (PGO, Iserlohn) mit einem
Schichtwiderstand < 10 Q/sq aus einer Distanz von etwa 20 cm mit einem Fotoresistlack
(Positiv 20, Kontakt Chemie; CRC Industries, Iffezheim) bespriiht, so dass eine gleichmiBig
dicke Lackschicht entstand. Anschlieend erfolgte die Trocknung der Objekttriger in einem
Trockenofen (Memmert, Schwabach) bei 70 °C fiir 15 min. Zur Belichtung wurden die
Objekttrager zusammen mit einer fiir das jeweilige Elektrodenlayout erstellten Maske auf ein
UV-Belichtungsgerit (Isel, Eiterfeld) gelegt und 2 min ultraviolettem Licht ausgesetzt. Die
dabei belichteten Lackbereiche verdnderten durch fotochemische Reaktionen ihre Farbe von
griin nach blau und wurden anschlieBend durch eine 1-2 miniitige Entwicklung mit einer
verdiinnten NaOH-Losung (7 g/l) entfernt. Die so freigelegten Oberflichenbereiche wurden
nun mit einem Gemisch aus konzentrierter Salpetersdure und konzentrierter Salzsdure sowie
Reinst-Wasser im Verhiltnis 6:47:47 fiir 45 bis 60 min bei RT geidtzt. Der iiberschiissige
Fotoresistlack wurde mit Aceton entfernt und die Objekttrager mit Ethanol gereinigt.
AbschlieBend wurde mit Hilfe von Silikonkleber (Henkel, Diisseldorf) ein 8-well-
Kunststoffaufsatz (LabTek, Nunc, Wiesbaden) auf die Objekttriger aufgebracht, der den

Einsatz in der Zellkultur ermoglicht.

3.5.7.5 Reinigung der ITO-Substrate

Die ITO-Substrate wurden zur Reinigung mit einer wéBrigen Detergenzlosung
(Mucasol, 5 ml/l) bei einer Temperatur von 70 °C fiir 15 min im Ultraschallbad behandelt.
AnschlieBend wurden die Substrate flinfmal mit Reinst-Wasser gespiilt und erneut fiir weitere
15 min dem Ultraschallbad ausgesetzt. Dieser Waschschritt wurde noch einmal wiederholt,
um Detergenzreste vollstindig zu beseitigen. Schlieflich wurden die ITO-Substrate im
Trockenschrank oder im Stickstoffstrom getrocknet.

Vor dem Einsatz in der Zellkultur wurden alle ITO-Substrate fiir 3 min im Argonplasma

sterilisiert.

3.5.7.6 ECIS-Untersuchungen zur Fototoxizitit von Calcein AM
Zellmorphologische Veridnderungen, die moglicherweise durch den fototoxischen Effekt von

Calcein AM induziert werden, wurden mit Hilfe der ECIS-Methode untersucht. Dabei kann
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zwischen Impedanzbeitrigen des Zell-Zell-Kontaktes und solchen des Zell-Zell-Kontaktes
unterschieden werden.

Etwa 24 h vor dem Experiment wurde das Medium letztmalig ausgetauscht. Am Tag des
Experiments wurde das Medium vorsichtig von den Zellen abgesaugt und durch 400 ul einer
2 uM Calcein AM-Losung ersetzt. Diese wurde durch Mischen von 5 ul einer Stammlosung
(1 mg/ml in DMSO, Molecular Probes) mit 2.5 ml PBS™, dem 1 mg/ml Glucose zugesetzt
worden war, hergestellt. Als Kontrolle wurde einem well nur 400 ul PBS-Glucose ohne
Calcein AM zugesetzt. Nach der Zugabe wurden die Zellen 90 min mit der Calcein AM-
Losung inkubiert. Wihrenddessen wurde das ITO-Substrat auf dem eingehausten
Mikroskoptisch (37 °C) kontaktiert (s. Abb. 3.27) und von allen Elektroden Impedanzspektren
aufgenommen, bis sich stationire elektrische Parameter eingestellt hatten. Anschlieend
wurden die Proben 5 min lang blauem Licht (420-490 nm) ausgesetzt. Die Kontrolle (kein
Calcein AM) wurde nur 5 min mit blauem Licht bestrahlt. Die Verdnderungen der

elektrischen Eigenschaften der Zellen wurden gegen die Zeit verfolgt.

3.5.7.7 Einsatz von Natriumascorbat als Reduktionsmittel

Natriumascorbat ist ein Reduktionsmittel, welches die gegebenenfalls bei der Belichtung
entstehenden reaktiven Sauerstoff-Spezies abfangen soll. Dadurch soll der fototoxische Effekt
von Calcein AM inhibiert und die Beteiligung von reaktiven Sauerstoff-Spezies an der
Zellschidigung nachgewiesen werden.

Die Kultivierung der Zellen erfolgte wie unter 3.5.7.6 beschrieben, wobei die Calcein AM-
Losung zusitzlich Natriumascorbat in einer Konzentration von 1 mM enthielt. Die Zellen
wurden vor der Exposition 90 min mit der Reagenzldsung inkubiert und anschliefend 5 min
mit blauem Licht (420-490 nm) bestrahlt. Der Effekt wurde wie zuvor anhand von ECIS-

Messungen verfolgt.

3.5.7.8 Einsatz eines Caspase-3-Inhibitors als Nachweis fiir Apoptose

Viele apoptotische Prozesse werden durch Caspasen vermittelt und als solche konnen sie
experimentell durch die spezifische Inhibition der Caspasen nach einem zu untersuchenden
Stimulus identifiziert werden. In diesem Experiment wurde Ac-DEVD-CHO als Caspase-3-
Inhibitor eingesetzt. Dieser besitzt die fiir die Caspase-3 spezifische Spaltungssequenz DEVD
(Asp-Glu-Val-Asp).

Zur Durchfithrung des Experimentes wurden die Zellen wie unter 3.5.7.6 beschrieben

kultiviert und prépariert. Die 2 uM Calcein AM-L6sung enthielt jedoch zusitzlich Ac-DEVD-
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CHO in einer Konzentration von 300 pM. Nach einer Inkubationszeit von 90 min wurden die
Zellen 5 min mit blauem Licht (420-490 nm) bestrahlt und der Effekt anhand von ECIS-

Messungen zeitlich verfolgt.

3.6  Rasterkraftmikroskopie

3.6.1 Grundlagen der Rasterkraftmikroskopie

Die Rasterkraftmikroskopie (atomic force microscopy, AFM) ermoglicht eine zerstorungsfreie
Abbildung von Oberflichen in atomarer Auflosung sowie die Bestimmung von
Materialeigenschaften einer Probe. Im Gegensatz zu anderen Techniken, mit denen sich
dhnliche oder bessere Auflosungen erreichen lassen wie z. B. die Elektronenmikroskopie, ist
dazu keinerlei Vorbehandlung der Probe nétig, die eventuell zu artifiziellen
Strukturverdnderungen biologischer Proben fiihren kann. Die Rasterkraftmikroskopie hat
somit seit ihrer Entwicklung im Jahre 1986 durch Binnig, Quate und Gerber
(Binnig et al., 1986) und insbesondere mit der darauf folgenden Optimierung der Methode an
eine Messung im wissrigen Milieu (Alexander et al., 1989) die Moglichkeit zur Untersuchung
der Dynamik vitaler Zellen bei hoher Auflosung geschaffen.

Zur Untersuchung einer Probe tastet in der Rasterkraftmikroskopie ein Hebelarm (Cantilever)
mit sehr feiner Spitze die Oberfliche ab. Wechselwirkungen zwischen den Atomen der Spitze
und denen der Probenoberfliche wie z.B. Coulomb-, Van der Waals- oder elektrostatische

Krifte resultieren in einer Auslenkung des Cantilevers.
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Abb. 3.28: Schematischer Aufbau des AFM.

Hélt man nun die Kraft, mit der iiber die Probe gerastert wird, mittels eines piezoelektrischen
Bewegungssystems konstant (constant force mode), so wird die Topographie der

Substratoberfliche nachgezeichnet. Die dazu notige Auslenkung des Cantilevers wird iiber
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einen Laserstrahl detektiert, der vom Hebelarm auf eine als Detektor dienende Vier-Segment-
Fotodiode reflektiert wird. Eine computergestiitzte Auswertung dieser Bewegung ermoglicht
dann die Errechnung einer dreidimensionalen Abbildung der Oberfliche. Abbildung 3.28
stellt den Aufbau des AFM schematisch dar.

Zwei Betriebsmodi lassen sich in der Rasterkraftmikroskopie zur Untersuchung der Probe
verwenden: Der contact-Modus ist eine statische Betriebsart und zur Abbildung biologischer
Proben nur bedingt geeignet. Wihrend der Messung ist die Spitze in direktem Kontakt mit
Oberfliche. Trifft der Cantilever auf eine Erhohung, so wird dessen Auslenkung detektiert
und der Abstand zur Spitze wieder auf eine konstante Kraft reguliert. Dies kann bei vitalen
Systemen mit geringer Rigiditdt wie z.B. Zellen zu einer nicht erwiinschten Kompression oder
sogar einer irreversiblen Deformation der Probe fithren. Der tapping-Modus dagegen bietet
eine dynamische Moglichkeit die Oberfliche zu untersuchen. Der Cantilever wird hier zu
einer Schwingung nahe seiner Resonanzfrequenz angeregt und dann an die Probe angenihert.
In der Niéhe der fiihrt dies zu einer Dadmpfung der Schwingungsamplitude des Cantilevers.
Durch Justierung des Abstandes zwischen der Spitze und dem Substrat wird diese
Schwingungsamplitude konstant gehalten und die Oberflichentopographie trotz
diskontinuierlichen Kontakts aufgezeichnet. Dies minimiert Reibungskrifte an der
Probenoberfliche des Substrates und eignet sich deshalb besonders zur Untersuchung vitaler

Systeme.

3.6.2 Kraft-Abstands-Kurven

Das Rasterkraftmikroskop ldsst sich nicht nur als bildgebendes Verfahren mit atomarer
Auflosung verwenden, sondern mit ihm kann man auch lokal Kréfte messen oder applizieren
und so insbesondere Informationen iiber die mechanischen Eigenschaften einer untersuchten
Probe liefern. Dies ist speziell fiir zelluldre Systeme interessant, da viele mechanische
Eigenschaften eukaryotischer Zellen in zelluldren Prozessen eine groBe Rolle spielen.
(Elson, 1988)

Durch Aufzeichnung der wirkenden Krifte wihrend der Anndherung und Entfernung der
Spitze des Cantilevers an die Probenoberfliche konnen die Wechselwirkungen zwischen
Spitze und Probe quantifiziert werden. Abbildung 3.29 stellt die Annidherung des Cantilevers
an eine Probe und die resultierende Kraft-Abstandskurve dar. Fiir eine steife, rigide Probe
findet man wihrend der Anndherung an die Oberfliche eine konstante Auslenkung des

Cantilevers (Abb. 3.29 A). Dies dndert sich, sobald die Spitze mit dem Substrat in Kontakt
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tritt (Abb. 3.29 B). Die Auslenkung nimmt nun proportional mit der piezo-Auslenkung zu
(Abb. 3.29 C). Weiche Substrate zeigen dagegen ein anderes Verhalten. Nachdem die Spitze

applizierte Kraft / nN

piezo-Auslenkung z / nm

Abb. 3.29: Exemplarische Auftragung der auf eine Probe applizierte Kraft gegen die piezo-Auslenkung des
Cantilevers wihrend der Messung einer Kraft-Abstands-Kurve (nach Radmacher et al., 1995). Zu Beginn der
Messung hat der Cantilever keinen Kontakt zur Probe, die applizierte Kraft bleibt konstant (A). Dies @ndert sich,
sobald die Spitze des Cantilevers auf die Probenoberfléiche trifft (B). Handelt es sich bei der Probe um ein sehr
steifes, rigides Material, das sich vom Cantilever nicht verformen ldsst, so nimmt die Verformung des
Hebelarmes proportional zur aufgebrachten Kraft zu (C). Wird allerdings eine vergleichsweise weiche
(z.B. biologische) Probe untersucht, die durch die Spitze des Hebelarms verformt werden kann, so steigt die
gemessene Kraft wesentlich langsamer an (D). Die Differenz zwischen diesen beiden Zustinden ist ein MaB fiir
die Elastizitit der weichen Probe.

die Oberfldche beriihrt, fiihrt eine weitere Erhohung der applizierten Kraft zu einem
langsameren, der piezo-Auslenkung nicht proportionalem Anstieg der Auslenkung des
Cantilevers (Abb. 3.29 D). Dieser Unterschied zwischen piezo- und Cantilever- Auslenkung
ist auf die Kompression der Probe durch die Spitze zuriickzufiihren. (Tao et al, 1992;

Weisenhorn et al., 1993; Radmacher et al., 1995).
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3.6.3 Experimentelle Durchfiihrung

Die zu untersuchenden Zellen wurden in Petrischalen (& 35 mm) kultiviert. In Abhéngigkeit
von den experimentellen Bedingungen wurden die entsprechenden Préiparationsschritte
vorgenommen.

Die Aufnahme der Bilder sowie die Elastizitdtsmessungen wurden mit einem handelsiiblichen
AFM (Bioscope, Digital Instruments, Santa Barbara, California, USA) durchgefiihrt. Vor
Beginn der Messung wurde das Medium durch einen physiologischen Phosphatpuffer ersetzt
(PBS™ bzw. PBS™ mit 1 g/l Glucose) und die Probe auf eine Temperatur von 20 °C
dquilibriert. Es wurden weiche Cantilever mit einer Federkonstante von weniger als 0.01 N/m
(Microlever, Park Scientific, Santa Clara, California, USA) verwendet wie von Butt und
Jaschke (1995) vorgeschlagen (thermal noise method).

Alle Bilder wurden im contact mode aufgenommen. Um das Elastizitdtsmodul zu bestimmen,
wurde das AFM im force volume mode betrieben, dabei wurde ein zweidimensionales Feld
von 64 x 64 Kraft-Abstands-Kurven erfasst, wihrend die Probenoberfliache abgerastert wurde.
Die Kraft-Abstands-Kurven wurden bei einer Frequenz von 2.5 Hz gemessen. Aus der
Analyse der einzelnen Kraft-Abstands-Kurven konnte dann eine zweidimensionale Karte der
gemessenen Elastizitdtsmoduli abgeleitet werden (Radmacher, 2002). AuBBerdem koénnen aus
diesen Daten auch topografische Bilder gewonnen werden. Die Aufnahme einer solchen Karte
nahm 90 Minuten in Anspruch. Um eine mechanische Beanspruchung der biologischen Probe
zu minimieren und um zu gewdhrleisten, dass ausschlielich die Oberseite des Zelllayers
durch den Cantilever eingedriickt wird, wurde die maximal applizierte Kraft auf 350-500 pN
minimiert. Die Berechnung der Elastizitdtsmoduli erfolgte unter der Benutzung des durch
Sneddon optimierte Hertz’sche Modell fiir elastische Einkerbungen (Radmacher, 2002;
Johnson, 1994; Sneddon, 1965).
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4 Ergebnisse

Die Mikrogravimetrie hat sich in biologischen Anwendungen zu einem niitzlichen Werkzeug
zur Detektion von Adhésionsprozessen entwickelt. Die Etablierung der Methode in der
Zellbiologie ermdglicht die Untersuchung der mechanischen Interaktion zwischen adhérenten
Zellen und dem Resonator. Dabei ist aber eine genaue Interpretation des gemessenen QCM-
Signals schwierig, da wenig iiber die einzelnen Zellkomponenten und ihre Wirkung auf die
Quarzoszillation bekannt ist. Diese Arbeit soll anhand von Messungen unterschiedlicher
Zelltypen sowie durch die Bestimmung der Auswirkungen der chemischen Verdnderung
einzelner Zellkomponenten auf die Quarzoszillation einen Ansatz bieten, die Ergebnisse
mikrogravimetrischer Untersuchungen besser zu verstehen und eine prézisere Interpretation

dieser Messungen vornehmen zu konnen.

4.1 Mikrogravimetrische Messungen an unterschiedlichen Zelltypen

Um die unterschiedlichen mechanischen Wirkungen der einzelnen Zellsorten auf die
Quarzoszillation quantifizieren zu konnen, werden diverse Zelllinien sowie primir kultivierte
Zellen auf den Resonatoren kultiviert und untersucht. Die Untersuchung der mechanischen
Komponenten des Zell-Substrat-Adhédsionskontaktes erfolgt mittels eines Schwingquarzes,
der im Bereich seiner fundamentalen Resonanzfrequenz impedanzspektroskopisch untersucht
wird (Quarz-Modus). Der Einflul einer Zellschicht oder eines Proteinfilms auf die
Quarzschwingung wird anhand der Anderung des Oszillationsverhaltens detektiert. Diese
Anderung kann anhand der aus dem BVD-Ersatzschaltbild (s. 3.4.2) erhaltenen
mikrogravimetrischen Parameter R und L quantifiziert werden. Dabei fiihren viskoelastische
Effekte an der Quarzoberfliche, wie sie durch eine Anderung von Dichte oder Viskositit der
Umgebung hervorgerufen werden konnen, zu einer korrespondierenden Anderung des
Dampfungswiderstandes R. Reine Massenabscheidungen, wie die Absorption eines
Proteinlayers auf dem Resonator, sowie eine Verdnderung der elastischen Gegebenheiten

induzieren dagegen eine Erhohung der Induktivitét L.

4.1.1 Exemplarische Darstellung der mikrogravimetrischen Parameter von MDCK-2
Zellen

Samtliche fiir die MDCK-2 Zellen (Madin-Darby canine kidney) erhaltenen Einzelergebnisse

sollen hier einmal exemplarisch dargestellt werden, um einen Uberblick iiber die Streuung

innerhalb der verschiedenen Messgroflen zu vermitteln. Der Vergleich mit den anderen
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Zellsorten, die in dieser Studie untersucht wurden, erfolgt dann anhand der Mittelwerte fiir die

jeweiligen Parameter.

4.1.1.1 Diampfungswiderstand R

Die Bedeckung der Quarzoberfliche mit einem konfluenten Zellmonolayer fithrt zu einer
signifikanten Erhhung des Ddmpfungswiderstandes. Fiir diesen Anstieg ist die Adhésion der
Zellen an die Quarzoberfliche vermittelt iiber die Integrine und die extrazelluldre Matrix
verantwortlich. Unspezifische Wechselwirkungen, die nicht durch eine Ligand-Rezeptor-

Interaktion vermittelt werden, haben keine derartigen Effekte zur Folge (Wegener et al. 2000).
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Abb. 4.1: Inkrementeller Dampfungswiderstand AR von konfluenten MDCK-2 Zellen. AR wurde aus der
Differenz zwischen dem Dampfungswiderstand R des zellbedeckten Quarzes und dem Diampfungswiderstand R
des mechanisch gereinigten, mit Medium {iiberschichteten Quarzes bestimmt. Die durchgezogene Linie
kennzeichnet den Mittelwert (425 +26) Q (n = 9; Mittelwert £ SDM).

In dieser Arbeit wird die durch die Zellschicht induzierte Zunahme der
Schwingungsddmpfung nicht anhand des absoluten Dampfungswiderstands R vorgestellt,
sondern anhand des inkrementellen Ddmpfungswiderstandes AR. Dieser wird aus der
Differenz des Diampfungswiderstandes des zellbedeckten Resonators und des mechanisch
gereinigten, mit Medium iiberschichteten Quarzes bestimmt. Dieses Verfahren hat den
Vorteil, dass samtliche Effekte, die nicht auf die Zellschicht zuriickzufithren sind und
moglicherweise auf die Herstellung der ZellkulturgefiBBe aus Quarzscheibe und aufgeklebtem
Glasaufsatz zuriickgehen (s. 3.4.5), nicht in die Betrachtung eingehen und der Wert von AR

damit nur die jeweilige Zellschicht charakterisiert. Abbildung 4.1 zeigt die Streuung der
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gemessenen Dimpfungswiderstinde AR. Es wurden minimale Werte von 300 € und

maximale Werte bis zu 600 € bei einem Mittelwert von (425 + 26) Q) gemessen.

4.1.1.2 Induktivitit L

Eine Anderung der Induktivitit L. charakterisiert Verdnderungen an der Quarzoberflidche, die
auf reine Massenabscheidungen oder elastische Verdnderungen zuriickzufithren sind.
Massenabscheidungen konnen durch die Adsorption von Serumproteinen aus dem
Kulturmedium oder die zelluldre Sekretion von extrazelluliren Matrixproteinen erfolgen.
Proteinschichten verhalten sich in der Regel wie eine rigide Masse, da sie nur vergleichsweise
geringe Wassereinschliisse zeigen, die Anderungen der viskosen Eigenschaften bedingen
konnen. Ein zusitzlicher Beitrag zur Gesamtinduktivitidtsinderung ergibt sich moglicherweise
aus einer Beteiligung der basolateralen Zellmembran am Gesamtsignal.

Analog wie in 4.1.1.1 fiir die Anderung des Dimpfungswiderstandes beschrieben, wird auch
zur Charakterisierung der Massenabscheidung nicht die absolute Induktivitdt sondern die
inkrementelle Induktivitit AL verwendet. Ein Grund fiir diese Vorgehensweise ist hier
ebenfalls, dass so nur die auf eine Protein- bzw. Zelladsorption zuriickzufiihrenden Anteile
der Induktivitit betrachtet werden. AuBerdem sind die inkrementellen Anderungen im
Vergleich zum Grundwert, der in etwa bei 46 mH liegt, sehr klein und lassen sich so
wesentlich einfacher miteinander vergleichen.

Die in Abbildung 4.2 dargestellten Induktivitdtsinderungen AL der MDCK-2 Zellen weisen
eine sehr groBe Streuung auf, die moglicherweise auch auf die im Vergleich zum Grundwert
kleinen Anderungen zuriickzufiihren sind. Die Messwerte liegen zwischen -1 uH und 3 pH.
Der Mittelwert liegt bei (0.6 = 0.4) pH. Somit induzieren MDCK-2 Zellen im Mittel nur eine
geringe Induktivitdtsdnderung im Vergleich zu anderen Zellsorten (s. 4.1.2.2). Eine Ursache
dafiir kann eine vergleichsweise geringe Proteinmenge im Bereich zwischen Zelle und
Quarzoberflidche sein.

Die im Vergleich zum Dampfungswiderstand groe Streuung der einzelnen Induktivitdten
macht allerdings eine konkrete Interpretation der Werte sowie des daraus bestimmten

Mittelwertes schwierig.
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Abb. 4.2: Inkrementelle Induktivitit AL von konfluenten MDCK-2 Zellen. AL wurde aus der Differenz
zwischen der Induktivitit L des zellbedeckten Quarzes und der Induktivitdt L. des mechanisch gereinigten, mit
Medium {iiberschichteten Quarzes bestimmt. Die durchgezogene Linie kennzeichnet den Mittelwert
(0.6 £0.4) uH (n = 9; Mittelwert £ SDM).

4.1.2 Bestimmung der mikrogravimetrischen Eigenschaften unterschiedlicher primér
kultivierter Zellen und Zelllinien aus diversen Geweben
Neben MDCK-2 Zellen wurden weitere Zellsorten aus verschiedenen Spezies- und
Gewebetypen mikrogravimetrisch charakterisiert. Untersucht wurden die epitheliale Zelllinie
MDCK-C7, die epitheliendhnlichen Fibroblasten NRK (normal rat kidney), die murine
Fibroblastenzelllinie NIH 3T3 sowie verschiedene Endothelzellarten: bovine Aorten-
Endothelzellen (BAEC), humane Nabelschnurendothelzellen (HUVEC) sowie porcine
(PBCEC) und murine (MBCEC) Kapillarendothelzellen aus dem Hirn. Die primir kultivierten
PBCEC und MBCEC wurden zusitzlich jeweils noch wunter zwei verschiedenen
Kultivierungsbedingungen betrachtet, die die Differenzierung der Zellen wesentlich
beeinflussen. Die Auswahl der Zellsorten deckt ebenfalls ein breites Speziesspektrum ab: So
stammen die beiden MDCK-Stimme aus Hund, die NRK-Zellen aus der Ratte, die
Fibroblasten aus Maus (NIH 3T3) und die Endothelien aus Rind (BAEC), Mensch (HUVECQC),
Schwein (PBCEC) sowie Maus (MBCEC). AuBlerdem unterscheiden sich Zellen des gleichen
Gewebes in Abhingigkeit vom Ursprungsorgan teilweise deutlich hinsichtlich ihrer
physiologischen Aufgabe. So bilden die porcinen und murinen Kapillarendothelzellen die
Blut-Hirn-Schranke und somit eine dichte Barriere, wihrend Aortenendothelzellen aufgrund
ithrer Fenestrierungen dazu nicht befdhigt sind. Die mikrogravimetrische Untersuchung dieser
unterschiedlichen Zellsorten sollte vor dem Hintergrund von deren bekannten

morphologischen und funktionellen Eigenschaften Riickschliisse auf die Einfliisse zelluldrer
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Komponenten auf die mikrogravimetrischen Parameter R und L ermdglichen und damit zur

weiteren Interpretation der elektromechanischen Daten beitragen.

4.1.2.1 Diampfungswiderstand R

Die aus dem BVD-Ersatzschaltbild erhaltene elektromechanische Gro3e R kennzeichnet den
viskosen, dissipativen Anteil der Quarzoszillation. Ein publizierter Vergleich
unterschiedlicher Zelltypen (Wegener et al., 2000) ergab, dass dieser Parameter die
mechanische Adhidsion von Zellen bzw. zelluliren Komponenten an das Substrat
charakterisiert. Die Autoren zeigten, dass der bei Anwesenheit einer Zellschicht auf der
Resonatoroberfldche resultierende Anstieg des Ddmpfungswiderstandes auf die spezifische,
integrinvermittelte Anbindung der Zellen {iiber die extrazellulire Matrix an die
Quarzoberfliche zuriickzufiihren ist. AuBerdem stellten sie fest, dass der Betrag der Anderung
des Diampfungswiderstands in Abhidngigkeit vom Zelltyp individuell unterschiedlich ist.
Diese Abhingigkeit vom Zelltyp oder von der Art des Ursprungsgewebes soll hier beleuchtet
werden.

Die bestimmten inkrementellen Ddmpfungswiderstinde der Zellschichten AR liegen je nach
Zellsorte und Kultivierungsbedingungen zwischen 100 und 900 € (Abb. 4.3). Der Betrag der
Dampfungswiderstinde AR ist dabei offensichtlich unabhingig davon, ob es sich um
Epithelien, Fibroblasten oder Endothelien handelt. Fiir alle Zelltypen finden sich Vertreter mit
groeren und solche mit kleineren AR-Werten. Wihrend fiir NIH 3T3-Zellen mit
AR = (245 £40) Q einer der niedrigsten Werte bestimmt werden konnte, erreichen die
morphologisch und funktionell &hnlichen NRK-Zellen im Mittel einen sehr groBen
Déampfungswiderstand von AR = (704 = 57) Q. MDCK-2 Zellen zeigen mit
AR = (425 £26) Q einen etwas geringeren Dampfungswiderstand als die verwandten
MDCK C7-Zellen (546 = 34 Q). Einen grofen Unterschied findet man innerhalb der
untersuchten makrovaskulidren Endothelzelllinien. Bovine Aortenendothelzellen zeigen mit
AR = (99 % 13) Q den fiir alle Zellsorten mit Abstand geringsten Dampfungswiderstand, fiir
HUVEC-Zellen konnte mit AR = (405 + 68) Q ein dhnlicher Wert wie bei den Epithelien
bestimmt werden. Die primér kultivierten Hirnkapillarendothelzellen aus Schwein weisen fiir
die zwei untersuchten Kultivierungsbedingungen einen ausgeprigten Unterschied auf. Der
mittlere Ddmpfungswiderstand steigt bei Zusatz von Hydrocortison (+HC) zum serumfreien
Medium auf mehr als das zweifache des Wertes fiir AR bei hydrocortisonfreier Kultivierung
(-HC) an. Fiir PBCEC (-HC) findet sich ein AR von (372 %+ 23) Q, fiir PBCEC (+HC) dagegen
ein Wert von AR= (861 = 27) Q. Fir MBCEC wurde ein derartiges Verhalten nicht
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Abb. 4.3: Mittlere Dampfungswiderstinde AR der untersuchten Zellschichten. Fiir die einzelnen Zellsorten
wurden folgende Werte bestimmt: NIH 3T3 (245 £40) Q / NRK (704 = 57) Q / MDCK-2 (425 £ 26) Q /
MDCK C7 Zellen (546 £ 34) Q / BAEC (99 + 13) Q / HUVEC (405 £ 68) Q / PBCEC (-HC) (372 +23) Q /
PBCEC (+HC) (861 £ 27) Q / MBCEC (-HC) (493 £ 15) Q / MBCEC (+HC) (494 = 20) Q (n > 4;
Mittelwert + SDM).

beobachtet. Statt dessen finden sich hier fir MBCEC (—HC)1 (AR = (493 = 15) Q) und
MBCEC (+HC) (AR = (494 £ 20) Q) nahezu identische Werte.

Die dargestellten Unterschiede im Dampfungswiderstand zwischen den einzelnen Zelltypen
sind nicht ohne weiteres erkldrbar und lassen keinen Zusammenhang mit dem
Herkunftsgewebe oder der physiologischen Aufgabe der einzelnen Zellart erkennen. Eine
genauere Untersuchung des QCM-Signals sowie die Aufkldrung, welche Zellkomponenten in

welchem MaB3 zum Diampfungswiderstand beitragen, ist somit erforderlich.

4.1.2.2 Induktivitit L

Die im Gegensatz zum Dimpfungswiderstand AR fiir eine reine Massenabscheidung
charakteristische Induktivitidtsanderung AL kann als Ma8 fiir die Abscheidung eines Proteins
auf der Quarzoberfliche dienen. Proteine werden durch die Oszillation des Quarzes nahezu
verlustfrei als steife rigide Massen mitbewegt, da sie nicht zu groeren Wassereinschliissen
neigen, die zu Dichte- und Viskosititsdnderungen innerhalb des Proteinlayers fithren konnen.
Allerdings konnen auch Beitrige des Zellkorpers, wie die basolaterale Zellmembran, die
Induktivitit beeinflussen. AuBerdem ist eine Anderung der Induktivitit L nur dann eindeutig

auf reine Massenbewegungen zuriickfithrbar, wenn die die elastischen Eigenschaften des

" Das Medium der unter hydrocortisonfreien Bedingungen kultivierten MBCEC (-HC) enthielt zusitzlich 10 %
Serum.
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Quarzes beschreibende Kapazitit C sich durch die Adhision von Zellen nicht dndert. Beide
GroBen konnen nicht unabhidngig voneinander bestimmt werden, so dass die Induktivitit L

indirekt auch elastische Komponenten enthalten kann.
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Abb. 4.4: Mittlere Induktivititsinderung AL der untersuchten Zellschichten. Fiir die einzelnen Zellsorten
wurden folgende Werte bestimmt: NIH 3T3 (-1.0+ 1.0) uH / NRK (5.4 + 0.4) uH / MDCK-2 (0.6 + 0.4) uH /
MDCK C7 Zellen (2.5 £ 0.7) uH / BAEC (4.0 £ 0.4) uH / HUVEC (5.0 = 0.5) uH / PBCEC (-HC)
(2.5%£0.7) uH / PBCEC (+HC )(7.6 = 0.8) uH / MBCEC (-HC) (3.7 = 0.4) uH / MBCEC (+HC) (4.6 £ 0.4) uH
(n > 4; Mittelwert + SDM).

Insgesamt konnten fiir die Induktivititsdanderungen héufig sehr groBe Streuungen fiir die
jeweiligen Zelltypen gefunden werden. Dies wurde schon fiir MDCK-2 Zellen im Detail
gezeigt (s. 4.1.1.2). Teilweise wurden dort deutlich negative Werte gemessen, die darauf
hinweisen, dass elastische Zellkomponenten den Wert der Kapazitit C beeinflussen und somit
eine Unterbestimmung der Induktivitit L resultiert. Wie in Abbildung 4.4 dargestellt ist, liegt
der groBe Teil der gemessenen, mittleren Induktivitdtsbeitrige AL fiir die verschiedenen
Zellsorten im Bereich von 2 bis 8 uH. Die murinen Fibroblasten NIH 3T3 weisen den
einzigen Wert auf, der im Mittel wesentlich den der anderen Zelltypen unterschreitet
(AL = (-1.0 £ 1.0) uH), wohingegen fiir die aus der Ratte stammenden NRK-Zellen eine
Induktivitidtsdnderung von AL = (5.4 £ 0.4) pH bestimmt werden konnte. Beide MDCK-
Stdmme zeigen eine deutlich geringere Induktivitdtsinderung als die NRK-Zellen. MDCK-2
Zellen weisen dabei einen Wert von AL = (0.6 = 0.4) uH auf, MDCK C7-Zellen besitzen ein
etwas groBere Induktivitidtsdnderung von AL = (2.5 = 0.7) uH. Fiir die Endothelzellen konnten
teilweise etwas hohere Induktivitdtsinderungen beobachtet werden. Hier muss allerdings

beriicksichtigt werden, dass zusitzlich zum endogen sekretierten Protein jeweils noch eine
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Proteinschicht zur Adhésionsvermittlung vor der Aussaat der Zellen auf den Quarz
aufgebracht worden ist. Fiir BAEC wurde eine Induktivitidtsanderung von AL = (4.0 £0.4) uH
detektiert. Ein dhnlicher Wert wurde fir HUVEC gefunden (AL = (5.0 £ 0.5) uH). Die
porcinen Kapillarendothelzellen zeigen wie schon fiir den Ddmpfungswiderstand auch hier
eine Besonderheit, die offenbar auf eine Induktion von Hydrocortison zuriickzufiihren ist.
Wihrend sich fir PBCEC (-HC) eine Induktivitdtsinderung von AL = (2.5 £ 0.7) uH
bestimmen ldsst, weisen PBCEC (+HC) einen signifikant hoheren Wert von
AL = (7.6 £0.8) uH auf. Analog zur Bestimmung des Ddmpfungswiderstandes kann ein
dhnlicher Zusammenhang fiir die murinen Kapillarendothelzellen nicht gefunden werden
(MBCEC (-HC): AL = (3.7 £0.4) uH; MBCEC (+HC): AL = (4.6 £ 0.4) uH).

Ahnlich wie schon fiir die Didmpfungswiderstandsinderungen der einzelnen Zelltypen
festgestellt werden konnte, ist auch hier eine direkte Einordnung und Interpretation der durch
die jeweiligen Zellsorten induzierte Induktivitdtsianderung nur sehr schwer moglich.
Auflerdem fiihrt die relativ groe Streuung der Einzelwerte dazu, dass die Mittelwerte
teilweise mit groBen Unsicherheiten behaftet sind und eine Differenzierung zwischen den
untersuchten Zellarten in einigen Féllen schwierig macht. Zur Interpretation der
Induktivitidtsanderung sind ebenfalls weitere Untersuchungen des Zell-Substrat-Bereichs

notig.

4.2 Bestimmung des Zell-Substrat-Abstands d mit Hilfe der Fluoreszenz-

Interferenz-Kontrastmikroskopie
Die mikrogravimetrischen Untersuchungen zum Dadmpfungswiderstand und zur Induktivitit
unterschiedlicher Zelltypen zeigen signifikante Unterschiede zwischen den diversen
Zellsorten. Da diese Differenzen ihren Ursprung vermutlich im Bereich zwischen der
basolateralen Membran und der Substratoberfliche haben, bietet sich eine eingehende
Betrachtung dieser Region an. Die Fluoreszenz-Interferenz-Kontrast-(FLIC) Mikroskopie
ermOglicht es, den Abstand d zwischen basaler Membran und Kultursubstrat (kurz: Zell-
Substrat-Abstand) der jeweiligen Zellsorte zu bestimmen und diese Werte mit den
mikrogravimetrischen Daten zu vergleichen. Dazu werden die Zellen auf speziellen,
strukturierten Siliziumsubstraten kultiviert, die mit einer diinnen Schicht Siliziumdioxid
tiberzogen sind. In die SiO,-Schicht sind nasschemisch vier unterschiedliche Hohenstufen
gedtzt, die erforderlich sind, um aus den an diesen Stellen bestimmten relativen
Fluoreszenzintensitidten einen eindeutigen Zell-Substrat-Abstand ermitteln zu konnen

(s. 3.2.1).



Ergebnisse 78

200.0
175.0 4

150.0 4

125.0 4

rel. Fluoreszenzintensitat

100.0

T T
0.0 50.0 100.0 150.0 200.0
Oxidschichtdicke / nm

Abb. 4.5: A Fluoreszenzmikroskopisches Bild von MDCK-2 Zellen, die auf strukturierten FLIC-Chips kultiviert
und mit dem Membranfarbstoff 1,1’-Dioctadecyl-3,3,3’,3’-tetramethyl-Indocarbocyanin-perchlorat (Dil Cjg)
gefiarbt wurden. Die durch Excitations- und Emissionsinterferenz des Fluoreszenzlichtes hervorgerufenen
unterschiedlichen Intensititen auf den jeweiligen Hohenstufen lassen sich deutlich erkennen. Die Zahlen
markieren die Hohe der vier Stufen in ansteigender Reihenfolge von 10 nm (1) bis 150 nm (4). Die auf diesen
Stufen bestimmten relativen Fluoreszenzintensitéten dienen als Grundlage fiir die Berechnung des Zell-Substrat-
Abstandes. B Beispiel fiir die Bestimmung des Zell-Substrat-Abstandes aus den fiir die jeweiligen Hohenstufen
gemessenen relativen Fluoreszenzintensitdtswerten durch mathematische Anpassung. Fiir diesen Fall ergibt sich
ein Zell-Substrat-Abstand von (26.5 +2.3) nm.

Abbildung 4.5 zeigt auf der linken Seite (A) exemplarisch ein fluoreszenzmikroskopisches
Bild einer MDCK-2 -Zellschicht, die auf einem strukturierten Siliziumchip kultiviert und mit
dem  Membranfarbstoff 1,1’-Dioctadecyl-3,3,3’,3’-tetramethyl-Indocarbocyanin-perchlorat
(Dil) gefiarbt wurde. Die Zahlen kennzeichnen die SiO,-Hohenstufen in ansteigender
Reihenfolge. Der rechte Teil der Abbildung (B) stellt die auf diesen Hohenstufen bestimmten
relativen Fluoreszenzintensititen als Funktion der Oxiddicke dar. Die mathematische
Anpassung der charakteristischen Schwebungskurve, die aus der Auftragung der
Fluoreszenzintensitidt gegen den Abstand des Fluorophors vom Substrat resultiert, liefert dann

den entsprechenden Zell-Substrat-Abstand d (s. 3.2.1).

4.2.1 Exemplarische Darstellung des Zell-Substrat-Abstands d von MDCK-2 Zellen

Fir MDCK-2 Zellen sollen, ebenso wie es fiir die mikrogravimetrischen Messungen
durchgefiihrt wurde, einmal exemplarisch alle Messungen gezeigt werden, um die Streuung
der Ergebnisse zu verdeutlichen. Abbildung 4.6 zeigt die fiir jeweils individuell ausgewihlte
Zellen gemessenen Zell-Substrat-Abstinde. Jeder Balken entspricht dem Messergebnis einer
Einzelzelle. Die Standardabweichungen der fiir die einzelnen Zellen bestimmten Absténde
ergeben sich aus der Giite der jeweiligen Anpassung der Transferfunktion. Die erhaltenen

Resultate fiir den Zell-Substrat-Abstand von MDCK-2 Zellen liegen in einem recht weiten
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Bereich von unter 15 bis zu iiber 40 nm. Es ldsst sich ein Mittelwert fiir d = (26.8 + 1.4) nm

bestimmen.
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Abb. 4.6: Mittlerer Abstand zwischen Zelle und Substrat von konfluenten MDCK-2 Zellen. Die durchgezogene
Linie kennzeichnet den Mittelwert fiir d = (26.8 £ 1.4) nm (n = 28; Mittelwert £ SDM).

4.2.2 Bestimmung des Zell-Substrat-Abstands fiir verschiedene Zelltypen

Eine detaillierte Darstellung aller Einzelergebnisse, wie sie fir MDCK-2 Zellen gezeigt
wurde, soll fiir alle weiteren Zelltypen unterbleiben. Die Beschreibung der Ergebnisse erfolgt
anhand des jeweils bestimmten mittleren Zell-Substrat-Abstands d. Abbildung 4.7 zeigt diese
mittleren Zell-Substrat-Abstinde. Der Grofteil der untersuchten Zellschichten weist sehr
dhnliche Zell-Substrat-Abstinde zwischen 50 und 100 nm auf. Einzig die MDCK-2 Zellen
weichen davon deutlich ab.

Fiir MDCK-2 Zellen wurde der mit Abstand kleinste Wert von d = (27 = 1) nm gemessen. Die
untersuchten NIH 3T3-Zellen sind im Mittel etwa d = (87 £ 5) nm von der Substratoberfliche
entfernt. Fir die epitheldhnlichen NRK-Zellen wurde ein Abstand von d =(73 = 3) nm
bestimmt. MDCK C7-Zellen zeigen ein deutlich gréeres d von (60 £ 6) nm. Sidmtliche
betrachteten = Endothelzellen zeigen ebenfalls Zell-Substrat-Abstinde in  dieser
GroBenordnung. Wihrend fiir die makrovaskulidren bovinen Aortenendothelzellen ein
mittlerer Abstand von d = (75 £ 2) nm bestimmt wurde, konnte fiir die humanen Endothelien
aus der Nabelschnur eine durchschnittliche Distanz von d = (86 + 2) nm ermittelt werden. Die
primir kultivierten porcinen Kapillarendothelzellen weisen die grof3ten Abstinde aller Zellen
auf, zeigen aber fiir die verschiedenen Kulturbedingungen keine signifikanten Unterschiede

(PBCEC (-HC): (101 = 6) nm; PBCEC (+HC): (94 £ 3) nm. Murine Kapillarendothelzellen
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wurden aufgrund des fiir einen konfluenten Zelllayer der entsprechenden Grofe nétigen

Zellmenge und des damit einhergehenden priparativen Aufwandes nicht untersucht.
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Abb. 4.7: Mittlerer Zell-Substrat-Abstand d der untersuchten Zellsorten. Fiir die einzelnen Zelltypen wurden
folgende Werte gemessen: NIH 3T3 (87 = 5) nm / NRK (73 £ 3) nm / MDCK-2 (27 £ 1) nm / MDCK C7 Zellen
(60 £ 6) nm / BAEC (75 £ 2) nm / HUVEC (86 * 2) nm / PBCEC (-HC) (101 £6) nm / PBCEC (+HC)
(94 £ 3) nm (n > 9; Mittelwert £ SDM).

Die Ergebnisse der FLIC-Mikroskopie geben keine einfache Korrelation mit den ermittelten
mikrogravimetrischen Daten zu erkennen. Nach den vorliegenden Untersuchungen sind die
Zell-Substrat-Abstinde nicht entscheidend fiir die mikrogravimetrisch bestimmten
Déampfungswiderstinde. Moglicherweise konnen aber durch elektrische Untersuchungen der
diversen Zelltypen Zusammenhénge zwischen diesen Parametern hergestellt werden, da die

Geometrie des subzelluldren Spalts Einflu auf die dort herrschenden elektrischen Zusténde

hat. Diese Abhingigkeit wurde von Giaever und Keese (1991) im ECIS-Modell formuliert.

4.3 Elektrische Untersuchungen des Adhisionsbereichs von primir

kultivierten Zellen und Zelllinien aus unterschiedlichen Geweben
Auf elektrisch leitenden Substraten verhalten sich Zellen wie Isolatorpartikel und erhohen
dadurch die Gesamtimpedanz des Systems. Uber die Analyse elektrochemischer
Impedanzmessungen nach dem sogenannten ECIS-Modell konnen Daten einer adhédrenten
Zellschicht gewonnen werden, die aus einer Messung Informationen zur Stirke der Zell-Zell-
Kontakte (Rp), der elektrochemischen Beschaffenheit des Bereichs zwischen basolateraler

Zellmembran und Substrat (o0) wie auch der Struktur der Oberfldche der Zellmembran (Cy,)
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liefern und wichtige Riickschliisse auf die Morphologie und die Vitalitit der Zellen
ermoglichen.

Abbildung 4.8 A stellt exemplarisch die Spektren fiir eine zellbewachsene sowie eine leere
Goldfilmelektrode gegeniiber. Die durchgezogene Linie reprédsentiert die angepasste
Ubertragungsfunktion des ECIS-Modells. Die iterative Anpassung der elektrischen Parameter
an die gemessene Kurve erfolgte nach einer Methode von Wegener et al. (2000). Abbildung

4.8 B zeigt das zugehorige Ersatzschaltbild mit den zellspezifischen ECIS-Parametern Ry, o
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Abb. 4.8: A Typische Impedanzspektren einer planaren Goldfilmelektrode mit und ohne einer darauf
befindlichen Zellschicht. Die durchgezogene Linie reprisentiert die angepasste Ubertragungsfunktion.
B Zugehoriges Ersatzschaltbild einer zellbewachsenen Elektrode zur niherungsweisen Veranschaulichung des
Modells von Giaever und Keese (1991). Ry, symbolisiert den ohmschen Widerstand der Elektrolytlosung, R,
den ohmschen Widerstand der Zell-Zell-Kontakte, oo die frequenzabhéngige Impedanz des Zell-Substrat-
Kontaktes. C,, charakterisiert die Kapazitit der Plasmamembran und CPE steht fiir die nicht-ideale Impedanz an
der Grenzfldche Elektrode-Elektrolyt.

und C,, sowie den Parametern, die die elektrischen Eigenschaften des Mediums(Rpux)und der
Elektrodengrenzfliche (CPE) beschreiben. Dabei charakterisiert R, den parazellulidren
Widerstand der Zell-Zell-Kontakte, oo den Parameter, der aus dem Bereich zwischen Zelle und
Substrat resultiert und C,, die spezifische Membrankapazitit der Zellschicht. Rpux
symbolisiert den Widerstand der Elektrolytlosung und CPE die nicht-ideale Impedanz an der
Grenzfliche Elektrode-Elektrolyt (Giaever und Keese, 1991).

4.3.1 Elektrische Charakterisierung eines konfluenten MDCK-2 Monolayers

Analog zu den bereits gezeigten mikrogravimetrischen Untersuchungen und den Daten der
FLIC-Messungen sollen auch hier die detaillierten Ergebnisse der einzelnen ECIS-Messungen
exemplarisch anhand von MDCK-2 Zellen dargestellt werden. Fiir alle weiteren untersuchten
Zellsorten werden aus Griinden der Ubersichtlichkeit nur noch die statistischen Mittelwerte

mit den jeweiligen Standardabweichungen angegeben.
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Die elektrischen Parameter Ry, o und Cp,, wurden aus ECIS-Messungen bestimmt, die parallel
zu den mikrogravimetrischen Untersuchungen an den auf Schwingquarzen kultivierten Zellen

durchgefiihrt wurden.

Zell-Substrat-Parameter o

Der Zell-Substrat-Parameter o beschreibt den frequenzabhingigen Impedanzbeitrag, der sich
aus dem Fluf} des Stromes durch den schmalen Spalt des Adhisionskontakts ergibt. Dies
ermOglicht eine  Charakterisierung dieser Region hinsichtlich der speziellen
elektrochemischen Verhiltnisse, die sich sowohl aufgrund der nanoskaligen Dimensionen als

auch durch die spezielle molekulare Komposition dieses Bereiches (ECM, Integrine) ergeben.
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Abb. 4.9: Zell-Substrat-Parameter o konfluenter MDCK-2 Zellen aus unabhéngigen Einzelexperimenten. Die
durchgezogene Linie kennzeichnet den Mittelwert (16.0 = 0.6) Q%cm (n = 9; Mittelwert + SDM).

Die hier gemessenen Werte fiir o, umfassen Werte von etwa 15 bis zu 20 Q’cm. Abbildung
4.9 illustriert die Streuung der Messwerte. Als Mittelwert aus neun Experimenten ergibt sich

fiir ocein Wert von (16.0 = 0.6) Q* cm.

Spezifischer parazellulirer Widerstand Ry,

Der spezifische parazelluldre Widerstand Ry, ist ein MaB fiir die Stirke der Zell-Zell-Kontakte
(tight junctions). MDCK-2 Zellen gehoren zu den weniger dichten Epithelien und bilden
vergleichsweise durchlédssige Zellschichten aus. Abbildung 4.10 veranschaulicht die Streuung

der Messwerte. Die hier ermittelten Werte fiir R, liegen in einem Bereich von 70 bis zu
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110 Qcm®. Als Mittelwert aus neun Experimenten ergibt sich fir R, ein Wert von

(88 £ 4) Qcm’.
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Abb. 4.10: Parazelluldrer Widerstand R, konfluenter MDCK-2 Zellen aus unabhéngigen Einzelexperimenten.
Die durchgezogene Linie kennzeichnet den Mittelwert (88 + 4) Qcm? (n = 9; Mittelwert = SDM).

Spezifische Kapazitit der Zellmembran C,,
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Abb. 4.11: Spezifische Kapazitit der Zellmembran C, konfluenter MDCK-2 Zellen aus unabhéngigen
Einzelexperimenten. Die durchgezogene Linie kennzeichnet den Mittelwert (3.03 + 0.03) pFcm™
(n = 9; Mittelwert + SDM).

Die flichenspezifische Kapazitit der Zellmembran C,, liefert Informationen tiber die Struktur

der Zelloberflaiche. Wiahrend die Kapazitdt einer ideal glatten Zellmembran bei vielen
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verschiedenen Zelltypen zu 1 pFem? bestimmt wurde (Cole, 1972) fiihrt jede
OberflidchenvergroBerung wie z.B. die bei transportaktiven Epithelien vorkommenden
Mikrovilli zu einer Erhohung der flichennormierten Kapazitit. Somit konnen direkte
Riickschliisse auf die Oberflichenbeschaffenheit anhand des Kapazititswertes getroffen
werden. Abbildung 4.11 zeigt die aus neun verschiedenen Experimenten bestimmten
Kapazitdatswerte fir MDCK-2 Zellen. Die Werte der Einzelmessungen weisen nur eine sehr
geringe Schwankungsbreite auf und liegen im Bereich von 2.9 bis 3.1 chm'z. Als Mittelwert

ergibt sich fiir Cp, ein Wert von (3.03 + 0.03) chm'z.

EinfluB des Membranwiderstandes R, auf die ECIS-Parameter
Der Membranwiderstand Ry, bleibt bei der mathematischen Analyse der Daten nach Wegener
et al. (2000) unberiicksichtigt. Im verwendeten Ersatzschaltbild wird von einem rein

kapazitiven Verhalten der Zellmembran ausgegangen und ein Einfluf des als beliebig grof3
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Abb. 4.12: Anderung der normierten ECIS-Parameter von MDCK-2 Zellen in Abhingigkeit vom gewihlten
Membranwiderstand R, bei der iterativen Modellanpassung. Dargestellt sind die Parameter R, (= ), o (j ) und

Cn (CB).

angenommenen Membranwiderstandes auf die gesamte Impedanz der Zellschicht wird
vernachldssigt. Um zu hinterfragen, ob diese Annahme zu einer Verfilschung der
resultierenden Werte fiir die ECIS-Parameter fiihrt, wurde ein Auswertealgorithmus
entwickelt, der die Berechnung der elektrischen Parameter des ECIS-Modells aus einem
experimentell bestimmten Impedanzspektrum fiir einen frei gewédhlten Membranwiderstand

ermoglicht. Dieses Verfahren wurde fiir unterschiedliche Membranwiderstinde Ry,
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durchgefiihrt und der Einflu} auf die Parameter Ry, ot und Cp,, dokumentiert (Abb. 4. 12)2. Dies
sollte eine Abschitzung moglich machen, ab welcher Grofenordnung die
Membranwiderstinde fiir die Bestimmung der ECIS-Parameter nicht mehr vernachlédssigbar
sind.

Abbildung 4.12 zeigt deutlich, dass erst nach einem Absinken des Membranwiderstandes auf
Werte unter 500 Qcm’® eine signifikante Zunahme der Parameter o und Ry, zu beobachten ist.
Eine drastische Zunahme dieser beiden Parameter auf etwa das 1.5fache des Ausgangswertes
ist erst fiir einen Membranwiderstand von 100 Qcm® zu erkennen. Im Gegensatz dazu bleibt
die Membrankapazitit Cy, fiir alle Membranwiderstande nahezu unverdndert. Da der typische
Membranwiderstand tierischer Zellen deutlich iiber 10 kQcm® liegt (Asami et al., 1990:
HeLa- und Myeloma-Zellen: 10-11 kQcm®; Asami und Takashima, 1994: Myoblasten: 17-
20 kQcm?®), kann eine darauf zuriickzufiihrende Verfilschung der Daten ausgeschlossen

werden.

4.3.2  Charakterisierung adhirenter Zellschichten mit der ECIS-Methode

Die elektrochemische Charakterisierung unterschiedlicher Zelllinien und primér kultivierter
Zellen aus verschiedenen Geweben sollte eine Beschreibung der elektrischen Verhiltnisse im
Adhisionskontakt und eine mogliche Korrelation mit den mikrogravimetrischen Messungen
erlauben. Daher wurden die elektrochemischen Untersuchungen, wie schon exemplarisch in
4.3.1 fir MDCK-2 Zellen dargelegt wurde, parallel zu den mikrogravimetrischen Messungen
durchgefiihrt. Eine detaillierte Darstellung der einzelnen Daten, wie sie dort erfolgt ist, soll
hier aber unterbleiben. Die Zelltypen werden anhand der jeweiligen Mittelwerte der
entsprechenden Parameter charakterisiert.

Die Bestimmung der elektrischen Parameter nach dem ECIS-Formalismus ermdglicht eine
Einordnung der Zellen hinsichtlich der Dichtigkeit der Zell-Zell-Kontakte (Ryp),
Oberflachenstruktur der Zellmembran (C,,) sowie der Stidrke der Zell-Substrat-Kontakte, die
durch den Parameters o beschrieben werden. Diese elektrische Charakterisierung mit Hilfe
der ECIS-Methode erlaubt dann Riickschliisse auf die Funktion der Zelle in physiologischer
Umgebung. Bei der Analyse von ECIS-Daten werden die Zellen als zylindrische Isolator-
Partikel angenihert, die sich in einem bestimmten Abstand zur Elektrode befinden. Die
Annahme einer zylindrischen Form ist fiir die meisten Zellen zutreffend. Eine Ausnahme

bilden hier die spindelformigen, porcinen Kapillarendothelzellen. Daher wurden die ECIS-

* Der angenommene Wert fiir R, wird wihrend der iterativen Anpassung der Modellparameter Ry, o und Cp,
nicht variiert.
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Daten der PBCEC mit einem fiir diese Zellform optimierten Modell (Lo et. al., 1998) an die

elektrischen Rohdaten angepasst.

Zell-Substrat-Parameter o

Der Zell-Substrat-Parameter o ermoglicht eine elektrische Charakterisierung des
Adhisionskontaktes zwischen Zelle und Substrat. Die elektrischen Verhiltnisse im Raum
zwischen Zelle und Substrat sind aufgrund der experimentellen Anforderungen bisher wenig
untersucht. Wie in 4.3.1 fir MDCK-2 Zellen exemplarisch dargelegt wurde, kann der
Parameter oo mit Hilfe des mittleren Zellradius r. sowie des Zell-Substrat-Abstandes d, der
sich aus der FLIC-Mikroskopie gewinnen ldsst, einen Zugang zum spezifischen Widerstand
Ppwb unter den Zellen bieten. Dies kann auch ein Ansatz sein, um das unterschiedliche

Adhisionsverhalten der verschiedenen Zellen zu erkliren.
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Abb. 4.13: Mittlerer Zell-Substrat-Parameter o. der untersuchten Zellsorten. Fiir die einzelnen Zelltypen wurden
folgende Mittelwerte gemessen: NIH 3T3 (3.2 * 0.2) Q%°cm / NRK (7.9 + 0.3) Q*cm / MDCK-2
(16.0£0.6) Q%°cm / MDCK C7 (117 £3) Q*cm / BAEC (3.1 + 0.1) Q"°cm / HUVEC (5.3 + 0.3) Q%cm /
PBCEC (-HC) (25.1 + 0.9) Q"°cm / PBCEC (+HC) (42 + 3) Q"°cm / MBCEC (-HC) (13.8 + 0.6) Q"°cm /
MBCEC (+HC) (23 + 1) Q*°cm (n > 4; Mittelwert + SDM).

Abbildung 4.13 stellt die Ergebnisse fiir die verschiedenen Zelltypen vergleichend dar. Die
betrachteten Zellsorten zeigen fiir den Parameter o ein analoges Verhalten wie fiir den
parazelluliren Widerstand Ry. Eine Zellsorte, die ein vergleichsweise groen Widerstand Ry,
zeigt, weist auch einen relativ groen Zell-Substrat-Parameter o auf, bzw. eine Zellsorte mit

eher geringem parazellulirem Widerstand besitzt analog dazu nur einen sehr kleinen Wert fiir

o. Fiir die nicht barrierebildenden NIH 3T3-Zellen wurden (3.2 = 0.2) Q%°cm fiir o gemessen,
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die NRK-Zellen zeigen etwas hohere mittlere Werte von (7.9 + 0.3) Q%’cm. Fiir die MDCK-2
Zellen konnte im Vergleich mit den anderen untersuchten Zellsorten ein mittelgroer Wert fiir
a ((16.0 £ 0.6) Q%°cm) bestimmt werden. Fiir die parazelluldr sehr dichten MDCK C7-Zellen
wurde dagegen der mit Abstand groBte Wert aller untersuchten Zellsorten gefunden
(117 £3) Q% cm). Ahnlich wie fiir die Fibroblasten zeigen die makrovaskulidren Endothelien
nur sehr geringe Werte fiir den Zell-Substrat-Parameter o. Bovine Aortenendothelzellen
((3.1x0.1) QO'Scm) und HUVEC-Zellen ((5.3 = 0.3) QO'Scm) liegen am unteren Ende des
beobachteten Spektrums. Davon heben sich sowohl die primér kultivierten PBCEC wie auch
MBCEC durch signifikant groBere Werte fiir o ab. Unterschiede ergeben sich auch fiir die
verschiedenen  Kultivierungsbedingungen. Der EinfluB der hydrocortisonhaltigen
Kultivierung lédsst sich fiir beide Zelltypen am Anstieg des Zell-Substrat-Parameters o in
dhnlicher Weise erkennen wie es auch schon fiir R, beobachtet werden konnte. So wurde fiir
PBCEC unter hydrocortisonfreien Bedingungen ein Wert von o = (25.1 * 0.9) Q*°cm
bestimmt, unter Zusatz von Hydrocortison dagegen ein deutlich hoheres o von
(42 £ 3) Q% cm. Ahnlich verhilt es sich fir MBCEC: Unter serumhaltiger Kultivierung ohne
Zugabe von Hydrocortison konnte ein Wert von o = (13.8 + 0.6) Q*’cm bestimmt werden, im

Falle des Serumentzuges bei gleichzeitiger Zugabe von Hydrocortison statt dessen

a=2311) Q%cm.

Parazelluléirer Widerstand Ry,

Der parazellulire Widerstand R, charakterisiert die Dichtigkeit einer Zellschicht gegeniiber
anorganischen Ionen, die nicht durch die Zellmembran hindurchdiffundieren kdonnen. Da
durch Messungen von Ry, somit direkt auf die Beschaffenheit des Zell-Zell-Kontaktes (tight
junctions) geschlossen werden kann, ermoglicht dieser Parameter auch eine Einordnung
unterschiedlicher Zelltypen hinsichtlich ihrer physiologischen Aufgaben. Die Ergebnisse fiir
alle Zelltypen sind in Abbildung 4.14 vergleichend gegeniibergestellt. Die hier untersuchten
acht Zellsorten weisen Werte fiir R, auf, die zwischen 1 und 3000 Qcm’ liegen. Die
Widerstinde der epithelihnlichen NRK-Zellen liegen bei Ry= (9.3 * 0.8) Qcm’” und liegen
damit signifikant hoher als die ebenfalls untersuchten murinen Fibroblasten (NIH 3T3), die
typischerweise keine barrierebildenden Zell-Zell-Interaktionen ausbilden. Fiir diese murinen
NIH 3T3-Zellen findet sich ein Wert von R, = (1.15 = 0.13) Qcm’. Die aus dem Epithel der
Niere des Hundes gewonnenen MDCK-2 Zellen zeigen dagegen eine deutlich hohere
Dichtigkeit des Zelllayers (R, = (88 +4) Qcmz). Die mit Abstand hochsten Werte fiir Ry
finden sich fiir den zweiten MDCK-Stamm, die epithelialen MDCK C7-Zellen



Ergebnisse 88

(Rp = (2870 £ 240) Qcm?). Fiir die untersuchten makrovaskuliren Endothelzellen konnten
statt dessen nur sehr kleine parazellulire Widerstinde bestimmt werden. Bovine
Aortenendothelzellen weisen Widerstinde von Ry, =(1.72 + 0.06) Qcm® auf, fir humane
Nabelschnurendothelzellen wurde ein mittlerer Widerstand von R, = (3.02 £ 0.28) Qcm’
bestimmt. Die aus dem Gehirn von Schweinen bzw. Miusen préparierten
Kapillarendothelzellen gehdren zum mikrovaskuldren Endothel und bilden in beiden Spezies
die Grundlage der Blut-Hirn-Schranke. Die fiir diese physiologische Aufgabe erforderlichen
Barriereeigenschaften finden sich auch in den gemessenen parazelluliren Widerstinden
wieder.

Sowohl fiir porcine wie auch fiir murine Kapillarendothelzellen zeigen sich fiir die zwei
unterschiedlichen Kaultivierungsbedingungen grole Unterschiede in den resultierenden
parazelluldren Widerstdnden. So weisen die in serumfreien Medium unter Zugabe einer

physiologischen Konzentration an Hydrocortison (550 nM) kultivierten Zellschichten etwa
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Abb. 4.14: Mittlerer parazellulirer Widerstand Ry, der untersuchten Zellsorten. Fiir die einzelnen Zellspezies
wurden folgende Werte gemessen: NIH 3T3 (1.15 + 0.13) Qcm® / NRK (9.3 + 0.8) Qcm® / MDCK-2
(88 £4) Qcm’ / MDCK C7 (2870 + 240) Qcm® / BAEC (1.72 + 0.06) Qcm? / HUVEC (3.02 + 0.28) Qcm? /
PBCEC (-HC) (263 + 16) Qcm?/ PBCEC (+HC) (830 + 90) Qcm? / MBCEC (-HC) (25 * 3) Qcm? / MBCEC
(+HC) (82 £ 13) Qcem? (n > 4; Mittelwert = SDM).

dreimal hohere Werte fiir Ry, auf als die in serumfreien Medium ohne Hydrocortison (PBCEC)
bzw. in serumhaltigen Medium ohne Hydrocortison kultivierten Zellen (MBCEC).
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Fir PBCEC wurde in Abwesenheit von HC fiir R, ein Wert von (263 + 16) Qcm? gemessen,
im Gegensatz zu (830 * 90) Qcm® fiir hydrocortisonhaltiges Kulturmedium®. Trotz deutlich
kleinerer Absolutwerte wurde fiir MBCEC ein analoges Verhalten gefunden. In
serumhaltigem Kulturmedium ohne Hydrocortison wurde fiir MBCEC ein Wert von
Rp = (25 + 3) Qcm® bestimmt im Vergleich zu Ry, = (82 + 13) Qcm® bei Kultivierung in

hydrocortisonhaltigem serumfreien Medium.

Spezifische Kapazitit der Zellmembran C,,
Die flichennormierten Kapazitit C,, einer ideal glatten Zellmembran ohne Ausstiilpungen
liegt bei 1 pFem™ Sind bei Zellen OberflichenvergroBerungen wie z.B. Mikrovilli

vorhanden, so fiihrt dies zu einem deutlichen Anstieg von C,.

“NIH 3T3 MDCK 2 BAEC PBCEC (-HC)  MBCEC (-HC)
NRK MDCK C7 HUVEC PBCEC (+HC) MBCEC (+HC)

Abb. 4.15: Mittlere Membrankapazitit C,, der untersuchten Zellsorten. Fiir die einzelnen Bedingungen wurden
folgende Werte gemessen: NIH 3T3 (0.88 = 0.05) p,ch'z / NRK (1.20 £+ 0.08) va(:m'2 / MDCK-2
(3.03 * 0.03) uFem® MDCK C7 (191 #+ 0.07) pFem™ / BAEC (1.23 + 0.03) pFecm®/ HUVEC
(1.08 £ 0.04) uFem™/ PBCEC (-HC) (0.99 + 0.02) uFem™ / PBCEC (+HC) (1.09 + 0.02) uFem™ / MBCEC
(-HC) (0.68 £ 0.03) uFem™ / MBCEC (+HC) (0.81 + 0.04) uFem™ (n > 4; Mittelwert = SDM).

Abbildung 4.15 zeigt die Ergebnisse fiir alle Zelltypen. Die bestimmten Kapazitidtswerte
liegen bis auf die beiden MDCK-Zelltypen alle in der GroBenordnung der Kapazitdt der
ungefalteten Zellmembran von 1 pFem™. So wurden fiir die Fibroblasten Werte sowohl leicht
iiber wie auch etwas unter 1 uFecm™ gemessen (NIH 3T3 (0.88 + 0.05) uFem™® / NRK
(1.20 +0.08) pFecm™), was auf weitgehend glatte Zellmembranen hindeutet. Fiir MDCK-2

Zellen wurde dagegen eine deutlich hohere Kapazitit von

? Zur Anpassung der elektrischen Daten der PBCEC wurde ein von Lo et al. (1998) beschriebenes Modell
verwendet, das die ellipsoide Form der Zellen beriicksichtigt (s. 3.5.2). Die dazu nétige Bestimmung der beiden
Halbachsen wurde anhand von fluoreszenzmikrokopischen Bildern durchgefiihrt (s. 4.4.3).
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Cn=(3.03x 0.03) LLch'z, fir MDCK C7-Zellen ein etwas kleinerer Wert von
Cn=(1.91x0.07) LLch'2 bestimmt. Da es sich bei den MDCK-Zellen um transportaktive
Epithelzellen aus der Niere handelt, ist eine OberflichenvergroBBerung im Form von
Mikrovilli zu erwarten, da nur in einer vergrolerten Membranfliche mehr Transporter Platz
finden. Ahnlich wie die Fibroblasten verhalten sich die Membrankapazitiiten der untersuchten
Endothelzellen. Unabhéngig davon, aus welchem Organ sie gewonnen wurden, zeigen alle
Zellsorten Kapazititen in der GroBBenordnung der ungefalteten Membran. Da Endothelzellen
in vivo Blut- und Lymphgefde auskleiden sind diese stindig einem laminaren
Fliissigkeitsstrom ausgesetzt. Da Membranausstiilpungen in diesem Fall aufgrund der
herrschenden Scherkrifte ungiinstig sind, besitzen Endothelzellen nidherungsweise glatte
Oberfldachen. Im Einzelnen wurde fiir BAEC ein Kapazitdt von Cp, = (1.23 £ 0.03) chm'z,
sowie fir HUVEC-Zellen ein Wert von Cp, = (1.08 + 0.04) pFem™ gefunden. Die primir
kultivierten Endothelzellen weisen fiir die unterschiedlichen Kultivierungsbedingungen
jeweils leicht unterschiedliche Kapazititen auf. So fiihrt eine Kultivierung unter Einflufl von
Hydrocortison zu leicht, aber signifikant erhohten Membrankapazititen. Fir PBCEC ohne
Zusatz von HC wurden (0.99 + 0.02) pFem® im Vergleich zu (1.09 * 0.02) uFem™ bei
Kultivierung mit hydrocortisonhaltigem Medium bestimmt. Analog dazu findet man fiir
MBCEC, die in hydrocortisonfreiem, aber serumhaltigem Medium kultiviert wurden einen
Wert von Cp, = (0.68 = 0.03) chm'2 im Gegensatz zu Cp, = (0.81 + 0.04) LLFCIn'Z fiir Zellen
nach Serumentzug bei gleichzeitiger Zugabe von Hydrocortison. Auffillig ist im Falle der
MBCEC ebenso wie fiir die NIH 3T3, dass die bestimmte Kapazitit teilweise deutlich unter
der einer ungefalteten Membran liegt. Das kann auf ein Uberlappen der einzelnen Zellen im

Monolayer im Bereich des Zell-Zell-Kontaktes hindeuten.

4.3.3 Bestimmung des spezifischen Elektrolytwiderstands ps,, im Adhisionskontakt
Die biologische Bedeutung des spezifischen Widerstands psu zwischen Zelle und Substrat
ergibt sich aus dem Einflu} dieser Grofle auf die lokalen elektrischen Eigenschaften der
Zellmembran. pgp kontrolliert die lokale extrazelluldre Spannung, die aus dem Stromfluf3
entlang des Spalts resultiert. Dies kann z.B. lonenkanile beeinflussen, wenn sie
spannungsgesteuert sind. Eine zelltypspezifische Komposition des Spalts zwischen Zelle und
Substrat ldsst sich moglicherweise ebenfalls anhand dieser elektrischen Grofe erkennen und
erlaubt eventuell so eine Korrelation mit den mikrogravimetrischen Daten.

Der spezifische Elektrolytwiderstand pqb, kann aus der Definition fir den Zell-Substrat-

Parameter oo gewonnen werden: o = (Psup / d)O'5 - 1.. Dabei ist d der Abstand zwischen Zelle
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und Substrat und r. der Radius einer Zelle. Daraus ergibt sich fiir den spezifischen
Elektrolytwiderstand: psp = (0 / r.%) - d. Somit ist psy proportional vom Quadrat des Wertes
von o sowie antiproportional vom Quadrat des jeweiligen Zellradius r. abhingig. Zur
Errechnung des Wertes fiir psu,, werden in dieser Arbeit die mikroskopisch gewonnenen Daten
des Zell-Substrat-Abstands d und der Zellradius r. sowie die aus ECIS-Messungen
bestimmten Werte des Zell-Substrat-Parameters o eingesetzt.

Der mittlere Zellradius wird aus mikroskopischen Aufnahmen der Zellen bestimmt. Fiir jede
Zelle wird ein mittlerer Radius r. mit entsprechender Standardabweichung errechnet.
Abbildung 4.16 zeigt dies exemplarisch fiir MDCK-2 Zellen. Es wurden die mittleren Radien
von 50 Einzelzellen bestimmt. Die individuellen Werte unterliegen einer gro3en Streuung. Es
konnten minimale Zellradien von 6 pm und maximale Werte fiir r. von 12 um gemessen
werden. Daraus ergibt sich ein mittlerer Zellradius fiir MDCK-2 Zellen von

re = (8.6 £0.2) um.
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Abb. 4.16: Mittlerer Zellradius r. von konfluenten MDCK-2 Zellen. Die durchgezogene Linie kennzeichnet den
Mittelwert (8.6 + 0.2) um (n = 50; Mittelwert = SDM).

Nach Bestimmung des mittleren Zell-Substrat-Abstandes d und des mittleren Zellradius r,
kann aus dem elektrochemisch bestimmten Wert des Zell-Substrat-Parameters o der
spezifische Elektrolytwiderstand im Adhésionsbereich nach der oben beschriebenen
Gleichung errechnet werden. Es ergibt sich ein Wert von (920 + 150) Qcm, welcher um mehr
als das 10fache iiber dem fiir das Zellkulturmedium typischen Wert von 60 Qcm liegt.
Offensichtlich sind die elektrischen Verhiltnisse im Adhésionskontakt anders als im

Kulturmedium. Dies ist moglicherweise auf eine verinderte Viskositdt oder auf eine durch die
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Anwesenheit von Polyelektrolyten (ECM) reduzierte Ionenbeweglichkeit in diesem Bereich
zuriickzufiihren.

Analog kann durch die Bestimmung des jeweiligen mittleren Radius r. und die Verwendung
des Zell-Substrat-Abstandes d aus dem ECIS-Parameter o der spezifische Widerstand
zwischen Zelle und Substrat pg fiir alle weiteren Zellsorten errechnet werden. Zur
Bestimmung der Zellradien wurden die jeweiligen konfluenten Zelllayer phasenkontrast- oder
fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Die entsprechenden Radien wurden aus der

statistischen Analyse von mindestens 26 Einzelzellen gewonnen.
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Abb. 4.17: Mittlere Radien r. der untersuchten Zellensorten. 1;, und b;,, bezeichnen die lange und die breite
Halbachse der PBCEC, die aufgrund der spindelférmigen Morphologie dieser Zellen anstelle eines Radius
bestimmt wurden. Fiir die einzelnen Zellspezies wurden folgende Werte gemessen: NIH 3T3 (16 = 2) um / NRK
(9.2£0.3) um / MDCK-2 (8.6 = 0.2) um / MDCK C7 Zellen (17.4 £ 0.6) um / BAEC (16.3 £ 0.2) um / HUVEC
(224 + 0.8) um / PBCEC (-HC) by, = (5.9 = 0.2) um l;, = (51.1 * 1.6) um / PBCEC (+HC)
by = (5.8 £0.3) um 1y = (56.4 +£2.2) um (n > 25; Mittelwert = SDM).

Abbildung 4.17 stellt die Ergebnisse aller untersuchten Zellsorten dar. Die murinen
Fibroblasten 3T3 weisen hier einen sehr groen Zellradius auf (r. = (16 * 2) um), wihrend die
NRK-Zellen zu den kleinsten untersuchten Zellen gehoren (r. = (9.2 £ 0.3) um. Die beiden
MDCK-Stimme zeigen auch hier deutliche Unterschiede. MDCK-2 Zellen zeigen den mit
Abstand kleinsten Radius von r. = (8.6 + 0.2) um, dagegen konnte fiir die MDCK C7-Zellen
ein mehr als doppelt so groBer mittlerer Radius von r. = (17.4 £ 0.6) um bestimmt werden.
Die makrovaskulidren Endothelzellen gehdren ebenfalls zu den groBBeren Zellen. BAEC zeigen

Radien von r. = (16.3 £ 0.2) um, fir HUVEC wurde der mit Abstand groBte Zellradius

bestimmt (r. = (22.4 £ 0.8) wm). Fiir porcine Kapillarendothelzellen wurde aufgrund ihrer
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langlichen Morphologie ein an diese Geometrie adaptiertes Modell zur Analyse der

elektrochemischen Daten eingesetzt, bei dem die Halbachsen des Ellipsoids ausgemessen
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Abb. 4.18: Mittlerer spezifischer Elektrolytwiderstand pg,, der untersuchten Zellsorten. Fiir die einzelnen
Zellspezies wurden folgende Werte errechnet: NIH 3T3 (34 £ 11) Qcm / NRK (540 = 60) Qcm /
MDCK-2 (920 150) Qcm / MDCK C7 Zellen (27000 £ 3400) Qcm BAEC (26 £ 2) Qcm / HUVEC
(49£7)Qcm / PBCEC (-HC) (18000 = 2100) Qcm / PBCEC (+HC) (48000 = 8100) Qcm (n > 4;
Mittelwert = SDM; Die Bestimmung der Standardabweichungen erfolgte nach dem Gauf’schen Gesetz zur
Fehlerfortpflanzung).

wurden. In Abbildung 4.17 sind daher fiir die beiden Kultivierungsbedingungen jeweils die
Werte fiir die lange Halbachse (l;2) und die breite Halbachse (by,) dargestellt. Diese Werte
sind daher nicht mit den Radien der Zellen mit kreisformiger Morphologie vergleichbar. Ein
wesentlicher Unterschied zwischen den beiden Kultivierungsbedingungen wurde nicht
gefunden (PBCEC (-HC): by, = (5.9 £ 0.2) um 1, = (51.1 £ 1.6) um / PBCEC (+HC)
bip = (5.8 £0.3) um l;p = (56.4 £ 2.2) um). MBCEC wurden nicht hinsichtlich ihrer Grof3e
untersucht, da in Ermangelung eines mittleren Zell-Substrat- Abstandes keine Berechnung des
spezifischen Widerstandes pg, erfolgen konnte.

Abbildung 4.18 zeigt die fiir die einzelnen Zellsorten aus den Parametern o, d und r.
errechneten spezifischen Elektrolytwiderstinde pgsp. Die Werte fiir pq liegen in einem
Bereich von etwa 25 Qcm bis zu knapp 50 kQcm. Die relativ groen und mit einem kleinen
Zell-Substrat-Parameter oo behafteten murinen Fibroblasten NIH 3T3 zeigen einen sehr
kleinen spezifischen Widerstand (psp = (34 = 11) Qcm). Fiir die nur halb so groBen NRK-
Zellen wurden Werte von pgp = (540 £ 60) Qcm gefunden. Damit liegt der spezifische
Widerstand etwa in der Grolenordnung von MDCK-2 Zellen (pswn = (920 = 150) Qcm).
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MDCK C7-Zellen weisen dagegen mit pgb, = (27000 £ 3400) Qcm einen der hochsten
subzelluldren spezifischen Widerstinde auf. Dagegen zeigen die vergleichsweise grolen
makrovaskuldren  Endothelzelllinien (BAEC: pw=(26 * 2) Qcm; HUVEC:
Psub = (49 £ 7) Qcm) Widerstinde, die sich mit denen der Fibroblasten vergleichen lassen und
teilweise unter dem spezifischen Widerstand des Kulturmediums liegen. Die mikrovaskuldren
Kapillarendothelzellen weisen im Vergleich zu den meisten anderen untersuchten Zellsorten
sehr hohe spezifische Elektrolytwiderstinde im Adhésionskontakt auf. AuBerdem haben die
verschiedenen Kultivierungsbedingungen einen wesentlichen Einfluf auf die bestimmten
Werte fiir psw. So konnte fir PBCEC ohne Zusatz von Hydrocortison ein spezifischer
Widerstand von pgb = (18000 = 2100) Qcm bestimmt werden, fiir PBCEC bei Zusatz von
Hydrocortison dagegen ein mehrfach hoherer Widerstand von pgu = (48000 + 8100) Qcm.
Dieses Ergebnis stellt eine direkte Folge der Zunahme o dar, da die anderen GroBen, die
EinfluB auf pgw nehmen, konstant bleiben. Spezifische Elektrolytwiderstinde im
Adhisionskontakt fiir murine Kapillarendothelzellen konnten aufgrund des nicht bestimmten
Zell-Substrat-Abstandes d nicht berechnet werden.

Die errechneten spezifischen Elektrolytwiderstinde im Adhisionskontakt sind offensichtlich
in Abhingigkeit von der betrachteten Zellsorte hochst unterschiedlich. Dabei konnen fiir pgup
einerseits Werte detektiert werden, die im Bereich des typischen spezifischen
Elektrolytwiderstand des Zellkulturmedium (etwa 60 Qcm) liegen. Dies ist in aller Regel fiir
die Zelltypen der Fall, die keine ausgepridgt starken Zell-Substrat-Interaktionen aufweisen
(z.B. NIH 3T3 und BAEC). Diese Zellarten besitzen parallel dazu auch nur eine geringe
parazelluldre Dichtigkeit, so dass von einem ungehinderten Austausch zwischen den lonen
des Mediums und des Subzellularbereichs ausgegangen werden kann. Fir Zellen mit
wesentlich stiarkeren Zell-Zell- und Zell-Substrat-Kontakten (z.B. MDCK C7 und PBCEC
(+HC)) werden dagegen spezifische subzelluldre Elektrolytwiderstinde gefunden, die
teilweise um den Faktor 500-1000 hoher sind als die, die fiir Zellen ohne
Barriereeigenschaften gemessen wurden. Dieser groB8e Unterschied ergibt sich hauptsidchlich
aus den fiir den Zell-Substrat-Parameter o, von dessen Wert pgp quadratisch abhiéngt,
bestimmten starken Differenzen der verschiedenen Zellspezies. Die ebenfalls in den
spezifischen Elektrolytwiderstand unter der Zelle eingehende Parameter des Zell-Substrat-
Abstands d und des Zellradius r. haben dagegen aufgrund geringerer Unterschiede zwischen
den Zelltypen (r.) oder wegen eines nur linearem Zusammenhangs (d) eher einen geringeren

EinfluB auf pgp.
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Da nur einige Zellsorten (NIH 3T3, BAEC) gleichzeitig eine kleine Anderung des
Déampfungswiderstands und einen kleinen spezifischen Widerstand im Adhésionskontakt
zeigen, ist ein direkt proportionaler Zusammenhang zwischen den elektrischen Verhiltnissen
im Spalt und den mikrogravimetrischen Eigenschaften der Zelle anscheinend nicht

vorhanden.

4.4 Charakterisierung des Adhisionskontaktes nach chemischer

Vernetzung der Proteinbestandteile

Messungen mit der atomic force microscopy (AFM) haben ergeben, dass eine chemische
Vernetzung (crosslinking) aller zelluldren Proteine mit Glutardialdehyd zu einer drastischen
Anderung der Zellelastizitdt fithrt (Hoh und Schoeneberger, 1994; Wu et al.,, 1998). Die
manipulierten Zellschichten zeigen drastisch erhohte Elastizitdtsmoduli. Da durch eine solche
Manipulation offensichtlich die mechanischen Eigenschaften der Zelle veridndert werden,
sollte in dieser Arbeit untersucht werden, inwieweit die Proteinvernetzung Einfluf} auf den
Adhisionskontakt nimmt und wie sich diese Versteifung des Cytoskeletts auf das QCM-
Signal auswirkt. Dazu werden die chemisch veridnderten Zellschichten zuerst mit der QCM
auf gegeniiber nativen Zellen detektierbare mikrogravimetrische Unterschiede untersucht.
Zusitzliche Charakterisierungen der elektrischen Eigenschaften und der Geometrie des Zell-
Substrat-Bereichs mit der ECIS-Methode und der FLIC-Mikroskopie sollen eine
Interpretation der mikrogravimetrischen Daten erleichtern. Parallel durchgefiihrte AFM-
Messungen sollen die mechanische Veridnderung der Zellen auf unabhingigem Wege
verifizieren.

Die Stabilisierung von Zellen mit fixierenden Reagenzien ist eine routineméfBig angewandte
Methode, um Gewebe oder Zellschichten zu konservieren und so nachfolgende
Untersuchungen moglich zu machen, die aufgrund der verwendeten Préparationstechnik
zelluldre Strukturen vitaler Zellen zerstoren wiirden. So werden Proben in der
Elektronenmikroskopie fiir die Messung im Vakuum dehydriert und kontrastiert, ein Vorgang,
der ohne die stabilisierende Wirkung der Fixierung auf lebende Zellen nicht moglich wire.
Die chemische Wirkung der Fixierungsreagenzien beruht auf der Reaktion von
Aldehydgruppen mit den Aminogruppen von Proteinen. Dies fiihrt zu einer Vernetzung aller
zelluldren Proteine und erklirt die stabilisierende Wirkung der Reagenzien. In dieser Arbeit
werden 2.5 %ige Glutardialdehyd- (GA) und 4 %ige Paraformaldehyd-Losung (PFA) als

crosslinking-Reagenzien eingesetzt.
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4.4.1 Untersuchung konfluenter MDCK-2 Zellen nach chemischer Vernetzung des
Zellproteins mit Glutardialdehyd-Losung
Die Inkubation der Zellen wurde mit 2.5 %iger Glutardialdehyd-Losung fiir 30 min bei RT
durchgefiihrt. Eine mikrogravimetrische Untersuchung vor und nach dem Fixierungsschritt
sollte Anderungen an den viskoelastischen Eigenschaften der Zellschicht offenlegen.
Anschlieend wurde durch eine Permeabilisierung des Zelllayers mit einer 0.2 %igen Triton-
Losung das im Zellkorper eingeschlossene Wasser befreit und dieser Zustand erneut
mikrogravimetrisch mit der QCM charakterisiert, da die intrazelluldre Fliissigkeit zu einem
groflen Teil fiir das von Zellen hervorgerufene QCM-Signals verantwortlich gemacht wird
(Reiss et al., 2003) Parallel zu den QCM-Untersuchungen der Zellschichten wurden auch
ECIS-Messungen durchgefiihrt, um eine elektrische Charakterisierung der Zelllayer vor und

nach den chemischen Manipulationen leisten zu konnen.

4.4.1.1 Mikrogravimetrische Untersuchung der mit Glutardialdehyd behandelten
MDCK-2 Zellen
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Abb. 4.19: Frequenzabhingige Phasenverschiebung eines mit MDCK-2 Zellen belegten Quarzes. Gezeigt ist ein
exemplarischer Kurvenverlauf fiir eine native Zellschicht (I ), fiir dieselbe nach 30-miniitiger Fixierung mit
2.5 %iger Glutardialdehyd-Losung ¢/ ) sowie nach anschlieBender S5-mintitiger Permeabilisierung mit 0.2 %iger
Triton-Losung (j ).

Die Inkubation der Zellschicht in glutardialdehydhaltigem Puffer fiir 30 min fiihrt zu einem
sehr deutlichen Anstieg des auf die Zellen zuriickzufiihrenden inkrementellen

Dimpfungswiderstandes AR. Diese Anderung lisst sich bereits gut anhand der Rohdaten

beschreiben. Der in Abbildung 4.19 dargestellte Kurvenverlauf der Phasenverschiebung als
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Funktion der Frequenz einer exemplarisch ausgewihlten Zellschicht macht die Effekte der
einzelnen Prédparationsschritte auf die mechanischen Eigenschaften der Zellen deutlich.
Wihrend das Phasenmaximum des oszillierenden Quarzes mit der nicht fixierten, nativen
Zellschicht etwa einen Wert von 30° erreicht, sinkt dieser Maximalwert nach Zugabe des
Fixierungsreagenzes drastisch auf beinahe -10° ab. Gleichzeitig verbreitert sich die Kurve im
unteren Teil des Graphen deutlich. Beide Phidnomene sind eindeutige Indizien fiir eine
zunehmende Energiedissipation innerhalb der Zellschicht. Die danach erfolgte
Permeabilisierung der Zellschicht durch eine 5-miniitige Inkubation mit 0.2 %iger Triton-
Losung zeigte keinerlei signifikante Anderung des Kurvenverlaufs.

Analog zu den betrachteten Rohdaten ldsst sich diese durch die Fixierung induzierte
Anderung im viskoelastischen Verhalten anhand der Dimpfungswiderstinde R der auf den
Quarzen untersuchten Zellschichten nachweisen. Abbildung 4.20 macht die experimentelle
Vorgehensweise sowie die spitere Darstellung der relativen Anderungen des
Diampfungswiderstandes deutlich. So werden zunichst fiir die nacheinander vorgenommenen
Préparationsschritte absolute Werte fiir den Dampfungswiderstand bestimmt (Ro, Rsx und
Riyi), von denen anschlieBend der absolute Wert des mechanisch gereinigten Quarzes Rq
subtrahiert wird, um ausschlieBlich zellschichtspezifische Gréen zu detektieren. Die sich
hieraus ergebenden Parameter AR;, ARjfx sowie ARy charakterisieren die relativen
Anderungen des Dimpfungswiderstandes nach Fixierung bzw. Permeabilisierung.
Anschlieend werden die Werte von ARgx und ARy durch AR geteilt. Dies erméglicht eine
einfachere und von der Streuung der einzelnen relativen Ddmpfungswiderstinde AR, der

nativen Zellschichten unabhéngige Darstellung der Ergebnisse anhand von Faktoren.
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Abb. 4.20: Schematische Darstellung der einzelnen Priparationsschritte und der jeweils daraus gewonnenen
Parameter AR, AR, und ARy;.
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Abbildung 4.21 zeigt die fiir die Priparationsschritte beobachteten Anderungen der
Déampfungswiderstinde anhand der Quotienten (ARgx / ARp) und (ARyi / ARp). Nach der
Vernetzung des zelluldren Proteins mit Glutardialdehyd ldsst sich ein Anstieg des auf die
Zellschicht zuriickzufithrenden Ddmpfungswiderstandes (ARgfx / ARg) um mindestens das
dreifache feststellen. Die maximale Zunahme von (AR / ARy) betrigt nahezu das zehnfache.
Im Mittel ergibt sich eine relative Zunahme von (5.4%0.9). Die nachfolgende
Permeabilisierung wird anhand von (AR / AR¢) charakterisiert. Hier kann bezogen auf den
Ausgangszustand im Mittel eine Zunahme des Dampfungswiderstandes um den Faktor
(5.0+0.9) festgestellt werden. Die Anderung der Induktivitit L wird aus der weiteren
Betrachtung herausgelassen, da, wie schon in 4.1.2.2 fiir vitale Zellschichten dargelegt wurde,
sehr groe Schwankungen innerhalb von Messungen unter gleichen Bedingungen auftreten,

die eine sinnvolle Interpretation erschweren oder unmoglich machen.

10- [ 1 (aR,,/ AR)
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Abb. 4.21: Darstellung der Quotienten der relativen Dampfungswiderstinde (ARg, / ARg) und (AR; / ARy) von
MDCK-2 Zellen, die 30 min mit 2.5 %iger Glutardialdehyd-Losung fixiert (graue Séulen) bzw. anschlieend
5 min lang mit 0.2 %iger Triton-Losung permeabilisiert wurden (schwarze Séulen). Jeder Balken charakterisiert
das fiir einen einzelnen MDCK-2-Zelllayer bestimmte Verhiltnis zwischen dem vor und dem nach der
Préparation bestimmten Diampfungswiderstand. Fiir das mittlere Verhiltnis der fixierten Zellen kann ein Wert
von (5.4%0.9), fiir die zusitzlich permeabilisierten Zellschichten ein Wert von (5.0 £ 0.9) bestimmt werden
(n = 9; Mittelwert + SDM)

Offensichtlich ist die drastische Zunahme des Dampfungswiderstands auf die chemische
Vernetzung der Proteinbestandteile zuriickzufiihren. Da die anschlieBende Permeabilisierung
der Zellschicht mit dem Detergenz Triton und die daraus resultierende Freisetzung des im
Zellkorper eingeschlossenen Wassers zu keiner wesentlichen Abnahme des erhohten
Dampfungswiderstands fiihrt, kann eine Beteiligung der intrazelluldren Fliissigkeit am QCM-

Signal in diesem Fall ausgeschlossen werden.
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4.4.1.2 ECIS-Messungen an MDCK-2 Zellen nach Vernetzung der zelluléiren Proteine
mit Glutardialdehyd
Abbildung 4.22 zeigt jeweils ein exemplarisches Impedanzspektrum von nativen, fixierten
sowie fixierten und permeabilisierten MDCK-2 Zellen. Die chemische Fixierung fiihrt im
Spektrum zu einem starken Abfall der Impedanz zwischen 10% und 10" Hz, wiihrend sowohl
der niedrigfrequente wie auch der hochfrequente Bereich keine wesentliche Beeinflussung
zeigen. Die Impedanz des Spektrums zwischen 10° und 10* Hz ist sensitiv fiir die elektrischen
Eigenschaften der Zellschicht und zeigt dort fiir Zellen mit Barriereeigenschaften
typischerweise eine plateaudhnliche Struktur. Somit kann von einer durch die chemische
Manipulation der zelluldren Proteine mit GA induzierten signifikanten Verdnderung der
elektrischen Zelleigenschaften ausgegangen werden. Nach der Zugabe der Triton-Losung ist
in diesem Bereich keinerlei plateaudhnliche Struktur mehr zu sehen. Das Spektrum entspricht
dem einer leeren Elektrode. Offensichtlich verlieren die Zellen durch die Zugabe der Triton-
Losung und der damit verbundenen Permeabilisierung der Plasmamembranen ihre

isolatorischen Eigenschaften.
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Abb. 4.22: Impedanzspektren im ECIS-Modus von MDCK-2 Zellen bei unterschiedlichen Bedingungen.
Gezeigt sind native Zellen (I ), Zellen nach der Fixierung mit 2.5 %iger Glutardialdehyd-Losung (j ) sowie
nach einer sich anschlieBenden Behandlung mit 0.2 %iger Triton-Losung ¢/ ).

Eine Anpassung der Rohdaten nach Wegener et al. (2000) sollte genauere Aufschliisse
hinsichtlich der Wirkung des Glutardialdehyds auf die Morphologie der Zelle ermoglichen.

Diese detailliertere Analyse kann Informationen beziiglich der durch die Fixierung
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beeinflussten zelluliren Komponenten wie z. B. die tight junctions, den Zell-Substratbereich

oder die Struktur der Zellmembran liefern.

EinfluB auf den Parameter Ry,

Abbildung 4.23 stellt das fiir den parazelluldren Widerstand Ry, ermittelte Verhiltnis zwischen
dem fixiertem und dem nativen Zelllayer (Rpsx / Rpp) der einzelnen untersuchten
Zellschichten dar. Es ist deutlich zu erkennen, dass alle untersuchten Zellschichten nach der

Fixierung einen drastischen Riickgang von R;, zeigen. In Einzelfillen fillt der Widerstand bis

1.0

# Zellschicht

Abb. 4.23: Normierter parazelluldrer Widerstand (Rpx / Rpo) von MDCK-2 Zellen, die 30 min mit 2.5 %iger
Glutardialdehyd-Losung fixiert wurden. Jeder Balken charakterisiert das fiir einen einzelnen MDCK-2-Zelllayer
bestimmte Verhéltnis zwischen dem nach und dem vor der Fixierung bestimmten Wert von Ry. Fiir dieses
Verhiltnis kann ein Mittelwert von (0.19 £ 0.03) bestimmt werden. (n = 8; Mittelwert £ SDM). Eine sinnvolle
Modellierung der nach der Permeabilisierung der Zellschicht erhaltenen Daten war nicht moglich.

auf etwa 5 % des urspriinglichen Wertes. Im Mittel resultiert eine Abnahme auf etwa
(0.19 £0.03) bezogen auf den Ausgangswertes. Diese Beobachtung lidsst sich gut mit der
oben gezeigten Abnahme der Impedanz im Spektrum zwischen 10° bis 10* in Einklang
bringen. Die Reaktion des Glutardialdehyds mit zelluldren Proteinen fithrt somit
offensichtlich zu einer funktionellen Stérung der fight junctions. Eventuell verhindert eine
Vernetzung der im Zell-Zell-Kontakt befindlichen Proteine deren funktionelle Interaktion
untereinander. Moglicherweise ist der Effekt auf den parazelluldren Widerstand aber auch in
einer Aufweitung des parazelluldren Spaltes zu suchen. Dies konnte z.B. durch eine von der
Inkubation mit GA osmotisch bedingten Schrumpfung der Zellen herriihren. Diese
Moglichkeit wird in Kap. 4.46 experimentell hinterfragt. Eine Anpassung der nach der

Behandlung der fixierten Zellschichten mit 0.2 %iger Triton-Losung erhaltenen Daten wurde
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nicht durchgefiihrt, da nach der Permeabilisierung der Zellen die Gesamtimpedanz des
Systems keine zelluldren Beitrige mehr aufweist und sinnvolle, interpretierbare Werte fiir die

ECIS-Parameter damit nicht zu erwarten sind.

EinfluB} auf den Zell-Substrat-Parameter o

In Abbildung 4.24 ist das Verhiltnis (0ix / ©Op) des Zell-Substrat-Parameters o der
unbehandelten und der danach mit Glutardialdehyd fixierten Zellschicht dargestellt. Die
Fixierung zeigt jedoch keinen signifikanten Einflul auf den Parameter o. Einige der
untersuchten Quarze zeigen zwar kleinere Ab- oder Zunahmen, die aber wenige Prozent des
Ausgangswertes betragen und somit nicht signifikant sind. Als Mittelwert ldsst sich fiir
(0ix / 0p) ein Wert von (1.02 * 0.04) ermitteln. Somit wird der Wert fiir den Zell-Substrat-
Parameter o durch die chemische Vernetzung der Proteine praktisch nicht beeinflusst. Dieser
Befund zeigt, dass sowohl die elektrischen wie auch die geometrischen Verhiltnisse im

Adhisionskontakt durch die Vernetzung der Proteine nicht veridndert werden.

# Zellschicht

Abb. 4.24: Normierter Zell-Substrat-Parameter (O, / 0) von MDCK-2 Zellen, die 30 min in 2.5 %iger
Glutardialdehyd-Losung fixiert wurden. Jeder Balken charakterisiert das fiir einen einzelnen MDCK-2-Zelllayer
bestimmte Verhiltnis zwischen dem nach und dem vor der Fixierung bestimmten Wert des Parameters o. Fiir
dieses Verhiltnis kann ein Mittelwert von (1.02 = 0.04) bestimmt werden. (n = 8; Mittelwert = SDM). Eine
sinnvolle Modellierung der nach der Permeabilisierung der Zellschicht erhaltenen Daten war nicht moglich.

EinfluB auf die Kapazitiit der Zellmembran C,,
Die Plasmamembran tierischer Zellen besteht zu etwa 50 Prozent aus Proteinen. Die absolute
Proteinmenge unterscheidet sich aber in Abhéingigkeit vom Zelltyp. So stellte Guidotti (1972)

fiir Leberzellen aus Maus einen Proteingehalt von 44 Prozent, fiir Zellen der HeLa-Zelllinie
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sogar einen Gehalt von 60 Prozent bezogen auf die Gesamtmasse fest. Da insbesondere
Membraneinfaltungen wie z.B. Mikrovilli mit aus Proteinen zusammengesetzten Elementen
des Cytoskeletts verbunden sind, ist ein Einfluf} der vermittelten Proteinvernetzung auf die
spezifische Membrankapazitit C,, denkbar.

Abbildung 4.25 zeigt die relative Anderung der Membrankapazitit nach chemischer
Fixierung mit GA. Es zeigte sich generell eine Abnahme der spezifischen Membrankapazitit
fiir alle untersuchten Zellschichten. Die Kapazititswerte der behandelten Zellschichten gingen
auf Werte von mindestens dem 0.8fachen, teilweise auf das 0.4fache der Ausgangskapazitit
der nicht manipulierten Zellschicht zuriick. Im Mittel kann ein Riickgang auf einen Faktor
von (0.69 £ 0.05) bezogen auf die unbehandelte Kontrolle festgestellt werden. Dies ldsst auf
einen Einflul des Fixierungsreagenzes auf die effektive Gesamtfliche der Zellmembran
schliessen. Da die Absolutwerte von C, nach der Vernetzung der Proteine noch
Kapazititswerte erreichen, die zweimal so hoch wie die einer ungefaltenen Membran
(1 uF/em®) sind, kann lediglich von einer Verringerung oder Beeintrichtigung der fiir
MDCK-2 Zellen typischen Mikrovilli ausgegangen werden, nicht von einem vollstindigen

Riickgang.
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Abb. 4.25: Normierte spezifische Membrankapazitit (Cp s / Cno) von MDCK-2 Zellen, die 30 min mit
2.5 %iger Glutardialdehyd-Losung fixiert wurden. Jeder Balken charakterisiert das fiir einen einzelnen
MDCK-2-Zelllayer bestimmte Verhiltnis zwischen der nach und der vor der Fixierung bestimmten Kapazitit C,,
der Zellmembran. Fiir dieses Verhiltnis kann ein Mittelwert von (0.69 £ 0.05) bestimmt werden (n = §;
Mittelwert £ SDM). Eine sinnvolle Modellierung der nach der Permeabilisierung der Zellschicht erhaltenen
Daten war nicht moglich.
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4.4.1.3 EinfluB des Protein-crosslinkings auf die Motilitit der MDCK-2 Zellen

Giaever und Keese (1991) konnten anhand von elektrischen Messungen zeigen, dass die
Zellform adhirenter WI-38 VA13-Zellen zeitlich nicht konstant ist. Dazu wurden die auf
einer Elektrode kultivierten Zellen einer ECIS-analogen Messung bei einer Frequenz
unterworfen. Die von den Autoren festgestellte zeitliche Anderung der Impedanz wurde auf
Fluktuationen im Zell-Zell- und Zell-Substrat-Kontakt zuriickgefithrt. Mit analogen
Messungen sollte die Motilitdt von MDCK-2 Zellen vor und nach der chemischen Vernetzung
der Proteinbestandteile quantifiziert werden. Dazu wurden MDCK-2 Zellen untersucht, die
unterschiedlich lange mit einer 2.5 %igen Glutardialdehyd-Losung inkubiert worden waren.
Abbildung 4.26 stellt den Zeitverlauf der normierten Impedanz bei 4 kHz fiir MDCK-2
Zellen, die 30 min lang mit dem Vernetzungsreagenz behandelt wurden, dem von
unbehandelten nativen MDCK-2 Zellen gegeniiber. Diese Rohdaten lassen schon deutliche
Unterschiede im Ausmal} der Impedanzfluktuationen erkennen, die ein MaB fiir die Motilitét

der Zellen sind.
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Abb. 4.26: Zeitverlauf der normierten Impedanz |1Z| bei einer Messfrequenz von 4 kHz fiir MDCK-2 Zellen, die
mit 2.5 %iger GA-Losung behandelt wurden (grau) bzw. unbehandelt blieben (schwarz).

Um die Motilitdtsdnderung nach dieser Pridparation quantifizieren zu konnen, wurde nach
einem Vorschlag von Lo et al. der Datensatz in gleich grole Teile von 64 aufeinander
folgenden Datenpunkten aufgeteilt. Von diesen gleich grofen Datenpaketen wurde dann
jeweils Mittelwert, Standardabweichung sowie Varianz errechnet. Durch Mittelung der

Varianzen fiir die 64er Blocke ergibt sich ein Mal} fiir die Fluktuation innerhalb des
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Datensatzes. Je grofer die Varianz ist, um so stirker sind die zelluliren Bewegungen.
Abbildung 4.27 zeigt die mittlere Varianz der normalisierten Impedanz [|ZI fiir die
unterschiedlichen Bedingungen. Anhand dieses Parameters kann die Stirke der elektrischen
Fluktuation beurteilt werden. Es ist deutlich zu erkennen, dass die Motilitit der Zellen schon
nach einer Inkubationszeit von 10 min im Vergleich zu den nativen Zellen drastisch sinkt.
Eine Verlingerung der Fixierung um weitere 10 bzw. 20 min hat allerdings nur noch einen
wenig senkenden Effekt auf die Beweglichkeit der Zellen. Die Fixierung fiihrt

erwartungsgemdll durch die Vernetzung der Proteine zu einer signifikant
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Abb. 4.27: Mittlere Varianz der normierten Impedanz IZl bei 4 kHz fiir MDCK-2 Zellen, die mit 2.5 %iger
Glutardialdehyd-Losung fixiert wurden. Gezeigt ist die Varianz fiir native Zellen sowie fiir diese Zellen nach
einer 10-, 20- und 30 miniitigen Fixierung. Die Grofie der betrachteten Datensitze liegt bei 64 Datenpunkten
(n = 2; Mittelwert + SDM).

eingeschrinkten Motilitdt der Zellen. Die fiir die Zellmotilitit notwendige Dynamik der
Cytoskelettkomponenten ist durch die chemische Vernetzung unterbunden. Die komplette
Vernetzung des zelluldren Proteins ist nach 10 min abgeschlossen, da eine Verldngerung der

Inkubationszeit zu keiner wesentlichen Verstarkung des GA-induzierten Effekts fiihrt.

4.4.2 Untersuchung konfluenter MDCK-2 Zellen nach chemischer Vernetzung des
Zellproteins mit Paraformaldehyd-Loésung

Die fiir 2.5 %ige GA-Losung gefundenen Effekte in den ECIS- und in den QCM-Messungen

zeigen eine durch das chemische crosslinking der Proteine hervorgerufene drastische

Zunahme des Dampfungswiderstands in den mikrogravimetrischen sowie eine deutliche

Abnahme des parazelluliren Widerstands und der spezifischen Membrankapazitdt in den

elektrischen Messungen. Um zu iiberpriifen, inwiefern und in welchem Ausma@ sich derartige
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Reaktionen auch mit anderen vernetzenden Agentien induzieren lassen, sollte die fiir GA
durchgefiihrte Untersuchung in analoger Weise mit dem ebenfalls hiufig verwendeten
Fixierungsreagenz Paraformaldehyd wiederholt werden. Dazu wurden die Zellen fiir 30 min
bei RT mit 4 %iger Paraformaldehyd-Losung inkubiert. AnschlieBend sollte eine
mikrogravimetrische Untersuchung nach dem Fixierungsschritt sowie nach einer zusitzlichen
Permeabilisierung des Zelllayers durch Zugabe einer 0.2 %igen Triton-Losung eventuelle
Anderungen der mikrogravimetrischen Eigenschaften der Zellschicht zum vorher
charakterisierten Zustand der vitalen Zellen aufzeigen. Parallel dazu wurde der Zelllayer mit

der ECIS-Technik auf verdnderte elektrische Eigenschaften untersucht.

4.4.2.1 Mikrogravimetrische Untersuchung der mit Paraformaldehyd behandelten
MDCK-2 Zellen

Abbildung 4.28 zeigt den auf den inkrementellen Didmpfungswiderstand AR, der
unbehandelten Zellschicht normierten Dampfungswiderstand der manipulierten Zellschicht.
Dargestellt sind die relativen Dampfungswiderstinde nach der Fixierung (ARgy / ARp) und die
nach der anschlieBenden Permeabilisierung (ARyi / ARp). Die fiir die Fixierung mit GA-
Losung beobachtete drastische Erhohung des Ddmpfungswiderstandes AR der MDCK-2 -
Zellschicht wird bei Fixierung mit PFA in abgeschwichter Form bestitigt. Das Verhiltnis
(ARgx / ARgp) erreicht Werte zwischen 1.5 und 2.5. Im Mittel wurde eine Zunahme des
Diéampfungswiderstandes AR um einen Faktor von (1.95 £ 0.08) bestimmt.

Die nach der Fixierung erfolgte Permeabilisierung der Zellmembran idndert den
Diampfungswiderstand analog zur Fixierung/Permeabilisierung mit der Kombination
Glutardialdehyd/Triton nur wenig. Fiir (ARgx / ARp) ist ein leichter Riickgang des Quotienten
auf Werte zwischen 1.3 und 1.9 zu beobachten. Im Mittel liegt die nach der Tritonbehandlung
verbliebene Zunahme des Ddmpfungswiderstandes AR bei einem Faktor von (1.62 + 0.06)
bezogen auf die durchschnittliche native Zellschicht. Die Anderung der Induktivitit L wird
aus der weiteren Betrachtung herausgelassen, da, wie schon in 4.1.2.2 fiir vitale Zellschichten
dargelegt wurde, sehr groBe Schwankungen innerhalb individueller Messreihen unter gleichen
Bedingungen auftreten, die eine sinnvolle Interpretation erschweren oder unméglich machen.
Diese zur Behandlung mit Glutardialdehyd analogen Ergebnisse zeigen, dass die Erhohung
des Dampfungswiderstandes kein spezieller Effekt des Glutardialdehyds ist, sondern auf die

proteinvernetzenden Eigenschaften der verwendeten Reagenzien zuriickgefiihrt werden kann.
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Abb. 4.28: Quotienten der relativen Dampfungswiderstinde (ARg, / ARg) und (ARy; / ARy) von MDCK-2 Zellen,
die 30 min mit 4 %iger Paraformaldehyd-Losung fixiert (graue Sdulen) bzw. anschlieBend 5 min lang mit
0.2 %iger Triton-Losung permeabilisiert wurden (schwarze Séulen). Jeder Balken charakterisiert das fiir einen
einzelnen MDCK-2-Zelllayer bestimmte Verhéltnis zwischen dem vor und dem nach der Prédparation
bestimmten Diampfungswiderstand. Fiir das mittlere Verhéltnis der fixierten Zellen kann ein Wert von
(1.95 £ 0.08), fiir die zusitzlich permeabilisierten Zellschichten ein Wert von (1.62 £ 0.06) bestimmt werden
(n = 10; Mittelwert = SDM).

Das crosslinking der Zellproteine fiihrt zu einem starren, “eingefrorenen” Proteinkorsett, dass
fiir eine hohere Energiedissipation sorgt. Der Grund fiir die geringere Zunahme des
Déampfungswiderstands nach Manipulation der Zellschichten mit Paraformaldehyd ist
vermutlich in der Struktur des Fixierungsreagenzes zu suchen. Wihrend GA-Molekiile eine
definierte Kettenldnge aufweisen, ist die Anzahl der miteinander verkniipften PFA-Monomore
in einer wissrigen Losung deutlichen Schwankungen unterworfen. Dieser Unterschied

resultiert dann eventuell auch in einer verschieden starker Vernetzung der Proteine.

4.4.2.2 EinfluB auf die elektrischen Parameter der Zellschicht

Die fiir die Fixierung mit Glutardialdehyd-Losung mit Hilfe der ECIS-Methode festgestellten
Anderungen der Zellmorphologie sollten auch fiir die Fixierung mit Paraformaldehyd
untersucht werden, um &dhnliche Zusammenhinge zwischen den durch die verschiedenen
Praparationsmethoden ausgelosten Effekten aufzuzeigen, wie dies schon fiir die

mikrogravimetrischen Daten dargelegt wurde.
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EinfluB} auf den Parameter R,

Abbildung 4.29 illustriert das fiir den parazelluliren Widerstand R;, ermittelte Verhéltnis
zwischen dem fixiertem und dem nativen Zelllayer (Rysx / Rpp) der einzelnen untersuchten
Zellschichten. Analog zur Fixierung mit GA fiihrt auch die Inkubation mit PFA zu einer
drastischen Abnahme des parazelluliren Widerstands Ry. Der Quotient (Ry six / Rpp) féllt auf
einen Wert zwischen 0.02 und 0.2 ab. Im Mittel wurde fiir die fixierte Zellschicht ein Faktor
von (0.10 £ 0.02) bezogen auf den Ausgangswert bestimmit.

Diese Ergebnisse korrelieren mit den fiir GA ermittelten Daten. Es ist also von einer
dhnlichen Wirkung des Reagenzes auf die Zell-Zell-Kontakte auszugehen, wie sie fir GA

bestimmt werden konnte.
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Abb. 4.29: Normierter parazelluldrer Widerstand (Rp ax / Ry o) von MDCK-2 Zellen, die 30 min mit 4 %iger
Paraformaldehyd-Losung fixiert wurden. Jeder Balken charakterisiert das fiir einen einzelnen MDCK-2-Zelllayer
bestimmte Verhéltnis zwischen dem nach und dem vor der Inkubation bestimmten Wert von R,. Fiir dieses
Verhiltnis kann ein Mittelwert von (0.10 £ 0.02) bestimmt werden. (n = 10; Mittelwert = SDM). Eine sinnvolle
Modellierung der nach der Permeabilisierung der Zellschicht erhaltenen Daten war nicht moglich.

EinfluB} auf den Zell-Substrat-Parameter o

Abbildung 4.30 zeigt den Quotienten (Qtsx / 0p) der untersuchten Zellschichten, der aus dem
jeweiligen Zell-Substrat-Parameter o eines Zelllayers nach bzw. vor der Behandlung mit
Paraformaldehyd errechnet wurde. Die Fixierung der Zellschicht mit PFA hat analog zu den
Resultaten bei einer Fixierung mit GA keinen deutlichen Einflu3 auf den Zell-Substrat-
Parameter o. Es sind nur geringfiigige Ab- sowie Zunahmen zu beobachten. Das Spektrum

des bestimmten Verhiltnisses (O« / 0g) reicht von Werten von 0.8 bis zu Werten von 1.2. Im

Mittel findet sich ein Wert von (1.01 + 0.04) und somit keine signifikante Anderung fiir o.
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Somit bleiben ebenso wie fiir eine Behandlung der Zellen mit GA die elektrischen und

geometrischen Verhiltnisse im Adhésionskontakt unveréndert.

# Zellschicht

Abb. 4.30: Normierter Zell-Substrat-Parameter (05 / o) von MDCK-2 Zellen, die 30 min in 4 %iger
Paraformaldehyd-Losung fixiert wurden. Jeder Balken charakterisiert das fiir einen einzelnen MDCK-2-Zelllayer
bestimmte Verhiltnis zwischen dem nach und dem vor der Fixierung bestimmten Wert von «. Fiir dieses
Verhiltnis kann ein Mittelwert von (1.01 £ 0.04) bestimmt werden (n = 10; Mittelwert = SDM). Eine sinnvolle
Modellierung der nach der Permeabilisierung der Zellschicht erhaltenen Daten war nicht moglich.

EinfluB auf die spezifische Membrankapazitit C,

Abbildung 4.31 zeigt die fiir die jeweils untersuchten Zelllayer aus der spezifischen
Membrankapazitit C, nach der PFA-Fixierung und der vor der Behandlung der Zellschicht
bestimmten Quotienten (Cpsx/ Cmo). Die Zugabe von PFA-Losung zu einer MDCK-2-
Zellschicht fiihrt analog zur Fixierung mit Glutardialdehyd-Losung zu einer deutlichen
Abnahme der gemessenen spezifischen Membrankapazitit Cy,. Diese ist in Abhéingigkeit vom
individuell betrachteten Zelllayer allerdings unterschiedlich ausgeprigt. So lassen sich fiir das
Verhiltnis (Cp rx / Cmp) Werte zwischen 0.4 und 0.8 bestimmen. Im Mittel wurde ein Faktor
von (0.60 £ 0.05) bezogen auf die Kapazitit der nativen Zellschicht bestimmt.

Die Abnahme der spezifischen Membrankapazitit Cy, liegt beim chemischen crosslinking mit
PFA etwa in der gleichen GroBenordnung, wie sie fiir die Inkubation der Zellen mit GA
festgestellt werden konnte. Da die Absolutwerte von Cp, nach dem crosslinking der Proteine
mit PFA analog dazu noch Kapazititswerte erreichen, die doppelt so hoch sind wie die einer
ungefaltenen Zellmembran (1 pFem™®), kann auch hier lediglich von einer Verringerung oder
Beeintrichtigung der Mikrovilli ausgegangen werden, nicht von einem vollstindigen

Riickgang.
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Abb. 4.31: Normierte spezifische Membrankapazitit C, von MDCK-2 Zellen, die 30 min mit 4 %iger
Paraformaldehyd-Losung fixiert wurden. Jeder Balken charakterisiert das fiir einen einzelnen MDCK-2-Zelllayer
bestimmte Verhiltnis zwischen der nach und der vor der Fixierung bestimmten Kapazitit der Zellmembran. Fiir
dieses Verhiltnis kann ein Mittelwert von (0.60 £ 0.05) bestimmt werden (n = 10; Mittelwert = SDM). Eine
sinnvolle Anpassung der nach der Permeabilisierung der Zellschicht erhaltenen Daten war nicht moéglich, daher
wurde darauf verzichtet.

4.4.3 Zeitabhingige Untersuchung der Anderung des Dimpfungswiderstandes R
eines MDCK-2-Zelllayers nach der Vernetzung zellulirer Proteine mit
Glutardialdehyd oder Paraformaldehyd

Um die Kinetik der Vernetzungsreaktion und des daraus resultierenden Anstiegs des

Déampfungswiderstandes niher beleuchten zu konnen, wurde diese auch in Abhédngigkeit von

der Zeit untersucht. Dazu wurden zunidchst die nativen Zellen in Phosphatpuffer

impedanzspektroskopisch ~ untersucht. Nachdem  stationire = Werte fir den

Déampfungswiderstand AR erreicht waren, wurde das entsprechende Fixans zugegeben und

der Anstieg des Didmpfungswiderstands mittels Impedanzspektroskopie verfolgt, bis sich

erneut ein Gleichgewicht eingestellt hatte.

Abbildung 4.32 stellt den zeitlichen Verlauf des Dampfungswiderstandes fiir die Reaktion der

Zellschicht mit GA und PFA sowie fiir eine unbehandelte Kontrolle dar. Die Zugabe von

2.5 %iger Glutardialdehyd-Losung zu der in Phosphatpuffer befindlichen Zellschicht fiihrte

zu einem steilen Anstieg von AR (gefiillte Kreise). Ausgehend vom Dampfungswiderstand

der nativen Zellschicht mit 500 Q wurden schon nach etwa zwei Minuten 1000  erreicht, die

Halbwertszeit der Reaktion T;, (GA) betrdgt (170 £ 10) s. Nach acht Minuten war dann ein

Maximum von etwa 2500 € erreicht. Im weiteren Zeitverlauf &ndert sich der

Déampfungswiderstand nicht mehr wesentlich. Der stationdre Maximalwert liegt in einem
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Bereich, der auch fiir die nicht zeitabhingigen Messungen bestimmt wurde (s. 4.4.1.1). Die
Zugabe von 4 %iger Paraformaldehyd-Losung (offene Dreiecke) fithrte ebenso wie fiir GA
gezeigt zu einem duflerst steilen Anstieg des inkrementellen Ddmpfungswiderstandes AR der
Zellschicht. Die Reaktion lief in diesem Fall sogar noch deutlich schneller ab, war mit dem
hier eingesetzten Aufbau zeitlich nicht aufzuklidren. Fiir eine t;, Berechnung reicht die
zeitliche Auflosung nicht. Der Didmpfungswiderstand stieg auf einen Maximalwert von etwa
1650 Q. Dieser Maximalwert korrespondiert gut mit den Werten, die nach 30miniitiger
Inkubationszeit in den zuvor geschilderten Endpunkt- Messungen bestimmt wurden
(s.4.42.1). Die Kontrolle (offene Kreise) sollte zeigen, dass der Anstieg des
Déampfungswiderstandes allein mit der Zugabe des entsprechenden Fixierungsreagenzes
zusammenhingt und kein Phidnomen des Fliissigkeitstausches darstellt. Dazu wurde der Quarz
mit der MDCK-2-Zellschicht mikrogravimetrisch gegen die Zeit untersucht. Nach der
Aufnahme einer Grundlinie wurde statt eines Fixierungsreagenzes nur der verwendete

Phosphatpuffer zugegeben.
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Abb. 4.32: Zeitabhiingige Anderung des inkrementellen Dimpfungswiderstandes einer MDCK-2-Zellschicht
nach Zugabe einer 2.5 %igen Glutardialdehyd-Losung (= ), einer 4 %igen Paraformaldehyd-Losung (CE) sowie
eines physiologischen Phosphatpuffers (j ). Der Pfeil kennzeichnet den Zeitpunkt der Zugabe bei allen drei
Messungen. Fiir den Anstieg des Dampfungswiderstandes durch Zugabe von Glutardialdehyd-Losung ldsst sich
nach Anpassung der Kurve mit einer sigmoidalen Fitfunktion (Boltzmann) folgende Halbwertszeit Ty,
bestimmen: T,, (GA) = (168 % 6) s. Eine 1, Berechnung wurde fiir PFA aufgrund der mangelnden zeitlichen
Auflosung nicht durchgefiihrt.

Dies fiihrte zu keiner sichtbaren Anderung des inkrementellen DiAmpfungswiderstandes der

Zellschicht, der Wert fiir AR bleibt nahezu konstant bei 600 Q2.
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Um die Anderung des Diampfungswiderstands allein auf die Vernetzung zellulirer Proteine
zuriickfiihren und eine Beteiligung anderer Prozesse ausschliefen zu konnen, wird die
Reaktion der Fixierungsreagenzien mit dem entsprechenden Zelllayer auf ihre
Konzentrationsabhéingigkeit untersucht. Kann aus diesen Untersuchungen eine deutlich
langsamere Kinetik, aber ein vergleichbarer Ddmpfungswiderstand nach Abschluf3 der
Reaktion bestimmt werden, so ist nur die chemische Vernetzung der Proteinbestandteile fiir
die Anderung des Dimpfungswiderstands verantwortlich. Daher wurde am Beispiel der
Fixierung mit GA untersucht, ob eine zehnfach niedrigere Konzentration eine andere
Reaktionsgeschwindigkeit hervorruft und ob vergleichbare Gesamtinderungen des
Déampfungswiderstandes nach Erreichen eines stationdren Zustands beobachtet werden
konnen. Die Messungen wurden analog zu Kapitel 4.4.3 durchgefiihrt. Abbildung 4.33 zeigt

die Anderung des DiAmpfungswiderstands gegen die Zeit.
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Abb. 4.33: Zeitabhingige Anderung des Dimpfungswiderstandes bei Fixierung eines MDCK-2
-Zelllayers mit 0.25 %iger Glutardialdehyd-Losung. Der Pfeil kennzeichnet den Zeitpunkt der Zugabe. Fiir den
Anstieg des Dampfungswiderstandes durch Zugabe des Fixierungsreagenzes lédsst sich nach Anpassung der
Kurven mit einer sigmoidalen Fitfunktion (Boltzmann) folgende Halbwertszeit T;, bestimmen:
Ti2 (0.25 % GA) = (690 £ 40) s.

Nach Zugabe der 0.25 %igen Glutardialdehyd-Losung kann hier ebenfalls ein deutlicher
Anstieg des Ddmpfungswiderstandes gemessen werden. Die Steigung der Kurve ist allerdings
deutlich geringer. So nimmt der Ddmpfungswiderstand von einem Wert von AR = 600 Q
innerhalb der ersten drei Minuten auf ungefidhr das Doppelte zu und erreicht erst nach mehr

als einer halben Stunde einen Wert von ungefihr 2000 . Die Steigung ldsst danach deutlich
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nach, ohne dass innerhalb von kurzer Zeit eine Sittigung erreicht wird. Erst nach etwa 10
Stunden wurde ein konstanter inkrementeller Ddmpfungswiderstand AR von etwa 2400 Q
gemessen. Offensichtlich werden im Vergleich zur Fixierung mit 2.5 %iger GA-Losung nach
vollstidndiger Abreaktion @hnliche Ddmpfungswiderstédnde erreicht, allerdings erst nach einer
deutlich verldngerten Reaktionszeit. Diese Experimente legen die SchluBfolgerung nahe, dass
die QCM ausschlieBlich die Vernetzung der zelluldren Proteine und keine unspezifischen

Nebenreaktionen erfasst.

4.4.4 Unabhingigkeit des chemisch induzierten Diampfungswiderstandsanstiegs vom
Zelltyp
Um zu beleuchten, inwiefern der Anstieg des Ddmpfungswiderstands nach Zugabe der

Vernetzungsreagenzien vom  Zelltyp abhingt, wurde eine weitere Zelllinie

# Zellschicht

Abb. 4.34: Quotienten des relativen Dampfungswiderstands (AR, / ARy) von NRK-Zellen, die 30 min lang mit
2.5 %iger Glutardialdehyd-Losung fixiert wurden. Jeder Balken charakterisiert das fiir einen einzelnen NRK-
Zelllayer bestimmte Verhiltnis zwischen dem vor und dem nach der Préiparation bestimmten
Diampfungswiderstand. Fiir dieses Verhiltnis kann ein Mittelwert von (4.3 = 0.4) bestimmt werden (n = 4;
Mittelwert = SDM).

mikrogravimetrisch in nativem und fixiertem Zustand untersucht.
Die Fixierung wurde mit 2.5 %iger Glutardialdehyd-Losung durchgefiihrt und danach das
Verhiltnis der inkrementellen Didmpfungswiderstinde der nativen und der fixierten
Zellschicht (ARgx / ARp) gebildet. Abbildung 4.34 stellt diesen Quotienten fiir vier
individuelle Zellschichten dar. Die Fixierung fiihrt auch im Falle von NRK-Zellen zu einem

signifikanten Anstieg des zelluldren Dampfungswiderstandes. Dieser wurde um das drei- bis
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fiinffache erhoht, im Mittel konnte ein Anstieg um einen Faktor von (4.3 £ 0.4) bestimmt
werden. Dieser Wert liegt etwas unterhalb des fir MDCK-2 Zellen bestimmten Faktors von
(54£0.9) (s.4.4.1.1).

Da eine Vernetzung der zelluldaren Proteine von NRK-Zellen mit GA zu einer vergleichbaren
Erhohung des Ddmpfungswiderstands fiihrt, wie dies fiir MDCK-2 Zellen festgestellt wurde,
ist diese Reaktion offensichtlich vom Zelltyp unabhéngig.

44.5 EinfluB der Vernetzung einer reinen Proteinschicht auf den
Déampfungswiderstand R
Um zu hinterfragen, inwieweit der gemessene Anstieg des Ddmpfungswiderstandes auf eine
Vernetzung der sich direkt an der Quarzoberfliche befindlichen Proteinschicht der
extrazelluliren Matrix (ECM) zuriickzufiihren ist, wurde eine definiert auf Quarze
aufgebrachte Gelatineschicht mit 2.5 %iger Glutardialdehyd-Losung fixiert. Eine
mikrogravimetrische Untersuchung der Proteinschicht vor und nach der chemischen
Vernetzung sollte den Einflul ECM auf die Dampfungswiderstandsinderungen fixierter

Zellen aufklaren.
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Abb. 4.35: Inkrementeller Dampfungswiderstand AR von Gelatineschichten, die durch eine 90-miniitige
Inkubation einer 0.5 %igen Gelatinelosung auf den jeweiligen Quarz aufgebracht wurden (graue Sdulen) sowie
derselben Proteinschichten nach einer 30 miniitigen Fixierung mit 2.5 %iger Glutardialdehyd-Losung (schwarze
Saulen).

Abbildung 4.35 stellt die auf die Proteinschichten zuriickzufiihrenden Anderungen des

Déampfungswiderstands vor und nach der Vernetzung mit GA dar.
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Die untersuchten nativen Proteinschichten zeigen generell nur sehr geringe
Diampfungswiderstinde von maximal 50 . Nach der Fixierung kommt es zu keiner
Erhohung des Didmpfungswiderstandes. Die beobachteten Anderungen senken den Betrag von
AR offenbar sogar leicht. Offensichtlich verdndert die chemische Vernetzung die Proteine
derart, dass sie deutlich rigider und ihre schon vorher geringen viskoelastischen Eigenschaften
weiter reduziert werden. Der Grund fiir die drastische Erhohung des Dampfungswiderstandes
fixierter Zellen steht also nicht mit einer Vernetzung der extrazelluliren Matrix in

Zusammenhang.

4.4.6 Osmotischer Einflul von Glutardialdehyd auf die Zellschicht

Da Wegener et al. (2000) zeigen konnten, dass hyperosmolare Medien zu einem starken
Anstieg des Dampfungswiderstands von MDCK-2 Zellen fiihren kdnnen, wurde eine der
Glutardialdehyd-Losung &dquimolare Saccharose-Losung (250 mM) auf MDCK-2 Zellen
gegeben und die resultierende Anderung des Dimpfungswiderstandes mikrogravimetrisch
verfolgt. Dies sollte einen nur auf die Osmolaritdtsverschiebung, die durch den Zusatz von

GA zum Puffer hervorgerufen wird, beruhenden Effekt ausschlieen.
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Abb. 4.36: Zeitabhingige Anderung des Dimpfungswiderstands AR nach Zugabe einer 250 mM Saccharose-
Losung (1) bzw. nach Austausch der Losung gegen herkommlichen isotonischen Phosphatpuffer (2). Die Pfeile
markieren die Zugabe der Saccharoselosung bzw. die Umstellung auf isotonischen Phosphatpuffer.

Abbildung 4.36 zeigt die Anderung des Dimpfungswiderstands AR als Funktion der Zeit. Die

Zugabe der Saccharose-Losung erfolgte nach einer Aquilibrierungsphase und fiihrte zu einem
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sofortigem steilen Anstieg des Didmpfungswiderstandes, der innerhalb von zwei Minuten
einen Maximalwert von etwa 1500 Q erreicht. Anschlieend féllt AR innerhalb von etwa 20
Minuten um ungefihr 200  ab. Um die Reversibilitit dieses Effektes zu iiberpriifen, wie sie
von Wegener et al. festgestellt wurde, wurde das hyperosmolare Medium dann wieder gegen
einen isotonischen Phosphatpuffer ausgetauscht. Der Dampfungswiderstand fiel sofort sehr
deutlich auf einen Wert um 700 Q ab, nach weiteren 20 min wurde der Ausgangswert zu
Beginn der Messung wieder erreicht. Die Zunahme des Dadmpfungswiderstandes zeigt
zunichst, dass moglicherweise ein gewisser Teil der durch das Vernetzungsreagenz
induzierten Anderungen des viskoelastischen Verhaltens auf eine Verschiebung der
Osmolaritdt zuriickgefiihrt werden kann. Allerdings liegen die hier bestimmten AR
mindestens um den Faktor zwei unter denen, die fiir eine Vernetzung zelluldrer Proteine mit
Glutardialdehyd gemessen wurden. Zusétzlich ist der durch das Fixans ausgeloste Effekt in
keinster Weise reversibel. Ein fixierter Zelllayer zeigt auch bei einem Austausch der iiber dem
Zelllayer befindlichen Reaktionslosung gegen Zellkulturmedium keine Anzeichen einer
Riickkehr zum Ausgangszustand. Auch die Tatsache, dass verdiinnte GA-Losung die gleiche
Anderung des Dimpfungswiderstands hervorruft, die Reaktion aber deutlich langsamer
stattfindet, kann mit einer auf der Osmolaritdtsverschiebung beruhenden Begriindung nicht
erklart werden. Zudem muss beachtet werden, dass GA offensichtlich ein zellpermeables
Reagenz ist und somit deutlich weniger EinfluB auf das Zellvolumen nimmt als die hier als

Osmolyt verwendete Saccharose.

4.4.7 EinfluB der Vernetzungsreaktion auf das Aktin-Cytoskelett

Da die Zunahme des Diampfungswiderstandes offensichtlich nicht mit einer Quervernetzung
der unter den Zellen befindlichen extrazelluldren Matrix (s. 4.4.5) und hochstens zu einem
sehr geringem Teil mit einem osmotischen Einfluss des Glutardialdehyds (s. 4.4.6) erklart
werden kann, miissen andere zellulire Komponenten die durch die chemische Manipulation
induzierten Veridnderungen der viskoelastischen Eigenschaften der Zellschicht hervorrufen.
So konnten Wegener et al. (2000) zeigen, dass das Aktincytoskelett, das den gesamten
Zellkorper in Form eines Aktincortex umgibt, sie in Form von Stressfasern durchzieht und
tiber die Fokalkontakte an das Substrat anbindet, an dem Gesamtbetrag des
Déampfungswiderstandes beteiligt ist. Dies wurde iiber eine selektive Zerstorung des
Aktincytoskeletts mit Cytochalasin D nachgewiesen, die zu einer Abnahme des

inkrementellen Ddmpfungswiderstandes um etwa ein viertel des Ausgangswertes fiihrt.
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Die Phalloidin-Firbung des Aktincytoskeletts in Abbildung 4.37 verdeutlicht die
Auswirkungen des durch das Cytochalasin D hervorgerufenen Abbaus von f-Aktin.
Abbildung 4.37 A zeigt das Aktincytoskelett unbehandelter MDCK-2 Zellen. Neben den um
die einzelnen Zellkorper laufenden Aktingiirtel kann man besonders gut die innerhalb der
Zellen parallel verlaufenden Stressfasern erkennen, die den Kontakt zum Adhésionsbereich

herstellen.

Abb. 4.37: Anfirbung des Cytoskeletts von MDCK-2 Zellen mit TRITC-Phalloidin. A Aktincytoskelett
unbehandelter MDCK-2 Zellen. Insbesondere die Stressfasern, die parallel zueinander innerhalb der einzelnen
Zellen verlaufen, lassen sich deutlich erkennen. B Aktincytoskelett von MDCK-2 Zellen, die zuvor 2 h lang mit
5 UM Cytochalasin D behandelt wurden. Es sind nur noch punktformige Aktinaggregate vorhanden.

Eine zweistiindige Inkubation der Zellen mit Cytochalasin D zerstort diese Strukturen
vollstandig. Abbildung 4.37 B illustriert die Situation nach der Behandlung der Zellen mit
Cytochalasin D und zeigt, dass nur noch einzelne angefarbte Aktinaggregate vorhanden sind.

Diese experimentellen Erkenntnisse wurden nun benutzt, um zu iiberpriifen, inwieweit die
chemische Veridnderung des Aktincytoskeletts durch das Fixierungsreagenz zu einer
Anderung der mechanischen Eigenschaften der Zellschicht beitriigt. Abbildung 4.38 macht
die experimentelle Vorgehensweise sowie die spitere Darstellung der relativen Anderungen
des Ddmpfungswiderstandes deutlich. Die auf den Quarzen kultivierten Zellschichten wurden
zuerst mikrogravimetrisch (4.38 A) untersucht und anschlieBend fiir 2 h bei 37° C mit
einer 5 UM Cytochalasin D-Losung inkubiert (4.38 B). Nach einer erneuten Charakterisierung
der Zellschichten mit der QCM wurden diese dann mit 2.5 %iger Glutardialdehyd-Losung fiir
30 min bei RT fixiert (4.38 C) und der Effekt dieser Fixierung auf die nun im wesentlichen
f-aktinfreien Zellen mikrogravimetrisch gemessen. So wurden fiir die nacheinander
vorgenommenen Priparationsschritte absolute Werte fiir den Ddmpfungswiderstand bestimmt

(Ro, Rep und Repysix), von denen anschlieend der Wert des mechanisch gereinigten Quarzes
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Rq (Abb. 4.38 D) subtrahiert wird. Die sich hieraus ergebenden Parameter AR, ARcp sowie
ARcpysix bilden dann die Grundlage fiir die relativen Anderungen des Dimpfungswiderstandes
nach Inkubation mit Cytochalasin D bzw. nach Inkubation mit Cytochalasin D und
anschliefender Fixierung. Um eine einfachere und von der Streuung der einzelnen

inkrementellen Dampfungswiderstinde AR, der nativen Zellschichten unabhéngige

D A B C

Ra Rco Rcorix

, JAsisislsisininiole] leisisiniwininine]

A
v

A
v

ARcp

ARcDrix

Abb. 4.38: Schematische Darstellung der einzelnen Priparationsschritte und der jeweils daraus gewonnenen
normalisierten Parameter AR, ARcp und ARcpysix.

Darstellung der Ergebnisse anhand von Faktoren zu ermoglichen, werden die Werte von ARcp
und ARcpsx durch ARy geteilt. Die Quotienten (ARcp / ARg) und (ARcpssx / ARg) werden in
Abbildung 4.39 dargestellt.

Der inkrementelle Dampfungswiderstand der Zellschicht sinkt nach der Inkubation mit
Cytochalasin D im Mittel auf etwa drei Viertel des Wertes fiir den unbehandelten Zelllayer.
Eine anschlieBende Fixierung der aktinmanipulierten Zellschichten ldsst einen deutlichen
Anstieg des Ddmpfungswiderstandes erkennen. Allerdings werden im Vergleich zu der
Untersuchung nativer Zellschichten nur maximal dreimal héhere Dadmpfungswiderstinde
gefunden. Im Mittel kann eine Zunahme von AR um den Faktor (2.7 + 0.2) bestimmt werden.
Dies ist nur die Hélfte des fiir Zellschichten mit intaktem Aktincytoskelett gefundenen Wertes
((5.4%0.9),s.4.4.1.1). Das deutet darauf hin, dass die Zunahme des Ddmpfungswiderstandes
zu einem grofen Teil auf die chemische Vernetzung des Aktincytoskeletts durch die

Fixierungsreagenzien zuriickgefiihrt werden kann. Da aber durch die Behandlung der Zellen
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Abb. 4.39: Quotienten der relativen Dampfungswiderstinde (ARcp / ARg) und (ARcpsix / ARg) von MDCK-2
Zellen, die 2 h mit 5 uM Cytochalasin D inkubiert (graue Sdulen) bzw. danach noch mit 2.5 % GA fixiert
wurden (schwarze Sdulen). Jeder Balken charakterisiert das fiir einen einzelnen MDCK-2-Zelllayer bestimmte
Verhiltnis zwischen dem vor und dem nach der Préparation bestimmten Dampfungswiderstand. Fiir die nur mit
Cytochalasin D inkubierten Zellen kann fiir dieses Verhéltnis ein Mittelwert von (0.76 £ 0.05) bestimmt werden.

Die zusitzlich noch fixierten Zellschichten weisen ein mittleres Verhiltnis von (2.7 £ 0.2) auf. (n = 4;
Mittelwert = SDM).

mit Cytochalasin D nicht der gesamte Effekt der Proteinvernetzung aufgehoben werden
konnte, sind vermutlich noch weitere Komponenten an der Erhohung des
Déampfungswiderstands beteiligt. Insbesondere die Vernetzung der membranstindigen

Proteine und andere Komponenten aus dem Cytoskelett konnten hier eine Rolle spielen.

4.4.8 EinfluB der Proteinvernetzung mit Paraformaldehyd auf den Zell-Substrat-
Abstand von MDCK-2 Zellen

Es sollte iiberpriift werden, inwiefern sich der Abstand von MDCK-2 Zellen vom Substrat
durch eine Fixierung dndert. Dies sollte Erklidrungsansitze fiir die zuvor schon bestimmten
Anderungen der elektrischen bzw. mikrogravimetrischen Parameter erlauben. Das Experiment
konnte ausschlieBlich mit Paraformaldehyd als Vernetzungsreagenz durchgefiihrt werden, da
eine Fixierung mit Glutardialdehyd zur Autofluoreszenz der Probe in unterschiedlichen
Wellenldngenbereichen fiihrt (Ergebnisse nicht gezeigt; Tagliaferro et al., 1997) und dies eine
Analyse der Zellschicht mit Hilfe der FLIC-Mikroskopie unmoglich macht.

Abbildung 4.40 zeigt die gesamte Population untersuchter Zellen, die mit Paraformaldehyd
fixiert wurden. Im Einzelnen kénnen Werte fiir d im Bereich von iiber 80 nm bis zu weniger
als 10 nm gefunden werden. Im Mittel findet sich ein Wert von d = (40.2 £ 3.1) nm. Die

Daten fiir eine unbehandelte Kontrolle sind in Abbildung 4.41 abgebildet. Hier wurden
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nichtbehandelte MDCK-2 Zellen untersucht, die unter identischen Bedingungen ausgesit und

kultiviert worden sind. Es konnten minimale Abstinde von 20 nm und maximale Abstinde
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Abb. 4.40: Darstellung des Zell-Substrat-Abstandes d von MDCK-2 Zellen, die mit 4 %iger Paraformaldehyd-
Losung fixiert wurden. Die durchgezogene Linie markiert den fiir diese Population bestimmten mittleren
Abstand d = (40.2 £ 3.1) nm (n = 31; Mittelwert £ SDM).
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Abb. 4.41: Zell-Substrat-Abstand d von MDCK-2 Zellen, die nicht fixiert wurden. Die durchgezogene Linie
markiert den fiir diese Population bestimmten mittleren Abstand d = (37.9 £ 4.0) nm (n = 17;
Mittelwert + SDM).
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von deutlich iiber 60 nm gemessen werden. Der Mittelwert wurde zu d = (37.9 + 4.0) nm
bestimmt. Es zeigt sich kein signifikanter Unterschied im Zell-Substrat-Abstand von fixierten
und nativen MDCK-2  Zellen. Dies korreliert mit den schon  vorher
dargelegten Messungen der elektrischen Parameter, die nachweisen konnten, dass eine
Fixierung mit PFA oder GA den Wert des Zell-Substrat-Parameters o nicht veréndert.
DerAnstieg des Dimpfungswiderstands ist somit nicht mit einer Anderung des Zell-Substrat-
Abstands verbunden, sondern wird von den mechanischen Eigenschaften der unteren

Membran bestimmt, die maBgeblich vom Proteingeriist der Zelle bestimmt ist.

4.4.9 Untersuchung der Elastizititen nativer und fixierter MDCK-2 Zellen mittels
atomic force microscopy (AFM)
Der durch die Fixierungsreagenzien hervorgerufene Anstieg des Dampfungswiderstandes ist
nach den bislang vorgestellten Untersuchungen auf eine chemische Vernetzung der Zellen
zuriickzufiihren. Zur Quantifizierung dieser Veridnderungen mit einer unabhingigen Methode
wird die AFM-Technik verwandt. Diese wird standardmissig eingesetzt, um mechanische
Eigenschaften von Zellen zu bestimmen. So ist es moglich die Elastizitit einer Zellschicht
durch AFM-Messungen zu quantifizieren, indem sogenannte Kraft-Abstands-Kurven
aufgezeichnet werden. Aus diesen Messungen erhdlt man direkt einen Wert fiir das
Elastizitatsmodul, ein Maf} dafiir wie stark sich ein Material unter einer applizierter Kraft
deformieren ldsst. Es wurden AFM-basierte Elastizititsmessungen an nativen, mit PFA

fixierten und mit GA fixierten MDCK-2 Zellen durchgefiihrt. AuSerdem wurde untersucht,
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Abb. 4.42: A Hohenbild von MDCK-2 Zellen, das aus Kraftabstandskurven abgeleitet wurde. B Elastizitdtskarte
der MDCK-2 Zellen. Dunkle Bereiche kennzeichnen Regionen mit niedrigem Elastizitdtsmodulus, helle
Bereiche Areale mit hohem Elastizitdtsmodulus. Die Bilder wurden aus 64 x 64 Kraftabstandskurven in einem
Bereich von 100 x 100 pm errechnet.
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wie sich das Elastizitdtsverhalten GA-fixierter Zellen dndert, wenn man diese vor der
Fixierung fiir 2 h mit 5 uM Cytochalasin D-Losung behandelt. Abbildung 4.42 A zeigt
exemplarisch ein Hohenbild von MDCK-2 Zellen, das aus den Elastizititsmessungen
abgeleitet wurde. Die Daten wurden aus 64 x 64 Kraftabstandskurven errechnet. Abbildung
4.42 B stellt die Elastizititskarte desselben Ausschnitts dar. Helle Bereiche kennzeichnen
Regionen mit hohem Elastizitdatsmodulus, dunkle Bereiche zeigen einen niedrigen Wert fiir
den Elastizitditsmodulus an.

Abbildung 4.43 zeigt eine Zusammenfassung der Ergebnisse. MDCK-2 Zellen weisen in
nativer Form einen mittleren Elastizititsmodulus von (2500 £ 100) Pa auf. Die Fixierung mit
Paraformaldehyd fiihrt zu einem kleinem, aber signifikanten Anstieg auf (3700 £ 900) Pa.
Dagegen zeigt eine Fixierung mit Glutardialdehyd unter gleichen Bedingungen einen
drastischen Anstieg des Elastizitdtsmoduls auf (25000 £ 3100) Pa. Eine selektive Zerstdorung
des Aktincytoskeletts (s. 4.4.7) mit Cytochalasin D vor der Fixierung mit Glutardialdehyd
inhibiert diesen Anstieg vollstandig. Es kann nur noch ein Elastizititsmodul in der
GroBenordnung nativer Zellen gemessen werden (E = (2100 £ 100) Pa). Der
Elastizitdtsmodulus von MDCK-2 Zellen, die ohne anschlieBende chemische Vernetzung nur

mit Cytochalasin D behandelt worden waren, war nicht messbar.
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Abb. 4.43: Elastizititsmodule von MDCK-2 Zellen, wie sie aus Kraft-Abstands-Kurven ermittelt wurden. Fiir
native MDCK-2 Zellen kann ein Wert fiir E von (2500 % 100) Pa, fiir PEA-fixierte MDCK-2 Zellen ein Wert von
(3700 £ 900) Pa und fiir GA-fixierte Zellen ein Wert fiir E von (25000 £ 3100) Pa bestimmt werden. Fiir
MDCK-2 Zellen, die zuerst 2 h lang mit 5 pM Cytochalasin D behandelt und dann mit 2.5 % Glutardialdehyd
fixiert wurden, konnte ein Elastizitdtsmodul von (2100 + 100) Pa gefunden werden. (n = 2; Mittelwert + SDM)

Diese Ergebnisse bestitigen die schon mit der QCM (s. 4.4.1.1) festgestellte Beteiligung des

Aktincytoskeletts an der durch die chemische Vernetzung induzierten ,,Versteifung® des
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Zelllayers. Sobald ein groBer Anteil des f-Aktins innerhalb der Zellen zerstort ist, kann eine
chemische Manipulation durch GA oder PFA die viskoelastischen Eigenschaften der

Zellschicht nicht mehr verindern.

44.10 EinfluB von  Methyl-B-Cyclodextrin auf die elektrischen und
mikrogravimetrischen Parameter einer konfluenten MDCK-2-Zellschicht
Die Behandlung der Zellen mit den crosslinking-Reagenzien PFA und GA fiihrt sowohl zu
einer Vernetzung der cytoplasmatischen wie auch der membranstindigen Proteine. Um
Riickschliisse auf den Einfluss dieser chemischen Manipulation auf die Zellmembran ziehen
zu konnen, soll nun untersucht werden, inwiefern eine Verdnderung der Lipidkomposition der
Membran einen Einfluss auf den Ddmpfungswiderstand ausiibt. Die Membranfluiditdt in
Saugetierzellen wird maBgeblich vom Gehalt des Cholesterins in der Membran gesteuert.
Eine Anderung von dessen Konzentration sollte somit mit einer Anderung der
Membranfluiditdt und gegebenenfalls auch der Membranelastizitit einhergehen, die sich
moglicherweise impedanzspektroskopisch nachweisen ldsst. Eine Moglichkeit den Gehalt von
Cholesterin in der Membran einer lebenden Zelle zu verringern, ist die Verwendung von
Methyl-B-Cyclodextrin (MBCD). Bei Methyl-B-Cyclodextrin handelt es sich um ein
cyclisches Oligosaccharid, das Cholesterin in einem unpolarem Hohlraum bindet und es
dadurch aktiv aus der Zellmembran entfernt, ohne in diese einzudringen (Pitha et al., 1988;
Ohtani et al., 1989). Die durch eine zweistiindige Inkubation von MDCK-2 Zellen mit 20 mM
MBCD-Losung ausgelosten Effekte auf die viskoelastischen und die elektrischen

Eigenschaften der Zellschicht wurden untersucht.

4.4.10.1 Einflufl von MBCD auf die elektrischen Parameter der Zellschicht
Parazelluléirer Widerstand Ry,

Abbildung 4.44 A stellt die relativen Auswirkungen der Inkubation mit MBCD auf den
parazelluldren Widerstand R;, dar. Betrachtet wird das Verhiltnis zwischen Ry, mpep und dem
jeweiligen Ausgangswert der Zellschicht Ry, o. Der Cholesterinentzug fiihrt zu einer deutlichen
Abnahme des parazelluliren Widerstandes. Der individuelle Riickgang von R}, weist fiir die
einzelnen untersuchten Zellschichten allerdings gro3e Unterschiede auf. So konnten fiir den
Quotienten (Rpmpep / Ryp) Werte zwischen 0.01 und 0.4 bestimmt werden. Im Mittel geht der
parazellulidre Widerstand durch die Behandlung mit MBCD auf einen Faktor von (0.17 £ 0.03)
bezogen auf den Ausgangswert Ry zuriick. Um diese Abnahme spezifisch auf die Zugabe

von MBCD zuriickfithren zu konnen, wurden parallel Zellschichten untersucht, die fiir 2 h in
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dem verwendeten glucosehaltigen Puffer ohne MBCD inkubiert wurden. Die in Abbildung
4.44 B gezeigte Kontrollmessung ldsst auch hier eine Streuung des parazelluldren
Widerstandes erkennen. Gemessen wurden allerdings fast ausschlieBlich Zunahmen des

Widerstandswertes. In Einzelfdllen war dieser um einen Faktor von 1.45 bezogen auf den
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Abb. 4.44: A Relativer parazelluldrer Widerstand (Rympcp / Rpp) von MDCK-2 Zellen, die 2 h in
glucosehaltigem Phosphatpuffer mit 20 mM MBCD inkubiert wurden. Jeder Balken charakterisiert das fiir einen
einzelnen MDCK-2-Zelllayer bestimmte Verhiltnis zwischen dem nach und dem vor der Inkubation bestimmten
Wert von R,. Fiir dieses Verhiltnis kann ein Mittelwert von (0.17 £ 0.03) bestimmt werden. (n = 20;
Mittelwert = SDM). B Relativer parazelluldrer Widerstand (Rp kontrone / Rb0) von MDCK-2 Zellen, die 2 h in
glucosehaltigem Phosphatpuffer inkubiert wurden. Jeder Balken charakterisiert das fiir einen einzelnen MDCK-
2-Zelllayer bestimmte Verhiltnis zwischen dem nach und dem vor der Inkubation bestimmten Wert von R,,. Fiir
dieses Verhiltnis kann ein Mittelwert von (1.19 = 0.07) bestimmt werden (n = 7; Mittelwert £ SDM).

Ausgangswert erhoht. Im Mittel kann eine leichte Zunahme des Widerstandes nach der
Inkubation um den Faktor (1.19 * 0.07) festgestellt werden. Diese Erhohung des
parazelluliren Widerstands R;, der Kontrollpopulation kann auf den Serumentzug
zuriickgefithrt werden, da die MDCK-2 Zellen in glucosehaltigem Phosphatpuffer ohne
Serumzusatz inkubiert wurden (Conyers et al., 1990).

Die beobachtete Abnahme des Werts fir R, wird somit durch die MPBCD-induzierte
Cholesterinverarmung der Zellmembran hervorgerufen. Die Anwesenheit von Cholesterin in

der Zellmembran ist offensichtlich fiir die Funktionalitéit der Zell-Zell-Kontakte notig.

Zell-Substrat-Parameter o

Neben der oben beschriebenen Beeintridchtigung der Zellen im Bereich des Zell-Zell-Kontakts
sollten die ECIS-Messungen anhand des Zell-Substrat-Parameters o Riickschliisse darauf
ermOglichen, inwiefern gleichzeitig Auswirkungen im Zell-Substrat-Bereich induziert
werden. Abbildung 4.45 A zeigt das Verhiltnis des Parameters o von Zellschichten vor und

nach der Inkubation mit MBCD. Die Werte fiir das Verhéltnis (owpep / 0) weisen deutliche
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Streuungen auf. So sind in Einzelfdllen sowohl Abnahmen von Ovpecp um einen Faktor 0.4
wie auch Zunahmen um einen Faktor von 1.6 bezogen auf den Ausgangswert O zu
beobachten. Im Mittel bleibt der Wert von o im Vergleich zum parazelluldren Widerstand Ry,
relativ konstant. Nur eine leichte mittlere Zunahme um einen Faktor von (1.12 £ 0.05) ist
feststellbar. Auch fiir den Parameter o wurde eine Kontrolle durchgefiihrt, die andere
Einflisse als die durch die spezifische Wirkung des MPBCD hervorgerufenen Effekte
ausschlieBen sollte. Abbildung 4.45 B stellt den Quotienten (Otkontole / 0o) dar, der aus dem
Zell-Substrat-Parameter o der jeweiligen Zellschicht vor und nach der Inkubation in
glucosehaltigem Phosphatpuffer bestimmt wurde. Die Abbildung zeigt deutlich, dass nur sehr
geringe Schwankungen zu beobachten sind. Im Mittel lédsst sich eine leichte Zunahme von o

um einen Faktor von (1.08 + 0.03) feststellen.
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Abb. 4.45: A Relativer Zell-Substrat-Parameter (Opcp / 0) von MDCK-2 Zellen, die 2 h in glucosehaltigem
Phosphatpuffer mit 20 mM MBCD inkubiert wurden. Jeder Balken charakterisiert das fiir einen einzelnen
MDCK-2-Zelllayer bestimmte Verhéltnis zwischen dem nach und dem vor der Inkubation bestimmten Wert von
a. Fiir dieses Verhiltnis kann ein Mittelwert von (1.12 + 0.05) bestimmt werden (n = 20; Mittelwert £ SDM).
B Relativer Zell-Substrat-Parameter (Olgonwore / &) von MDCK-2 Zellen, die 2 h in glucosehaltigem
Phosphatpuffer inkubiert wurden. Jeder Balken charakterisiert das fiir einen einzelnen MDCK-2-Zelllayer
bestimmte Verhiltnis zwischen dem nach und dem vor der Inkubation bestimmten Wert von o. Fiir dieses
Verhiltnis kann ein Mittelwert von (1.08 = 0.03) bestimmt werden (n = 7; Mittelwert £ SDM).

Da der Parameter o durch die Inkubation mit MBCD nahezu unbeeinflufit bleibt, kann davon
ausgegangen werden, dass die elektrischen und geometrischen Verhiltnisse im Spalt

zwischen Zelle und Substrat denen von unbehandelten Zellen entsprechen.
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Spezifische Membrankapazitit C,,

Francis et al. (1999) konnten mit Hilfe von elektronenmikroskopischen Untersuchungen einen
deutlichen Effekt von MBCD auf die Mikrovilli von MDCK-Zellen feststellen. Beobachtet
wurde ein Riickgang der Mikrovilli auf der Oberfliche der Zellen. Das legt einen direkten
Einfluss von MBCD auf die spezifische Membrankapazitit Cy, nahe, da eine Verdnderung der
Oberflichengeometrie auch einen direkten Effekt auf die Kapazitit der Zellmembran haben
sollte.

Abbildung 4.46 A stellt das Verhiltnis (Cmmpep / Cmo) zwischen der Kapazitit der MBCD-
behandelten sowie der nativen Zellen dar. Ein deutlicher Riickgang der spezifischen Kapazitit
Cn ist zu erkennen. Der Wert von C,, verringert sich mindestens um einen Faktor von 0.6,
teilweise sogar um einen Faktor von 0.25 bezogen auf den Ausgangswert. Dies entspricht
Absolutwerten von C,, zwischen (2.2 £ 0.4) chm'z und (1.08 £ 0.01) chm'z. Im Mittel kann
ein Riickgang der Membrankapazitéit nach Behandlung mit MBCD um einen Faktor von (0.44

t 0.02) festgestellt werden.
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Abb. 4.46: A Relative spezifische Membrankapazitit (Cyumpep / Cmp) von MDCK-2 Zellen, die 2 h in
glucosehaltigem Phosphatpuffer mit 20 mM MBCD inkubiert wurden. Jeder Balken charakterisiert das fiir einen
einzelnen MDCK-2-Zelllayer bestimmte Verhéltnis zwischen der nach und der vor der Inkubation bestimmten
Kapazitit der Zellmembran. Fiir dieses Verhiltnis kann ein Mittelwert von (0.44 + 0.02) bestimmt werden

(n = 20; Mittelwert = SDM). B Relative spezifische Membrankapazitit (Cy kontrolle / Cmo) von MDCK-2 Zellen,
die 2 h in glucosehaltigem Phosphatpuffer inkubiert wurden. Jeder Balken charakterisiert das fiir einen einzelnen
MDCK-2-Zelllayer bestimmte Verhéltnis zwischen der vor und nach der Inkubation bestimmten Kapazitit der

Zellmembran. Fiir dieses Verhiltnis kann ein Mittelwert von (0.94 = 0.02) bestimmt werden (n = 7,
Mittelwert + SDM).

In Abbildung 4.46 B sind die Ergebnisse einer zweistiindigen Kontrollinkubation der
Zellschicht mit glucosehaltigem Phosphatpuffer ohne Zusatz von MBCD dargestellt. Es lassen
sich keine wesentlichen Anderungen der spezifischen Membrankapazitit C,, erkennen. Im

Mittel findet man eine leichte Abnahme der Kapazitit um einen Faktor von (0.94 £ 0.02).



Ergebnisse 126

Die durch die Inkubation mit MBCD induzierte Abnahme der spezifischen Membrankapazitit
deutet auf eine signifikante Anderung der Oberflichentopographie hin. Das von Francis et al.
(1999) beschriebene Verschwinden der Mikrovilli nach Behandlung der Zellen mit MBCD ist

mit diesen Daten konsistent und erklirt die hier gemessene Anderung der Membrankapazitit.

4.4.10.2 Untersuchung der Wirkung von MBCD auf den Dampfungswiderstand R

Um einen moglichen Effekt des MPBCD auf die Elastizitdt der Zellschicht respektive des
Adhisionskontakts zu untersuchen, wurden die Zellschichten vor und nach der Inkubation mit
MBCD auch im Quarz-Modus mikrogravimetrisch analysiert. Die durch die Vernetzung der
zelluliren Proteine induzierte Anderung des Dimpfungswiderstandes (s. 4.4.1.1), die mit
einem deutlichen Anstieg der Elastizitdt des Zellkorpers einher geht, ldsst vermuten, dass
moglicherweise auch Anderungen der Membrankomposition den Dimpfungswiderstand
beeinflussen konnen. Da Cholesterin wesentlich zur Regulation der Membranfluiditét
beitrdgt, ldsst eine durch die Inkubation mit MPBCD hervorgerufene Reduktion des
Cholesteringehaltes signifikante Anderungen des Dampfungswiderstands vermuten.
Abbildung 4.47 A stellt die fiir die einzelnen Zellschichten bestimmten relativen Anderungen
des Didmpfungswiderstandes anhand des Quotienten (ARmgep / ARg) dar. Es konnen
vereinzelte Abnahmen des Dampfungswiderstandes um einen Faktor von 0.87 bezogen auf

den Ausgangswert als auch deutliche Anstiege des Ddmpfungswiderstandes bis zu einem
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Abb. 4.47: A Relativer Dimpfungswiderstand (ARygcp / ARg) von MDCK-2 Zellen, die 2 h in glucosehaltigem
Phosphatpuffer mit 20 mM MBCD inkubiert wurden. Jeder Balken charakterisiert das fiir einen einzelnen
MDCK-2-Zelllayer bestimmte Verhéltnis zwischen dem vor und dem nach der Inkubation bestimmten
Diampfungswiderstand. Fiir dieses Verhiltnis kann ein Mittelwert von (1.25 + 0.19) bestimmt werden (n = 20;
Mittelwert + SDM). B Relativer Dampfungswiderstand (ARgonwone / ARg) von MDCK-2 Zellen, die 2 h in
glucosehaltigem Phosphatpuffer inkubiert wurden. Jeder Balken charakterisiert das fiir einen einzelnen MDCK-
2-Zelllayer bestimmte Verhiltnis zwischen dem vor und dem nach der Inkubation bestimmten
Diampfungswiderstand. Fiir dieses Verhiltnis kann ein Mittelwert von (1.01 + 0.04) bestimmt werden (n = 7;
Mittelwert + SDM).
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Faktor von 1.67 bestimmt werden. Im Mittel findet man eine im Vergleich zu den
Vernetzungsexperimenten kleine, aber signifikante Erhohung des Ddmpfungswiderstandes
ARy um einen Faktor von (1.25 * 0.19). Die in Abbildung 4.47 B dargestellte, ebenfalls
mitgefiihrte Kontrolle weist keinen derartigen Anstieg des Didmpfungswiderstandes auf. Im
Mittel findet man nur eine nicht signifikante Zunahme um den Faktor (1.01 £ 0.04) bezogen
auf den Ausgangswert.

Die betragsmissig kleine, aber signifikante Zunahme des Ddmpfungswiderstandes ist also auf
die Inkubation von MPBCD zuriickzufithren und hingt somit offensichtlich mit dem

Cholesteringehalt der Membran zusammen.

4.5 Untersuchungen zur Fototoxizitit von Calcein AM

Das Sterben von Sédugerzellen ist mit drastischen Verdnderungen der Zellmorphologie
verbunden. Da es im Laufe eines solchen zellbiologischen Prozesses zu Anderungen im Zell-
Substrat-Bereich kommt (z.B. Ablosen der Zelle vom Substrat), sollte nach den vorliegenden
mechanischen Untersuchungen auch ein mikrogravimetrisches monitoring des Zellsterbens
moglich sein.

Knight et al. (2003) konnten zeigen, dass der Vitalfarbstoff Calcein AM unter Bestrahlung
fototoxisch wirkt und vermuteten einen apoptotischen Mechanismus fiir das Sterben der
untersuchten Chondrozyten. Bei Calcein AM handelt es sich um einen zellpermeables
Farbstoffderivat, das im Cytoplasma durch nur in lebenden Zellen aktiven Esterasen in den
Fluoreszenzfarbstoff Calcein gespalten wird. Bei Bestrahlung dieses blau absorbierenden und
griim  fluoreszierenden Farbstoffs mit Licht im Bereich der entsprechenden
Excitationswellenlinge wird dieser fototoxisch. Dies fithrt nach entsprechenden

Expositionszeiten zum Tod der bestrahlten Zelle.

4.5.1 Untersuchungen zur Fototoxizitit von Calcein AM im Quarz-Modus

Untersucht wurde nun, inwiefern dieser durch die Bestrahlung induzierte Zelltod Anderungen
der mechanischen Eigenschaften der Zellschicht auslost. Dazu wurden MDCK-2 Zellen auf
Quarzresonatoren kultiviert, mit dem Vitalfarbstoff inkubiert und mikrogravimetrisch
untersucht, um den Zustand der Zellen vor der Lichteinwirkung zu charakterisieren. Danach
erfolgte die Belichtung mit blauem bzw. griinem Licht (Probe oder Kontrolle) und nach 24 h
wurden die Zellen erneut mikrogravimetrisch untersucht. Zur Bestrahlung wurde eine
Hg-Dampflampe (100 W) verwendet, die Fokussierung der Probe erfolgte iiber ein
5x Objektiv. Abbildung 4.48 zeigt auf der linken Seite das Verhiltnis (AR, / ARp) fiir
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Zellschichten, die 45 min lang mit Calcein AM inkubiert und dann 10 min lang mit blauem
Licht (450-490 nm) bestrahlt wurden. Fiir drei von vier untersuchten Zelllayern konnte eine
deutliche Abnahme des Dampfungswiderstands AR, gefunden werden. Im Mittel ergibt sich
eine Anderung dieses Werts um einen Faktor von (0.70 £ 0.11). Dagegen zeigen die auf der
rechten Seite von Abbildung 4.46 dargestellten Ergebnisse der Kontrollexperimente keine
wesentliche Anderung fiir das Verhiltnis (ARpy / ARy). Im Mittel kann fiir diese Zellschichten,
die mit griilnem Licht (515-560 nm) bestrahlt wurden, nur eine nicht signifikante Anderung

um einen Faktor von (1.06 £ 0.04) festgestellt werden.

Abb. 4.48: Relative Dampfungswiderstand (ARy, / ARy) von MDCK-2-Zellschichten, die fiir 45 min in einer
2 UM Calcein AM-Losung inkubiert wurden und anschlieBend 10 min lang mit blauem Licht (weifle Séulen)
oder griinem Licht (graue Séulen) bestrahlt wurden. Fiir die mit blauem Licht bestrahlten Zellschichten ergibt
sich im Mittel eine deutliche Abnahme des relativen Dampfungswiderstandes um einen Faktor von (0.70 £ 0.11)
bezogen auf den Ausgangswert. Dagegen zeigen die mit griinem Licht bestrahlten Zellschichten lediglich eine
Tendenz zu einer leichten Zunahme von AR um (1.06 £ 0.04). Die durchgezogenen Linien markieren den fiir die
jeweiligen Bedingungen bestimmten Mittelwert (n = 4; Mittelwert + SDM).

4.5.2  Untersuchungen zur Fototoxizitit anhand von ECIS-Messungen

Neben der oben dargestellten Verdnderung des Dadmpfungswiderstandes des Zellkorpers
wurde auch der Einfluss des fototoxischen Effekts auf die elektrischen Eigenschaften der
Zellschicht untersucht. Dazu wurden die Zellen sowohl vor als auch nach der Bestrahlung mit
Licht im ECIS-Modus charakterisiert. Abbildung 4.49 A zeigt exemplarisch ein typisches
Impedanzspektrum einer konfluenten MDCK-2-Zellschicht sowohl vor als auch 24 h nach der
Induktion des fototoxischen Effekts. Es ist deutlich zu erkennen, dass die vor der Belichtung
vitalen Zellen einen Tag nach der Bestrahlung mit blauem Licht im Bereich zwischen 10 und

10* Hz keinerlei Plateaubereich mehr aufweisen. Das Impedanzspektrum dhnelt im Verlauf
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dem einer nicht mit Zellen belegten leeren Elektrode. Das deutet darauthin, dass die
Zellschicht ihre dem Strom gegentiber isolatorische Eigenschaft verloren und somit zu groflen
Teilen oder vollstindig in dem bestrahlten Bereich zerstort ist.

Um diesen fototoxischen Effekt spezifisch auf das eingestrahlte blaue Licht (450-490 nm)
zuriickfithren zu konnen, wurde als Kontrolle eine mit Calcein AM inkubierte Zellschicht mit
griilnem Licht (§15-560 nm) bestrahlt und das Zellspektrum sowohl vor wie auch 24 Stunden
nach der Lichteinwirkung bestimmt. Abb. 4.49 B lisst sich erkennen, dass insbesondere im
Plateaubereich keine Unterschiede zwischen den beiden untersuchten Zustinden zu finden
sind. Die Zerstorung der Zellschicht ist also spezifisch auf die Einwirkung von blauem Licht

(450-490 nm) auf die Calcein AM-inkubierten Zellen zuriickzufiihren.
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Abb. 4.49: Exemplarische Darstellung der Impedanzspektren von MDCK-2 Zellen, die fiir 45 Minuten in einer
2 UM Calcein AM-Losung inkubiert wurden. Abbildung 4.49 A zeigt das Spektrum sowohl vor (j ) wie auch
24 h nach (I ) einer 10-miniitigen Belichtung mit blauem Licht (450-490 nm). Das Zellspektrum nach der
Belichtung zeigt die Beschidigung der Zellen eindeutig durch den Verlust der Plateauregion an. Abbildung
4.49 B zeigt das dazugehorige Kontrollexperiment. Dargestellt ist das Spektrum sowohl vor (j ) wie auch 24 h
nach (I ) einer 10-miniitigen Belichtung mit griinem Licht (515-560nm). Es konnte keine signifikante Anderung
des Kurvenverlaufs festgestellt werden.

Die Abweichung der Impedanz im hohen Frequenzbereich (10°-10° Hz) zwischen den vor und
den nach der Belichtung aufgenommenen Spektren kann auf Verdunstungseffekte
zuriickgefithrt werden, die moglicherweise durch die Inkubation der Proben bei 37° C
auftraten. Da dieser Inkubationsschritt nicht in einer wasserdampfgesittigten Atmosphire
durchgefiihrt wurde, ist ein kleiner Wasserverlust wahrscheinlich. Dies kann in einer hoheren
Ionenkonzentration und somit in einer erhohten Leitfihigkeit des Puffers resultierten, was
sich in einer verringerten Impedanz im fiir den Mediumwiderstand charakteristischen Bereich
zwischen 10*-10° Hz #uBern wiirde. Ein weiterer Grund kann eine gegeniiber der

Arbeitselektrode verschobene Position des Platin-Drahtes sein, der als Gegenelektrode in den
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Puffer eintaucht, da die Impedanz zwischen 10*-10° Hz auch hinsichtlich solcher Anderungen

der experimentellen Anordnung sensitiv ist.

4.5.3 Untersuchung zum Mechanismus der Fototoxizitit

Die Ursache des fototoxischen Effekts von Calcein AM sollte ndher untersucht werden, um
die im Quarz-Modus und in den ECIS-Messungen beobachteten Effekte auf die mechanischen
Eigenschaften und die Zellmorphologie verstehen zu konnen. Da sich die elektrischen
Messungen im Vergleich zu den mikrogravimetrischen Untersuchungen als wesentlich
sensitiver gegeniiber den Auswirkungen der Fototoxizitit auf die Zellschicht erwiesen haben,
wurden alle weiteren Untersuchungen lediglich mit der ECIS-Technik durchgefiihrt. Dazu
wurden spezielle Metallfilmelektroden-Arrays aus Indium-Zinn-Oxid (ITO) verwendet, die
neben der obligaten elektrischen Leitfdhigkeit auch die Eigenschaft optischer Transparenz
besitzen. Diese ITO-Elektroden besitzen zudem weitere Vorteile: So ist eine parallele
Messung mehrerer Wells moglich, auBerdem kann durch Verwendung eines beheizbaren
Mikroskopaufsatzes die simultane mikroskopische Beobachtung bzw. Belichtung des
Substrats und die impedanzspektroskopische Untersuchung der Probe erfolgen. Weiterhin
wurden an diesen Substraten mikroskopische Studien durchgefiihrt, die den eigentlichen

Mechanismus des Zelltods aufklidren sollten.

4.5.3.1 Einsatz von Natriumascorbat als Reduktionsmittel

Natriumascorbat ist ein Reduktionsmittel, welches die moglicherweise in den fotochemischen
Reaktionen entstehenden reaktiven, radikalischen Spezies unschidlich machen kann. Um eine
mogliche Beteiligung von radikalischen Sauerstoff-Spezies am fototoxischen Effekt von
Calcein AM zu untersuchen, wurden die MDCK-2 Zellen 90 min lang mit Calcein AM bzw.
mit Calcein AM und 1 mM Natriumascorbat inkubiert. Danach wurden die behandelt
Zellschichten jeweils 5 min lang mit blauem Licht (420-490 nm) bestrahlt.

In Abbildung 4.50 ist der zeitliche Verlauf der normierten Impedanz bei 4 kHz der Zellen im

Vergleich zu dem der zusétzlich mit Natriumascorbat behandelter Zellen dargestellt.
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Abb. 4.50: Vergleich des Verlaufs der normierten Impedanz (bei 4 kHz) 90 min mit Calcein AM beladener (®)

bzw. zusitzlich mit Natriumascorbat behandelter Zellen (0) nach 5-miniitiger Belichtung mit blauem Licht
(420-490 nm). Die gemessenen Werte wurden auf den jeweiligen Impedanzwert bei t = 0 min normiert

(1Zly(0) = 2344 Q; 1ZIy(®) = 2581 Q). Der Pfeil markiert den Zeitpunkt der Belichtung.

Dabei zeigte sich, dass durch Zusatz von 1 mM Natriumascorbat der fototoxische Effekt
vollstidndig inhibiert wurde. Die Impedanz blieb iiber den gesamten Beobachtungszeitraum
weitgehend konstant.

Bei den ausschlieBlich mit Calcein AM behandelten Zellen hingegen trat der fototoxische
Effekt etwa 1000 min nach der Belichtung ein. Die Impedanz nahm langsam ab, bis sie nach
etwa 2000 min ein Minimum erreichte. Die Impedanz wurde jedoch nicht, wie bei den zuvor
beschriebenen Messungen, vollstindig bis auf den Wert der =zellfreien Goldelektrode

reduziert.

4.5.3.2 Einfluss des fototoxischen Effektes auf die drei Zellparameter Ry, oc und C,,

Um den Einfluss des fototoxischen Effekts auf die drei ECIS-Parameter Ry, o und C,, zu
untersuchen wurden die aufgezeichneten Impedanzdaten mit Hilfe des Modells von Wegener
et al. (2000) analysiert. Die Modellierung der Daten sollte Aufschliisse auf die durch den
fototoxischen Effekt hervorgerufenen Schidden an den Zellen ermoglichen. In Abbildung 4.51
A ist exemplarisch der zeitliche Verlauf der normierten Impedanz (bei 4 kHz) der 90 min mit
Calcein AM beladenen und 5 min lang mit blauem Licht (420-490 nm) bestrahlten MDCK-2
Zellen dargestellt. Entsprechend dazu zeigt Abbildung 4.51 B den zeitlichen Verlauf der drei

morphologischen Parameter.
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Abb. 4.51: A Zeitlicher Verlauf der normierten Impedanz (bei 4 kHz) 90 min mit Calcein AM beladener
MDCK-2 Zellen nach 5-miniitiger Belichtung mit blauem Licht (420-490 nm). B Zeitlicher Verlauf der
normierten Parameter Ry, o und C,. Die gemessenen Werte wurden auf den jeweiligen Wert bei t = 0 min
normiert (IZly(®) = 1995 Q; Ry o = 32.5 Qem?, o = 13.6 Qem”?, Chno=35.8 uF/cmz). Die Pfeile markieren jeweils
den Zeitpunkt der Belichtung.

Auffillig ist, dass nach Einsetzen des fototoxischen Effektes (ab ca. 200 min) zunichst der
Widerstand zwischen den Zellen (Ry) abfillt im Vergleich zu den Werten von o und Cy,.
Innerhalb von 100 min nach dem Einsetzen des fototoxischen Effektes hatte Ry bereits die
Hilfte seines Ausgangswertes erreicht. Etwa 300 min nach Einsetzen des fototoxischen
Effektes ging der Wert von Ry schlieBlich gegen Null. Im Gegensatz dazu fielen die Werte
von o deutlich langsamer ab. Etwa 150 min nach Einsetzen des Effektes nahm o langsam ab.
Zu diesem Zeitpunkt betrug der Wert von Ry nur noch 40 % seines Ausgangswertes. Nach
250 min war o um die Hélfte des Ausgangswertes gesunken und erreichte nach 500 min ein
Minimum. Im Vergleich zu R, und o nahmen die Werte von Cp,, 300 min nach Einsetzen des
fototoxischen Effektes stark zu und waren nach 800 min auf das Doppelte des
Ausgangswertes angestiegen. Eine derartige Erhohung von C,, ist fiir die hier untersuchten
Zellen jenseits jeder zu erwartenden Verdnderung der Membrankapazitit und kann als
Indikator fiir das partielle Ablosen der Zellen von der Elektrodenoberfliche oder das
Auftreten weniger unbedeckter Bereiche auf der Elektrode herangezogen werden, wie es sich
auch bei den mikroskopischen Untersuchungen zeigte. Die ECIS-Untersuchungen zeigen
somit, dass die durch Calcein AM induzierte Fototoxizitdt zunichst zu einer Beeinflussung
der Zell-Zell-Kontakte fiihrt. Der zeitliche Verlauf von Ry, zeigte eine drastische Aufweitung
des Interzellularspaltes an, wie es fiir schrumpfende Zellen charakteristisch ist. Erst einige
Zeit spiter fiihrt das fortgesetzte Abrunden der Zellen zum Losen der Zell-Substrat-Kontakte.
Der Verlauf der drei Zellparameter in Abbildung 4.51 B ist fiir alle ECIS-Messungen, bei

denen ein Effekt zu beobachten war, reprisentativ. Allerdings setzte der Effekt zu
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unterschiedlichen Zeitpunkten ein, was auch schon die zuvor beschriebenen Abbildungen

zeigten.

Abb. 4.52: Phasenkontrastmikroskopische Aufnahmen von MDCK-2 Zellen auf ITO-Elektroden. Diese Bilder
wurden im Anschluf an die ECIS-Messung aufgenommen. A Zellen, die nicht mit Calcein AM vorinkubiert

wurden, B Zellen, die 90 min mit Calcein AM beladen wurden, nach 5-miniitiger Belichtung mit blauem Licht
(420-490 nm).

Nach Abschluf3 der ECIS-Messungen wurden die MDCK-2 Zellen auf den ITO-Elektroden
phasenkontrastmikrokopisch untersucht. Die in Abbildung 4.52 exemplarisch dargestellten
Aufnahmen sollen den Einfluss des fototoxischen Effektes auf die Zellmorphologie
visualisieren. Die mit Calcein AM beladenen und 5 min mit blauem Licht bestrahlten Zellen
wiesen erhebliche Verdnderungen der Morphologie auf (Abb. 4.52 B). Ein GroBteil der Zellen
hatte sich komplett abgerundet, wodurch ihre Zell-Zell-Kontakte zerstort wurden. An einigen
Stellen sind Locher im Zelllayer entstanden, wo sich Zellen abgeldst haben. Im Gegensatz
dazu zeigten die nicht mit Calcein AM vorinkubierten Zellen nach 5-miniitiger Belichtung mit
blauem Licht keine Verdnderungen. Sie besalen die fir MDCK-2 Zellen typische Zellform
und die Zellgrenzen waren deutlich zu erkennen (Abb. 4.52 A).

4.5.3.3 Untersuchungen zum Mechanismus des Zelltodes

Der durch die Fototoxizitdt induzierte Zelltod kann iiber zwei verschiedene Mechanismen
erfolgen: Apoptose und Nekrose. Die mikroskopisch beobachteten und durch ECIS-
Untersuchungen quantifizierten, morphologischen Veridnderungen zeigen ein ausgeprigtes
Schrumpfen der Zellen an, was auf einen apoptotischen Zelltod schlieBen ldsst. Um
herauszufinden, welche spezifische Form des Zelltodes durch den fototoxischen Effekt von

Calcein AM vermittelt wird, wurden die folgenden Experimente durchgefiihrt.
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Einsatz eines Caspase-3-Inhibitors zur Unterdriickung von Apoptose

Viele apoptotische Prozesse werden durch Caspasen vermittelt und konnen somit durch deren
Inhibition indirekt nachgewiesen werden. Dazu wurden die 90 min mit Calcein AM
beladenen Zellen zusitzlich mit einem Caspase-3-Inhibitor (Ac-DEVD-CHO) in einer
Konzentration von 300 uM inkubiert und anschlieend 5 min mit blauem Licht (420-490 nm)
bestrahlt. Der Caspase-Inhibitor konnte den fototoxischen Effekt von Calcein AM jedoch
nicht inhibieren (Abb. 4.53). Etwa 1000 min nach der Belichtung der mit dem Inhibitor
behandelten Zellen nahm die Impedanz auch hier ab, bis sie nach etwa 2250 min ein
Minimum erreichte. Auch bei den ausschlieBlich mit Calcein AM inkubierten Zellen setzte
der fototoxische Effekt etwa 1000 min nach der Belichtung ein. Die Impedanz nahm ab und
erreichte ebenfalls nach etwa 2250 min ein Minimum.

Beim Vergleich der zeitlichen Impedanzverldufe beider Zellpopulationen fillt auf, dass die
Impedanzabnahme der mit dem Inhibitor behandelten Zellen nur halb so grof ist wie die
Impedanzabnahme der ausschlieflich mit Calcein AM inkubierten Zellen. Dies kann
allerdings auf den niedrigeren Impedanzwert bei t = 0 min und die hier aufgetragenen
behandelten Zellen normierten Daten zuriickzufiihren sein. Wihrend der Impedanzwert fiir

die mit dem Inhibitor zu Anfang der Messung 2229 Q betrug, lag er fiir die ausschlielich
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Abb. 4.53: Vergleich des zeitlichen Verlaufs der normierten Impedanz (bei 4 kHz) 90 min mit Calcein AM

beladener (®) und zusitzlich mit dem Caspase-3-Inhibitor inkubierter MDCK-2 Zellen (0) nach 5 miniitiger
Belichtung mit blauem Licht (420-490 nm). Die gemessenen Werte wurden auf den jeweiligen Impedanzwert bei

t = 0 min normiert (IZly(0) = 2229 Q; IZly(®) = 2581 Q). Der Pfeil markiert den Zeitpunkt der Belichtung.
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mit Calcein AM inkubierten Zellen bei 2581 Q. Die Impedanzwerte am Ende der Messung
waren jedoch fiir beide Zellpopulationen in etwa gleich. Wihrend der Impedanzwert fiir die
mit Inhibitor behandelten Zellen am Ende der Messung 1686 € betrug, lag er fiir die
ausschlieBlich mit Calcein AM inkubierten Zellen bei 1541 Q. Der zeitliche Impedanzverlauf
der mit dem Inhibitor behandelten Zellen zeigte zudem eine leichte Verschiebung zu groB3eren
Zeiten, die jedoch vor dem Hintergrund der gro3en Varianz in den zeitabhiingigen Messungen
nur wenig signifikant ist.

Da sich der fototoxische Effekt von Calcein AM nicht mit dem Caspase-3-Inhibitor
unterdriicken liess, sprechen die Ergebnisse der Messung fiir einen nekrotischen oder aber

einen Caspase-unabhéngigen, apoptotischen Signalweg.

Zeitaufgeloste EthD-Fiarbung als Nachweis fiir Nekrose

Die beiden Formen des Zelltodes unterscheiden sich unter anderem dadurch, dass im
Gegensatz zur Apoptose bei der Nekrose die Zellmembran sehr frith in Mitleidenschaft
gezogen und permeabilisiert wird. EthD kann unter diesen Umstéinden in die Zelle bzw. den
Zellkern eindringen, an die DNA binden und dadurch eine rote Kernfluoreszenz erzeugen.
Somit konnte im Falle eines nekrotischen Zelltodes dieser sich mit Hilfe einer positiven
EthD-Féarbung kurz nach dem Auslosen des schiadigenden Effekts zu erkennen geben. Dazu
wurden die auf einem ITO-Substrat kultivierten Zellen 90 min mit einer Calcein AM-Losung
inkubiert, die zusétzlich EthD in einer Konzentration von 4 uM enthielt. Nach der Inkubation
wurden die Zellen 5 min lang mit blauem Licht (450-490 nm) bestrahlt. AnschlieBend wurde
der fototoxische Effekt von Calcein AM alle 2 h anhand von Phasenkontrast- und
Fluoreszenz-Aufnahmen verfolgt. In den ersten 4 h nach der Belichtung waren keine
signifikanten Verdanderungen der Zellmorphologie zu erkennen (Abb. 4.54). Auch bei der
EthD-Féarbung waren nur vereinzelt ein paar Zellkerne angefarbt. Nach 6 h begannen sich die
Zellen stellenweise abzurunden. Noch eindeutiger waren diese Verdnderungen nach 8 h
(Abb. 4.55). Zu diesem Zeitpunkt hatten sich etwa 40 % der Zellen komplett abgerundet. IThre
Zellkerne waren bei der EthD-Fiarbung deutlich angefarbt. Auch nach 10 h bzw. 24 h konnten
die stark abgerundeten und permeabilisierten Zellen durch ihre rot fluoreszierenden Kerne
von den noch vitalen Zellen unterschieden werden. Nach 24 h hatten sich die abgerundeten
Zellen vom Untergrund abgelost und befanden sich auf der Substratoberfldche. Parallel dazu
wurden zur Kontrolle MDCK-2 Zellen, die nicht mit Calcein AM vorinkubiert wurden, 5 min

lang blauem Licht im Wellenldngenbereich von 450-490 nm ausgesetzt. Diese zeigten im
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Abb. 4.54: Phasenkontrast- (links) und die zugehorigen fluoreszenzmikroskopischen
Aufnahmen (rechts) der 90 min mit Calcein AM beladenen MDCK-2 Zellen nach einer
Belichtungszeit von 5 min mit blauem Licht (450-490 nm). A/B nach 2 h, C/D nach 4 h,

E/F nach 6 h.

Gegensatz zu den mit Calcein AM beladenen Zellen (Abb. 4.54 + 4.55) weder nach 2 h noch

nach 24 h Verdnderungen der Morphologie (Abb. 4.56).
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Abb. 4.55: Phasenkontrast- (links) und die zugehorigen fluoreszenzmikrokopischen
Aufnahmen (rechts) der 90 min mit Calcein AM beladenen MDCK-2 Zellen nach einer
Belichtungszeit von 5 min mit blauem Licht (450-490 nm). A/B nach 8 h, C/D nach 10 h,
E/F nach 24 h.
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Abb. 4.56: Phasenkontrastmikroskopische Aufnahmen von MDCK-2 Zellen, die nicht mit Calcein AM
zzr}ilnkubiert wurden, nach einer Belichtungszeit von 5 min mit blauem Licht (450-490 nm). A nach 2 h, B nach
Die zeitaufgeloste EthD-Farbung in Abb. 4.55 zeigt nach 8 h eine Permeabilisierung der
Zellmembran an einem GroBteil der bestrahlten Zellen. Dieser Effekt tritt zu einem Zeitpunkt
ein, an dem auch in den Phasenkontrastaufnahmen deutliche morphologische Verdnderungen
der Zellen sichtbar sind. Dieser Zusammenhang weist auf eine schnelle Permeabilisierung der
Zellmembran und somit auf einen nekrotischen Zelltod hin. Die Beobachtung, dass der Zusatz
eines Caspase-3-Inhibitors zum Kulturmedium das Sterben der Zelle nicht verhindern kann

(Abb. 4.53), spricht ebenfalls fiir Nekrose.
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5 Diskussion

5.1 Mikrogravimetrische  Untersuchung des Adhisionskontakts

tierischer Zellen
Die in dieser Arbeit mit der QCM gemessenen mikrogravimetrischen Parameter adhérenter
tierischer Zellen zeigen individuelle Werte fiir unterschiedliche Zellarten. Um eine genaue
Interpretation dieser Unterschiede zu ermdoglichen und das volle Anwendungspotential der
Methode in der Zellbiologie auszuloten, muss bekannt sein, welche zelluliren Komponenten
tiberhaupt einen Einfluss auf das QCM-Signal haben. Nach Wegener et al. (2000) sind dies
nur die basolateralen Anteile der Zelle, da die Scherwelle der Quarzoszillation in
Kulturmedium eine charakteristische Abklinglinge von etwa 250 nm hat und von den
Autoren gezeigt wurde, dass Prozesse auf der apikalen Zellseite nur detektiert werden kdnnen,
wenn sie den gesamten Zellkdrper beeinflussen. Die in dieser Arbeit - dhnlich wie von
Wegener et al. (2000) - gefundene deutliche Abhingigkeit des Dampfungswiderstands vom
untersuchten Zelltyp muss ihre Ursache demnach im je nach Zellsorte unterschiedlichen
Adhisionskontakt haben. Ein Vergleich der in dieser Arbeit gemessenen inkrementellen
Induktivititen AL, die hauptsdchlich von der basolateralen Zellmembran und der unter den
Zellen liegenden extrazelluldaren Matrix beeinflusst werden, liefert keine wesentlichen
Erkenntnisse, da die Werte von AL einer gro3en Streuung unterworfen sind. So ergeben sich
teilweise negative Einzelwerte, die mit Hilfe des BVD-Ersatzschaltbildes nicht mehr erklirt
werden konnen. Moglicherweise fiihrt in diesen Fillen die von Noél und Topart (1994)
tibernommene Fixierung der Kapazitit im BVD-Ersatzschaltbild, die einer durch das
Quarzmaterial dominierten und daher invarianten Elastizitit des Gesamtsystems entspricht, zu
einer Verfilschung des Messwertes. Diese Festlegung der Kapazitit ist notwendig, da sich die
Induktivitdt nicht unabhiingig von ihr bestimmen ldsst. Allerdings ist diese Vereinfachung nur
gerechtfertigt, falls sich die elastischen Eigenschaften des Quarzes durch die Adsorption einer
Zellschicht nicht dndern. Verringert sich diese Kapazitit durch die Zellbeladung, so ist eine
Unterbestimmung der Induktivitit und somit auch ein negativer Wert fiir AL moglich. Dies ist
anhand der Daten nicht auszuschlieBen und verhindert eine sinnvolle Interpretation. Ein
Vergleich der durch die unterschiedlichen Zellsorten hervorgerufenen
Induktivitidtsdnderungen ist aber auch aus priparativen Griinden problematisch, da alle
verwendeten Endothelzellen auf eine exogen aufgebrachte Gelatineschicht ausgesit wurden,

um eine Adhésion der Zellen zu ermdglichen. Diese Beschichtung zu einem zusitzlichen
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Beitrag zu AL, der nicht mehr von dem der Zellen getrennt werden kann. Ein Vergleich ist
allerdings fiir die jeweils zwei Kultivierungsbedingungen der Kapillarendothelzellen aus
Schwein (PBCEC) und Maus (MBCEC) moglich, da diese bis auf die Medienzusitze
identisch  behandelt wurden. Auffillig ist, dass sich nur fiir die zwei
Kultivierungsbedingungen der PBCEC signifikante Unterschiede in AL ergeben, wéhrend
MBCEC in beiden Fillen in etwa die gleiche Induktivitdtsinderung zeigen. Dieser bei
PBCEC durch Zusatz von Hydrocortison (HC) zum Kulturmedium induzierte Effekt wurde
bereits ndher untersucht (Bjorn Reif3, Diplomarbeit, 2001). Eine mikrogravimetrische Analyse
nach chemischer Ablosung der Zellkdrper unter Zuriicklassung der extrazelluldren Matrix
ergab keinen signifikanten Unterschied hinsichtlich des Beitrags der Matrix fiir die beiden
Kultivierungsbedingungen. Offensichtlich ist zumindest in diesem Fall die Erhohung der
Induktivitdt nicht auf eine durch HC verinderte Proteinsekretion der Zellen zuriickzufiihren,
sondern vermutlich auf eine strukturelle Anderung der basolateralen Zellmembran oder des
Adhisionskontaktes.

Die durch die Zellschicht hervorgerufenen  Anderungen des inkrementellen
Dampfungswiderstandes AR zeigen Werte, die je nach Zellsorte deutlich variieren.
Abhingigkeiten vom Ursprungsgewebe oder von der physiologischen Aufgabe der Zellen
lassen sich keine beobachten. So wurde fiir Endothelzellen sowohl der hochste (PBCEC +HC)
als auch der niedrigste Wert (BAEC) fir AR gefunden. Im Vergleich zu allen anderen
Zelllinien aufféllig niedrige Didmpfungswiderstinde zeigen neben den bovinen
Aortenendothelzellen auch die murinen Fibroblasten. Wegener et al. (2000) untersuchten
beide Zellsorten ebenfalls und konnten vergleichbare Werte finden. Die Autoren fiithrten
dieses Verhalten im Falle der BAEC auf den mittels konfokaler Laser-Scanningmikroskopie
auf 500 nm Breite abgeschitzten Spalt (Wegener et al.,, 1999) zwischen Zelle und Substrat
und die daraus resultierende schlechte Detektierbarkeit der Zellen mit der QCM zuriick.
Ahnliche Griinde wurden fiir die vergleichsweise geringen DiAmpfungswiderstinde der NIH
3T3-Zellen angefiihrt. Nach Parak et al. (1999) zeigen Fibroblasten nur kleine Bereiche mit
niedrigem Zell-Substrat-Abstand, grofle Teile der Zellmembran sind weit vom Substrat
entfernt. Die in dieser Arbeit unter anderem an den beiden Zelllinien durchgefiihrten FLIC-
Messungen konnen derart grofle Distanzen zwischen den Zellen und dem Substrat aber nicht
bestdtigen. Ein Zusammenhang zwischen der Grofe des Spaltes und dem detektierten
Dampfungswiderstand ist daher eher unwahrscheinlich (s. 5.2). Weitere Abweichungen im
Vergleich zur Studie von Wegener et al. (2000) zeigen die in dieser Arbeit ebenfalls
hinsichtlich ihres Dampfungswiderstandes untersuchten Epithelien des MDCK-Stammes.
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Wihrend hier etwa 400-500 Q fiir beide Zellsorten gefunden wurde, detektierten die Autoren
teilweise doppelt so hohe Werte. Die Abweichung ldsst sich moglicherweise damit erkléren,
dass die mikrogravimetrischen Parameter einer Abhingigkeit von der Kulturdauer, dem
metabolischen Zustand sowie der Passagenanzahl der Zellen unterliegen und diese
Bedingungen in beiden Untersuchungen nicht vergleichbar sind.

Die durch die Kapillarendothelzellen induzierte Anderung des Dimpfungswiderstands weist
einige Besonderheiten auf. So fiihrt die Zugabe von Hydrocortison im Falle der PBCEC zu
einem Anstieg des inkrementellen Ddmpfungswiderstandes um etwa 100 % im Vergleich zu
den Zellen, denen das Glucocorticoid nicht zugesetzt wurde. Ein analoger durch HC
induzierter Anstieg kann auch fiir die ECIS-Parameter R, und o beobachtet werden, die die
Zell-Zell- und die Zell-Substrat-Kontakte charakterisieren (s. 5.3) Das wirft die Frage auf,
inwiefern moglicherweise ein struktureller oder funktioneller Zusammenhang zwischen der
Anderung der mikrogravimetrischen und der elektrischen Parameter beider Techniken
besteht. So ist der Zell-Substrat-Parameter o unter anderem vom Abstand der Zelle zum
Substrat abhingig. Ein verringerter Abstand fiihrt zu einer Zunahme des Wertes von o. Eine
Annidherung der Zelle an ihr Substrat konnte gleichzeitig mit einer Zunahme des
Déampfungswiderstandes verbunden sein. Ein &dhnlicher Zusammenhang miisste dann aber

grundsitzlich fiir alle Zellen zu finden sein, d.h. Zelllinien, die eine groB3en
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Abb. 5.1: Auftragung von (o* / r*) gegen AR. *Aufgrund der linglichen Morphologie der PBCEC wurde fiir r
der Betrag der kleinen Halbachse eingesetzt.
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Déampfungswiderstand aufweisen, sollten in erster Ndherung auch einen hohen Wert fiir o
zeigen. Abbildung 5.1 zeigt eine Auftragung des von der ZellgroBe bereinigten Zell-Substrat-
Parameters (o> / r*) gegen den Didmpfungswiderstand fiir alle in dieser Arbeit untersuchten
Zelltypen. Es kann kein eindeutiger und fiir alle Zellsorten giiltiger Zusammenhang zwischen
dem mikrogravimetrischen und dem elektrischen Parameter festgestellt werden. So weisen
z.B. NRK-Zellen einen hohen Ddmpfungswiderstand auf, aber nur einen vergleichsweise
kleinen Wert fiir (o / r%), genau andersherum verhilt es sich fiir die MDCK C7-Zellen.
Lediglich die fiir PBCEC, die mit bzw. ohne Hydrocortison kultiviert wurden, beobachteten
Unterschiede beziiglich des inkrementellen Ddmpfungswiderstands (PBCEC (-HC) 372 Q /
PBCEC (+HC) 861 Q) und des zellgroBenbereinigten Parameters (oc2 / r*) (PBCEC (-HC)
7.39 - 10° Q / PBCEC (+HC) 5.77 - 10’ Q) legen einen Zusammenhang zwischen diesen
beiden Parametern nahe. Dagegen kann fiir die murinen Kapillarendothelzellen keine
hydrocortisoninduzierte Erhohung des inkrementellen Dampfungswiderstands gefunden
werden (MBCEC (-HC) 493 QQ / MBCEC (+HC) 494 Q), wihrend der Wert des Parameters o
deutliche Unterschied fiir die beiden Kultivierungsbedingungen aufwies (MBCEC (-HC)
13.8 Q%°cm / MBCEC (+HC) 23 Q%’cm) (Da keine Werte fiir die Radien der MBCEC
vorliegen, kann nur o zur Korrelation herangezogen werden). Im Falle der MBCEC fiihrt die
Stimulation der Zellen mit Hydrocortison nur zu Anderung der elektrischen Verhiltnisse im
Adhisionskontakt, die mikromechanischen Eigenschaften der Zellen bleiben unverédndert und

sind somit offensichtlich von dieser Anderung unabhingig.

5.2 Geometrische Charakterisierung des Adhésionskontakts mit der

FLIC-Mikroskopie
Die FLIC-Mikroskopie an Sidugetierzellen (Braun und Fromherz, 1998) ermdglicht den

optischen Zugang zur Breite des Spaltes zwischen basaler Zellmembran und Substrat. Die hier
untersuchten Zellsorten zeigen Abstidnde, die zwischen etwa 30 und 100 nm liegen.
Allerdings decken die meisten Zellarten nur einen Bereich zwischen 60 und 100 nm ab.
Lediglich die MDCK-2 Zellen liegen mit deutlich unter 30 nm dichter am Substrat.
Vergleichbare Untersuchungen zur Bestimmung von Zell-Substrat-Abstdnden mit der FLIC-
Mikroskopie finden sich in der Literatur nur wenige. Iwanaga et al. (2001) untersuchten die
lokale Korrelation zwischen der Vinculin-Expression und Zellbereichen mit kleinem Zell-
Substrat-Abstand an GD25-Fibroblasten. Die Autoren konnten im Gegensatz zur bis dahin

giiltigen Lehrmeinung keine Korrelation zwischen lokal kleinen Membran-Substrat-
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Abstinden und entsprechender Expression der Fokalkontakte finden. Fiir die Fibroblasten
wurde ein mittlerer Abstand von 50 nm gemessen. Dieser Wert ist deutlich geringer als der in
dieser Arbeit fiir murine NIH 3T3-Fibroblasten bestimmte, allerdings sind sowohl Zellsorte
wie auch Kultivierungsbedingungen verschieden. Braun und Fromherz (1998) untersuchten
den Abstand von Neuronen und Gliazellen zur Oberfliche des in der FLIC-Mikroskopie
eingesetzten Siliziumchips. Die Autoren konnten dabei die Breite des Spaltes auf etwa 60 bis
100 nm bestimmen. Allerdings stellten sie einen wesentlichen Einfluss der unter den Zellen
liegenden Proteinbeschichtung auf den jeweiligen Messwert fest. Astrocyten, die auf einer
Lamininbeschichtung kultiviert wurden, waren etwa 40 nm weiter vom Substrat entfernt als
die auf einer Fibronektinbeschichtung ausgesiten Zellen. In vorangegangenen Studien wurde
von den gleichen Autoren (Braun und Fromherz, 1997) der Abstand von Erythrozytenghosts
gemessen, die auf eine Polylysinschicht aufgebracht worden waren. Hier konnte mit 12 nm
ein vergleichsweise geringer Zell-Substrat-Abstand detektiert werden. Diese offensichtliche
Abhingigkeit von der Oberflichenbeschichtung muss auch fiir die Bewertung der in dieser
Arbeit bestimmten Abstinde Beachtung finden, da alle hier betrachteten Endothelzellen nur
auf einer mit Gelatine bzw. quervernetzter Gelatine versehenen Oberfldache adhérieren. Dies
kann moglicherweise die fir das Endothel gemessenen relativ dhnlichen Zell-Substrat-
Abstdnde erkldren. Trotz dieser Einschrinkung erlauben diese Daten den Vergleich von
Zellen, die auf der gleichen Oberflichenbeschichtung ausgesidt wurden. So ist eine
Beurteilung der Abstinde der unterschiedlich kultivierten PBCEC zuléssig. Der fiir PBCEC
unter hydrocortisonhaltiger Kultivierung gefundene Anstieg der elektrischen (o) und
mikrogravimetrischen (AR) Parameter des Adhisionskontakts (s. 5.1 bzw. 5.3) ist nach den in
dieser Arbeit durchgefiihrten Messungen eindeutig nicht auf eine durch die Zugabe von HC
induzierte reduzierte Breite des Spaltes zuriickzufiihren. Der Unterschied im Zell-Substrat-
Abstand zwischen den beiden Bedingungen ist nicht signifikant. Somit miissen andere
Faktoren fiir die beobachteten funktionellen Anderungen des Adhisionskontakts
verantwortlich sein. Ein Vergleich der mit der FLIC-Methode bestimmten Zell-Substrat-
Abstédnde d fiir PBCEC (+HC) und (-HC) erweist sich allerdings aus priparativen Griinden als
problematisch. So konnte anhand von mikrogravimetrischen und elektrischen Untersuchungen
gefdarbter PBCEC-Zellen eine auf das Préparationsprotokoll zuriickzufiihrende drastische
Abnahme des Zell-Substrat-Parameters oo und des inkrementellen Dampfungswiderstandes
AR nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt), die moglicherweise auch den Zell-Substrat-

Abstand wesentlich beeintrachtigt.
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Neben der exogen aufgebrachten Proteinbeschichtung ist ebenso die Beeinflussung des
Abstandes durch eine je nach Zellsorte unterschiedliche endogene Sekretion von ECM-
Molekiilen denkbar. AuBerdem kann die Glykokalix von Zellen signifikante Ausmalle
annehmen und somit eventuell zum Ergebnis beitragen. So wurden z.B. fiir Endothelzellen in
Abhingigkeit von der Zellart und der verwendeten Technik Werte fiir die Breite der
Glykokalix zwischen 20 nm und 1 pum gefunden (Pries et al., 2000). Fiir die apikale Membran
der meisten Epithelzellen wurden dagegen Werte zwischen 70 und 100 nm bestimmt
(Rosenberg, 1995).

Neben der Problematik der Interpretation der Einzelergebnisse hinsichtlich des Beitrags
unterschiedlicher zelluldrer und subzelluldrer Komponenten zur Breite des Spalts stellte sich
nach Abschluss der Untersuchung der einzelnen Zellsorten ein zusitzliches technisches
Problem dar. Eine routinemifBige Uberpriifung eines Siliziumchips zeigte einen iiber die
gesamte Flidche verteilten Abtrag der Oxidschicht um etwa 10 nm (Dieter Braun, personliche
Mitteilung). Da nicht genau nachzuhalten ist, ob der Abtrag linear vorangeschritten ist und
wie oft die einzelnen Substrate im Verhéltnis zueinander benutzt wurden, ldsst sich nur der
maximale Einfluss dieses systematischen Fehlers auf 10-15 nm quantifizieren. Da der Fehler
die Messungen aller Zelllinien gleichermaBen betrifft, ist nicht von einer Anderung der
relativen Abstidnde der verschiedenen Zellsorten auszugehen. Somit dndert sich die obige
Interpretation nicht. Allerdings setzt sich diese systematische Unterbestimmung in die

Zahlenwerte des Widerstandes pq, unter den Zellen fort, da der Zell-Substrat-Abstand fiir
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Abb. 5.2: Auftragung des Zell-Substrat-Abstands d gegen den inkrementellen Ddmpfungswiderstand AR.
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dessen Berechnung herangezogen wird. Dieser Einfluss auf den numerischen Wert von Py
wird an entsprechender Stelle diskutiert.

Zusitzlich zum in 5.1 diskutierten moglichen Zusammenhang zwischen den elektrisch (o)
und mikrogravimetrisch (AR) ermittelten Parametern des Adhisionskontakts ist auch eine
direkte Abhingigkeit des inkrementellen Ddmpfungswiderstandes AR vom Zell-Substrat-
Abstand d denkbar. Um dies zu iiberpriifen, ist in Abbildung 5.2 der Zell-Substrat-Abstand d
der jeweiligen Zellsorte gegen den entsprechenden inkrementellen Dampfungswiderstand
aufgetragen. Die Abbildung verdeutlicht, dass kein Zusammenhang zwischen dem
Déampfungswiderstand und dem Zell-Substrat-Abstand existiert. Die verschiedenen Zelltypen
weisen sehr unterschiedliche inkrementelle Dadmpfungswiderstdnde auf, sind aber bis auf die
MDCK-2 Zellen #hnlich weit vom Substrat entfernt. Der fiir die einzelnen Zellsorten
bestimmte Ddmpfungswiderstand hédngt somit nicht von der Distanz zwischen basolateraler
Zellmembran und Kulturoberflaiche ab. Damit kann auch ein Einfluss des Abstands d

zwischen Zelle und Substrat auf das QCM-Signal ausgeschlossen werden.

5.3 Untersuchung tierischer Zellen mit der ECIS-Methode

Die elektrische Untersuchung konfluenter Zelllayer wird zur Bestimmung der
Barriereeigenschaften schon lange mit unterschiedlichen Gleich- und
Wechselspannungstechniken durchgefiihrt. Die ECIS-Technik (Giaever und Keese, 1991)
ermOglicht seit mehr als einem Jahrzehnt eine detaillierte und quantitative Beschreibung der
Zellmorphologie anhand von impedanzspektroskopischen Messungen. Dabei kann neben dem
Zell-Zell- auch der Adhdsionskontakt anhand von elektrischen Parametern charakterisiert
werden. Diese Methode wird in dieser Arbeit in einer Kombination mit
impedanzspektroskopischen Untersuchungen der Zellen auf einem Schwingquarz (Quarz-
Modus) eingesetzt. Diese von Wegener et al. (2001) vorgestellte Methodenkombination
erzielt einen erheblich hoheren Informationsgehalt, da es sich um die Verkniipfung einer
elektrischen und einer mikrogravimetrischen Messung handelt. So lassen sich aus diesen
Untersuchungen fiir jede Zellspezies fiir ein und dieselbe Probe die drei elektrischen
Parameter Ry, o0 und C,, sowie die mikrogravimetrischen Parameter AR und AL bestimmen.
Insbesondere die elektrischen Parameter lassen Schliisse auf zelltypspezifische Eigenschaften
und physiologische Aufgaben zu. So konnen die Zellen anhand des parazelluldren
Widerstands Ry, der die Dichtigkeit der Zell-Zell-Kontakte angibt, in unterschiedliche

Klassen eingeteilt werden.
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Die untersuchte Fibroblasten-Zelllinie NIH 3T3, die epitheldhnlichen NRK-Zellen sowie die
bovinen Aorten- und die humanen Nabelschnurendothelzellen weisen nur kleine bis sehr
kleine parazellulire Widerstinde auf (1-10 Qcm?®). Dies ist im Falle der Fibroblasten auf die
nicht vorhandenen tight junctions zuriickzufiihren, die in vielen epithelialen und endothelialen
Zellen fir einen dichten Zell-Zell-Kontakt sorgen. BAEC und HUVEC, die zum
makrovaskuldren Endothel zidhlen, weisen diskontinuierliche tight junctions auf, die die
Durchlidssigkeit der Zellschicht und die entsprechend niedrigen Widerstdnde erkldren. Die
ebenfalls untersuchten mikrovaskulidren Endothelzellen aus dem Gehirn der Maus und des
Schweins zeigen deutlich hohere Werte fiir Ry,. Diese Zellen bilden in beiden Spezies die
Blut-Hirn-Schranke und miissen daher in der Lage sein, dichte, ionenundurchlédssige
Zellverbidnde aufzubauen. Allerdings sind die fiir die Kapillarendothelzellen aus Schwein
bestimmten Widerstdnde Ry trotz gleicher physiologischer Aufgabe um eine Zehnerpotenz
grofer als die der Méusezellen. (Christian Weidenfeller, Dissertation 2003). In beiden Fillen
ist aber eine deutliche Induktion des Widerstandes zu finden, sobald dem Kulturmedium das
Serum entzogen und Hydrocortison zugesetzt wird. Die gemessenen R,-Werte fir PBCEC
liegen in der gleichen Groenordnung, wie die TER-Werte, die von Hoheisel et al. (1998) auf
Filtersubstraten bestimmt wurden. Die untersuchten Epithelzellen aus dem MDCK-Stamm
zeigen die fiir die beiden Klone bekannten Unterschiede fiir die Dichtigkeit des Zelllayers
(Stevenson et al., 1988). Die Autoren konnten auf permeablen Filtersubstraten fiir die
niedrigohmigen MDCK-2 Zellen Widerstandswerte von 50-70 Qcm’, fiir die hochohmigen
MDCK C7-Zellen dagegen 2500-5000 Qcm® bestimmen. Lo et al. (1999) untersuchten
MDCK-2 Zellen auf Goldelektroden mit der ECIS-Methode und konnten etwa 60 Qcm” fiir
R, messen. Die in dieser Arbeit detektierten Werte fiir Ry, stimmen mit denen aus beiden
Studien gut iiberein.

Die Kultivierung der Zellen auf Goldelektroden ermdglicht zusitzlich zur Messung des
parazelluldren Widerstandes die Bestimmung des Zell-Substrat-Parameters o, der den
Adhisionskontakt elektrisch charakterisiert. Vergleichbare Literaturwerte fiir o existieren nur
fiir MDCK-2 Zellen (Lo et al., 1999). Die Autoren ermittelten mit 18 Q%°cm einen Mittelwert
fiir o, der dem in dieser Arbeit detektierten nahezu entspricht. Allgemein weisen die hier fiir
o bestimmten Werte aller Zellen deutliche Analogien zum jeweils zugehorigen parazelluldren
Widerstand Ry, auf. So kann fiir Zellen mit geringer parazelluldrer Dichtigkeit wie die
untersuchten Fibroblasten, die NRK-Zellen sowie die makrovaskuldren Endothelzellen nur
ein kleiner Wert fiir o gefunden werden. Fiir die parazelluldr sehr dichten Zellen ergibt sich

ein analoger Zusammenhang. Das ldsst vermuten, dass die elektrisch unabhingigen



Diskussion 145

Eigenschaften in den beiden Spalten zwischen den Zellen sowie zwischen Zelle und Substrat
moglicherweise funktionell miteinander verkniipft sind. Dafiir spricht auch der gleichzeitige
Anstieg der Parameter oo und R, der beiden Endothelzellspezies nach Zugabe von

Hydrocortison. Eventuell kann nur dann eine niedrige Leitfidhigkeit innerhalb des
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Abb. 5.3: Auftragung von (o / r*) gegen den parazelluliren Widerstand R,. Bei der durchgezogenen Linie
handelt es sich um einen kubischen Spline. *Aufgrund der ldnglichen Morphologie der PBCEC wurde fiir r der
Betrag der kleinen Halbachse eingesetzt.

Adhisionskontakts gemessen werden, wenn die Zellen eine hohe parazelluldre Dichtigkeit
aufweisen. Sobald ein praktisch freier lonenaustausch zwischen dem Kulturmedium und dem
Interzellularspalt gegeben ist (wie z.B. fiir NIH 3T3 Zellen), kann moglicherweise auch eine
freie Diffusion der Ionen in den Subzellularspalt erfolgen und fiir einen Ausgleich der
spezifischen Widerstinde im Spalt und im Kulturmedium sorgen, was sich direkt im
Parameter o widerspiegeln wiirde. Abbildung 5.3 zeigt eine Auftragung von (o / 1) gegen
den parazelluldren Widerstand Ry. Ein moglicher Zusammenhang zwischen den Parametern
wird iiber einen kubischen Spline angedeutet. MDCK C7-Zellen fallen aus diesem
potentiellen Zusammenhang heraus. Dies liegt moglicherweise an einer fehlerhaften
Ermittlung des Zell-Substrat-Parameters o, da das ECIS-Modell bei hohen parazellulidren
Widerstianden, wie sie fiir diesen Zelltyp bestimmt werden konnten, gegeniiber dem Parameter
o deutlich an Sensitivitit einbiif3t.

Die in dieser Arbeit ermittelte flichennormierte Membrankapazitit Cy, sollte Riickschliisse

auf die Beschaffenheit der Plasmamembran erlauben. Die Kapazitit wird durch die
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Komposition und die Topographie der Membran beeinflusst. So betrigt die flichennormierten
Kapazitit einer Lipiddoppelschicht (g =~ 2; d = 4 nm) etwa 0.44 uF/cm® (Adam et al.), fiir die
spezifische Membrankapazitit einer ideal flachen Zellmembran ist unabhingig vom Zelltyp
aber ein Wert von etwa 1 uFem™ bestimmt worden. Diese Differenz ist auf den Wasser- und
Proteinanteil einer zelluliren Plasmamembran 1im Vergleich zur proteinfreien
Lipiddoppelschicht zuriickzufiihren. Groere Auffaltungen der Membran fithren ebenfalls zu
einer VergroBerung der Membrankapazitit, da die effektive Oberfliche dadurch entsprechend
erhoht wird. Da bei der Berechnung der flichenspezifischen Membrankapazitit jedoch immer
die Grundflidche der Zelle zugrunde gelegt wird und nicht ihre tatsichliche Oberfliche, fithren
Membraneinfaltungen formal zu einer entsprechenden Erhohung der spezifischen
Membrankapazitit. Fiir die in dieser Arbeit untersuchten Zellentypen wurden
Membrankapazititen gefunden, die fiir alle Zellen abgesehen von den Epithelien des MDCK-
Stammes in der Nidhe des Wertes einer glatten Zellmembran liegen. Die marginalen
Unterschiede in der Kapazitit zwischen den einzelnen Endothel- bzw. Fibroblastenzelllinien
sind vermutlich auf zelltypspezifische Membranzusammensetzungen zuriickzufiihren. Die
Ursache fiir die vergleichsweise hohen Membrankapazititen der MDCK-Zellen sind durch
Oberflidcheneinfaltungen wie Mikrovilli hervorgerufene MembranvergroBerungen. Zellen, die
Membrankapazititen zeigen, die deutlich unterhalb von 1 uFem™ liegen, wachsen entweder
nicht nur in einer Monoschicht (NIH 3T3) oder iiberlappen zumindest teilweise mit ihren
Ausldufern (MBCEC). Dies fiihrt zur elektrischen Detektion von mehr als einer
Lipiddoppelschicht ~in  Serie und  resultiert in  einer  dementsprechenden
Kapazititserniedrigung. Anhand solcher Kapazitdtsmessungen lassen sich  somit
morphologische und funktionelle Aussagen iiber die untersuchten Zelltypen treffen.

Eine bei der Bestimmung der ECIS-Parameter nicht betrachtete Variable ist der jeweilige
Membranwiderstand. Das Ersatzschaltbild, das die elektrischen Eigenschaften der Zellen
beschreibt, beriicksichtigt nur ein rein kapazitives Verhalten der Zellmembran und geht damit
von einem beliebig groBen Membranwiderstand aus. Um eine Verfilschung der
Messergebnisse auszuschlieen, wurde in einer Modellrechnung exemplarisch fir MDCK-2
Zellen iiberpriift, wie weit der Membranwiderstand absinken darf, bis es zu einer falschen
Ermittlung der ECIS-Parameter kommt. Da anhand dieser Simulationen der
Membranwiderstand erst ab Werten von deutlich unter 500 Qcm? Einfluss auf die Parameter
gewinnt und ein fiir tierische Zellen typischer Membranwiderstand bei 10 kQcm” (Asami et
al., 1990: HeLa-Zellen) liegt, kann von der Eignung des Ersatzschaltbildes fiir die hier

betrachtete Situation ausgegangen werden.
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Elektrische Charakterisierung des Subzellularspalts anhand des spezifischen
Widerstands pgup

Uber die elektrischen Eigenschaften im Spalt zwischen Zelle und Substrat war bislang nicht
viel bekannt. Moglicherweise weicht der dortige spezifische Widerstand aufgrund der
Anwesenheit polyionischer Makromolekiile und der rdumlichen Begrenzung wesentlich von
dem des iiber der Zelle befindlichen Kulturmediums ab. Da eine direkte Messung dieser
subzelluldren elektrischen Eigenschaften nur mit groem technischem Aufwand durchfiihrbar
ist und bisher nur von Kiessling et al. (2000) an einer Population von Einzelzellen gezeigt
wurde, wird dieser spezifische Widerstand pgb in dieser Arbeit indirekt iiber eine
Kombination von FLIC-Mikroskopie und ECIS-Messungen bestimmt. Der aus den
impedanzspektroskopischen Messungen der elektrischen Eigenschaften der Zellen
zugéngliche Parameter o ist vom durchschnittlichen Radius einer Zelle, dem Abstand dieser
Zelle vom Substrat sowie dem spezifischen Widerstand pgp zwischen Zelle und Substrat
abhingig. Die Messung des Zell-Substrat-Abstandes und des mittleren Radius einer Zelle des
jeweiligen konfluenten Zelllayers ermdglicht so bei einem bekannten Wert von o die
Errechnung eines mittleren spezifischen Elektrolytwiderstandes im Adhésionskontakt. Die fiir
die verschiedenen Zellsorten ermittelten spezifischen Widerstinde unterscheiden sich um
einige Zehnerpotenzen voneinander und erreichen Werte, die teilweise unter dem des
Kulturmediums (50-60 Qcm) liegen (NIH 3T3, BAEC, HUVEC) sowie Betrige, die bis zu
50 kQcm (PBCEC) reichen. Auf Basis des ECIS-Modells lésst sich dieses Verhalten damit
niher beleuchten, dass sich der spezifische Elektrolytwiderstand ps, zu o proportional und
zum Quadrat des Radius antiproportional verhilt. Zelltypen, die einen grolen Wert fiir o
aufweisen und gleichzeitig einen sehr kleinen mittleren Radius besitzen, zeigen einen
dementsprechend hohen spezifischen Elektrolytwiderstand. Dagegen erhoht ein verringerter
Abstand der Zellen vom Substrat den Wert von pq, weniger, da die Breite des Spaltes nicht
quadratisch in die Rechnung eingeht. Dies spiegelt sich in den fir MDCK C7 und PBCEC
gefundenen maximalen spezifischen Elektrolytwiderstdnden wider. Auf Basis dieser Daten ist
die generelle Annahme, dass die elektrischen Verhiltnisse im Spalt mit denen im
Kulturmedium identisch sind, nicht zulédssig, sondern von der individuellen Architektur des
Adhisionskontaktes und dem Zelltyp abhéngen. Unterstiitzung dieses Befundes ergeben sich
aus direkten elektrischen Messungen an einzelnen Erythrozyten, fiir die etwa ein gegeniiber
dem spezifischen Elektrolytwiderstand des Mediums vierfach iiberhohter spezifischer

Elektrolytwiderstand unter den Zellen gefunden wurde (Kiessling et al., 2000).
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Eine anniihernde Ubereinstimmung der elektrischen Verhiltnisse im Adhésionskontakt und in
der bulk-Phase iiber den Zellen scheint lediglich fiir Zellen ohne wesentliche
Barriereeigenschaften giiltig zu sein, die nach den Messungen in dieser Arbeit auch immer
einen sehr kleinen Wert fiir oo aufweisen. Zumindest fiir die hier untersuchten NIH 3T3,
BAEC und HUVEC kann vermutet werden, dass zwischen dem Adhésionskontakt und dem
iberstehenden Kulturmedium ein freier Austausch von Ionen moglich ist und sich somit auch
ein identischer spezifischer Widerstand zwischen Zelle und Substrat einstellt. Dies erklirt
auch die Beobachtung, dass Zellen mit einem hohen parazelluliren Widerstand Ry einen
ebenfalls hohen Wert fiir den Impedanzbeitrag o zeigen, da o direkt vom spezifischen
Widerstand pgu, abhiingt. Warum die Werte fiir pgyp teilweise unterhalb des Widerstandes des
Kulturmediums liegen, kann nicht ohne weiteres erklart werden. Eventuell rithrt dies aus der
Streuung der Einzelparameter, die aus den FLIC-Messungen, der Bestimmung des Radius und
den impedanzspektroskopischen Messungen hervorgehen. Die fiir die barrierebildenden
Zelltypen gefundenen stark erhohten spezifischen Widerstinde im Spalt zeigen, dass im
Adhisionskontakt dieser Zellen offenbar wesentlich andere elektrische Verhiltnisse
herrschen, als dies fiir Zellen ohne Zell-Zell-Interaktionen der Fall ist. Moglicherweise spielen
hier elektrostatische Wechselwirkungen zwischen der Zelle und ihrem Substrat oder eine stark
herabgesetzte Mobilitdt der Ionen eine Rolle. Diese konnte ihre Ursache in einer im
Adhisionskontakt gegeniiber dem Kulturmedium signifikant erhohten Viskositidt haben. Ein
zellvermittelter Ionentransport ist als Grund fiir den experimentellen Befund ebenfalls
denkbar, da aufgrund des kleinen Volumens im Adhisionskontakt eine kleine Anderung der
Ionenzahl zu einer deutlichen Konzentrationsinderung fiihrt.

Ein Vergleich der Anderungen der Didmpfungswiderstinde (s. 5.1) mit den entsprechenden
spezifischen Widerstdnden der verschiedenen Zelltypen ldsst keinen allgemeingiiltigen
Zusammenhang erkennen. Abbildung 5.4 zeigt dies in der Auftragung des spezifischen
Elektrolytwiderstands psp» gegen den inkrementellen Ddmpfungswiderstand AR. Die
eingezeichnete Einhiillende soll keine funktionelle Abhingigkeit der Parameter aufzeigen,
sondern nur ein paar allgemeine Beobachtungen verdeutlichten. So konnten in dieser Arbeit
keine Zellen gefunden werde, die einen sehr kleinen spezifischen Elektrolytwiderstand im
Adhisionskontakt und gleichzeitig einen sehr groen inkrementellen Dimpfungswiderstand
aufweisen. Ebenso besitzen Zellen, fiir die ein sehr groBer spezifischer Elektrolytwiderstand
Psub bestimmt wurde, immer einen mittleren inkrementellen Dampfungswiderstand, der grof3er

als 300 Q ist.
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Ahnlich wie fiir den Parameter o (s. 5.3) scheint keine Abhingigkeit zwischen der
Beeinflussung der Scherschwingung durch individuelle Zelltypen und dem spezifischen

Widerstand unter den Zellen zu bestehen.
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Abb. 5.4: Auftragung des spezifischen Elektrolytwiderstands pgp, gegen den inkrementellen
Diampfungswiderstand AR. Die eingezeichnete Einhiillende kennzeichnet keinen funktionellen Zusammenhang
der beiden Parameter, sondern dient lediglich zur Orientierung.

54 EinfluB der chemischen Vernetzung des zelluliren Proteingeriists

auf das QCM-Signal

Da die Interpretation der zelltypspezifischen inkrementellen Déadmpfungswiderstands-
dnderungen aufgrund der nicht vollstindig bekannten mechanischen Einfliisse der
unterschiedlichen Zellkomponenten auf das QCM-Signal schwierig ist, wurde in dieser Arbeit
der Einfluss einer chemischen Vernetzung des Zellproteins auf die mikrogravimetrischen
Parameter von Zellen untersucht. Da Hoh und Schoenenberger (1994) mittels AFM-
Messungen an MDCK-2 Zellen die Verdnderung der viskoelastischen Eigenschaften des
Zelllayers nach der Vernetzung mit Glutardialdehyd zeigen konnten, wurden QCM-
Messungen an GA- und PFA-behandelten Zellen durchgefiihrt.

Der durch Vernetzung der zelluldren Proteine induzierte Anstieg des Dampfungswiderstandes
zeigt die Anderung der mechanischen Zelleigenschaften. Die Zugabe von GA erhoht den
inkrementellen Dampfungswiderstand AR der Zellschicht etwa auf den fiinffachen Wert. Die

Fixierung mit PFA hat eine deutlich geringere Zunahme von AR zur Folge, im Mittel kann
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gegeniiber den vitalen Zellen nur eine Verdopplung des Ddmpfungswiderstandes gefunden
werden. Dieser Unterschied ist vermutlich auf die strukturellen Unterschiede von GA und
PFA zuriickfiihrbar. So induziert GA als Dialdehyd eine Quervernetzung von Proteinen in
einem definierten Abstand, wohingegen PFA aufgrund seiner Polymereigenschaften
vermutlich unterschiedlich verkniipfte Strukturen erzeugt. Moglicherweise fiihrt das eher zu
einem lockeren Verbund der miteinander gekoppelten Proteine, da die Verbriickung
vergleichsweise wesentlich linger und undefinierter sein kann als die im Falle des GA

(http://www.roempp.com), wo immer eine Verbindung gleicher Linge und Struktur resultiert.

Ein weiterer Punkt, der die unterschiedlichen Effekte erkliren konnte, ist die moglicherweise
geringere Stabilitit von PFA, da sich innerhalb des gesamten Polymers zusitzliche
Aldehydfunktionen befinden, die weitere Reaktionen eingehen konnen. Glutardialdehyd
erzeugt dagegen eine definierte, chemisch @uBlerst stabile Verbindung zwischen zwei
Aminogruppen. Diese Quervernetzung sorgt fiir eine ausgepréagte Versteifung der Zellen. Dies
wurde schon von verschiedenen Autoren mittels atomic force microscopy gezeigt (Hoh und
Schoenenberger, 1994; Wu et al., 1998).

Die anschlieBende Zerstorung der Integritidt der Zellmembran durch eine Permeabilisierung
mit dem Detergenz Triton-X-100 &dndert den Diampfungswiderstand fiir beide
Fixierungsprotokolle nicht wesentlich. Das legt den Schluss nahe, dass die
mikrogravimetrischen Parameter der Zellschicht im fixierten Zustand ausschlieBlich durch
Proteinbestandteile bestimmt wird, die Plasmamembran und das im Cytoplasma
eingeschlossene Wasser jedoch nicht merklich beitragen. Gerade der Wassereinschluss im
Cytoplasma wurde schon mit dem QCM-Signal adhirenter Zellen in Verbindung gebracht
(Reif et al., 2003). Eine mikrogravimetrische Untersuchung der Permeabilisierung lebender
Zellen wurde nicht vorgenommen, da dies zur sofortigen Ablosung der Zellkérper vom
Substrat fiihrte.

Um diese Vermutungen zu iiberpriifen, wurden weitere Experimente durchgefiihrt, die die
Ursache der beobachteten Anderungen der mikrogravimetrischen Parameter aufkliren sollten.
Dazu muss zuerst sichergestellt sein, dass die Modulation der QCM-Parameter unabhéngig
von der Zellspezies ist. Daher wurden NRK-Zellen in gleicher Weise wie MDCK-2 Zellen
mit GA behandelt und auf eine Anderung der mikrogravimetrischen Parameter hin untersucht.
Da im Mittel eine Zunahme des Ddmpfungswiderstands auf etwa den vierfachen Wert
festgestellt wurde, ist davon auszugehen, dass es sich um einen zelltypunabhingigen Effekt
handelt. Weil eine Fixierung der Zellschicht auch immer mit der chemischen Veridnderung der

ECM einhergeht, wurde der Einfluss der Vernetzung einer pri-adsorbierten Proteinschicht auf
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die Oszillation des Quarzes untersucht. In Ubereinstimmung mit Wegener et al. (2000) kann
weder fiir die native noch fiir die chemisch quervernetzte Gelatineschicht ein inkrementeller
Déampfungswiderstand gemessen werden, dessen Betrag einen Wert von 50 € iibersteigt. Der
durch die Proteinschicht induzierte Ddmpfungswiderstand nimmt sogar nach der Vernetzung
leicht ab, was auf eine Abnahme der dissipativen Eigenschaften des Proteins hindeutet. Diese
werden bei einer schon vergleichsweise rigiden Proteinschicht durch die Vernetzung
vermutlich weiter reduziert, da die Proteine mechanisch fester aneinander gekoppelt werden
und somit die Proteinschicht sich insgesamt versteift. Ein weiterer Grund fiir diesen Effekt
konnte auch eine durch die Vernetzung der Proteinschicht deutliche Reduzierung des
Wasseranteils im Protein sein, da moglicherweise hydrophile Kavititen in der Gelatineschicht
durch die Quervernetzung beeintrichtigt werden.

Da Wegener et al. (2000) einen drastischen Effekt von hyperosmolaren Medien auf die
mikrogravimetrischen Parameter einer Zellschicht feststellen konnten, die durch die Zugabe
unterschiedlicher Saccharosekonzentrationen zum Kulturmedium induziert wurden, erfolgte
auch in dieser Arbeit eine Untersuchung, inwieweit der durch die Vernetzungsreaktion
induzierte Effekt auf osmotischen Griinden beruht. Die Autoren hatten mit zunehmender
Osmolaritdt einen Anstieg des Ddmpfungswiderstands der Zellschicht um ein vielfaches
beobachtet, der durch die Umstellung der Zellen auf isotonisches Medium umzukehren war.
Dies wurde weniger auf eine Volumenidnderung der Zellen als auf eine osmotische
Beeinflussung des Adhésionskontaktes zuriickgefiihrt.

Da die in dieser Arbeit verwendete GA-Konzentration einer Anderung der Osmolaritit um
250 mOsm/I entspricht, wurde in einem Versuch dem Zellkulturmedium von MDCK-2 Zellen
eine entsprechende Saccharosekonzentration (250 mM) zugesetzt und die Anderung des
Dampfungswiderstandes gegen die Zeit registriert. Es wurde eine Zunahme von AR um den
Faktor zwei beobachtet. Dies deutet auf einen moglichen osmolaren Einflul des
Fixierungsreagenzes hin. Allerdings lassen sich mit diesem Experiment nicht die mehr als
doppelt so groBen Zunahmen des Dampfungswiderstandes erklidren, die durch die Zugabe von
Glutardialdehyd im Mittel erreicht werden. AuBlerdem konnte sowohl von Wegener et al.
(2000) als auch in dieser Arbeit eine schnelle Reversibilitit des Osmolaritit-induzierten
Effektes gezeigt werden, sobald das hypertone Medium wieder gegen isotones ausgetauscht
wurde. Da sidmtliche fixierten Zellschichten nach der Pridparation wieder auf normales
Zellkulturmedium umgestellt und erst danach elektrisch bzw. mikrogravimetrisch
charakterisiert wurden, hitte im Falle eines rein osmotischen Effekts keine Anderung der

viskoelastischen Parameter detektiert werden konnen. Da dies nicht der Fall ist, kann die
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durch das Fixans hervorgerufene Osmolaritdtsdnderung nicht der wesentliche Grund fiir den
Anstieg des Ddmpfungswiderstands sein. Ein zusitzlicher Grund, der gegen diese Vermutung
spricht, ist die Tatsache, dass Glutardialdehyd im Gegensatz zu Saccharose zellpermeabel ist
und so einen wesentlich geringeren Einfluss auf das Zellvolumen nimmt.

Eine Untersuchung der Kinetik der chemisch induzierten Verdnderung der zelluldren
Mechanik sollte genauere Aussagen iiber den Reaktionsverlauf liefern. Die zeitaufgeloste
Detektion des Ddmpfungswiderstandes nach Zugabe der Fixantien zeigt deutlich, dass es sich
um duBerst schnelle Reaktionen handelt. Innerhalb weniger Minuten hat der
Déampfungswiderstand sein Maximum erreicht und das System befindet sich wieder im
Gleichgewicht. Die Reaktion der Zellschicht mit Paraformaldehyd scheint sogar noch etwas
schneller abzulaufen als die Fixierung mit Glutardialdehyd. Ein Problem der Messung ist in
diesem Fall aber die zu geringe Zeitauflosung. Fiir die impedanzspektroskopische
Bestimmung der Schwingungsparameter sind etwa 30 bis 60 s erforderlich. In dieser Zeit
schreitet die Reaktion besonders zu Beginn aber sehr schnell fort. Ein direkter Vergleich
zwischen den beiden Reagenzien ist in jedem Fall nicht zuldssig, da die jeweiligen
Konzentrationen nicht identisch sind und im Falle des PFA auch nur schwer bestimmt werden
konnen, da dazu eine Kenntnis der mittleren Kettenldnge des Polymers notig wire. Allerdings
kann durch Reaktion einer MDCK-2, Zellschicht mit zehnfach verdiinnter Glutardialdehyd-
Losung eine Konzentrationsabhédngigkeit des Reaktionsverlaufes gezeigt werden. Die Kinetik
bei Verwendung von 0.25 %iger Glutardialdehyd-Losung ist eine vollstdndig andere. Die
Reaktion erreicht erst nach mehreren Stunden eine Gleichgewichtslage, bis dahin steigt der
Dampfungswiderstand stetig an. Der Gleichgewichtswert entspricht aber hier wie auch in den
anderen Experimenten zur Kinetik den zuvor stationédr bestimmten Werten. Die Tatsache, dass
lediglich die Reaktionsgeschwindigkeit von der Konzentration des Reagenzes abhéngt, nicht
aber die resultierende Anderung des Dimpfungswiderstands, zeigt, dass diese Zunahme
lediglich auf die Vernetzung der zelluldren Proteine zuriickzufiihren ist. Nebenreaktionen
spielen somit vermutlich keine Rolle.

Um zu iberpriifen, in welchem Mal das Aktincytoskelett fiir die Zunahme des
Déampfungswiderstands verantwortlich ist, wurde die Proteinvernetzung auch an Zellschichten
durchgefiihrt, deren Aktincytoskelett durch Behandlung mit Cytochalasin D zerstort worden
war. Eine selektive Zerstorung des Aktincytoskeletts vor der Fixierung des Zelllayers sollte
fir einen deutlich verringerten Anstieg des Didmpfungswiderstands sorgen, falls das
Aktincytoskelett an der Zunahme von AR beteiligt ist. Der durch Cytochalasin D induzierte

Abbau des f-Aktins duBert sich in einem Riickgang des Dampfungswiderstandes um 25 %
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(s. Wegener et al., 2000). Zusitzlich geht diese Manipulation mit dem Abbau der barriere-
bildenden Zell-Zell-Kontakte einher und ldsst sich somit auch anhand von ECIS-Messungen
verfolgen (Daten nicht gezeigt). Eine sich an die vollstindige Zerstorung des Aktin-
Cytoskeletts anschlieBende Fixierung zeigte einen im Vergleich zu nicht vorbehandelten
Zellen um die Hilfte reduzierten Anstieg von AR. Ein wesentlicher Anteil der Anderung des
Déampfungswiderstandes ist somit auf die Vernetzung des Aktincytoskeletts zuriickzufiihren,
die nach dem Abbau des f-Aktins zu punktformigen Strukturen nicht mehr stattfinden kann.
Moglicherweise haben aber auch andere Cytoskelettbestandteile, eine chemische Vernetzung
der Membranproteine oder zu einem sehr geringem Mall ein osmotischer Effekt des
Fixierungsreagenzes Anteil an der Zunahme des D@mpfungswiderstandes. Diese Messung
bestitigt die Vermutung von Wegener et al. (2000), die anhand der durch Cytochalasin D
hervorgerufene Abnahme des Ddmpfungswiderstandes auf eine Beteiligung des Aktingeriists
am QCM-Signal von Siugetierzellen geschlossen haben. Die vergleichsweise geringe
Abnahme (25 %) lidsst aber darauf schlieen, dass das Aktincytoskelett im Falle von vitalen
Zellen nur zu einem kleineren Teil zum Gesamtddmpfungswiderstand beitrdgt. Im Falle der
Fixierung Cytochalasin-behandelter Zellen kann eine Zunahme des inkrementellen
Diampfungswiderstands beobachtet werden, der etwa die Hilfte des fiir die Fixierung nativer
Zellen bestimmten Wertes betrdgt. Somit tragen neben dem vernetzten Aktincytoskelett noch
weitere durch die Fixierungsreagenzien chemisch manipulierte Proteinkomponenten der Zelle
zum Anstieg von AR bei. Die Reaktion des Aktincytoskeletts mit dem Fixans sorgt
moglicherweise fiir eine Quervernetzung des Aktincortex sowie der Stressfasern und fiihrt so
zu einer verbesserten mechanischen Kopplung der einzelnen Aktinfasern untereinander, die
diese drastische Steigerung des Dampfungswiderstandes auslost. Dies konnte ebenfalls den im
Falle der Vernetzung der Zellen mit Paraformaldehyd geringeren Effekt auf den
Diéampfungswiderstand erkliren. Da PFA aufgrund seiner polymeren Struktur keine definierte
Kettenldnge besitzt, kann eine definierte Verbriickung von Aminogruppen, wie sie durch GA
erzeugt wird, durch Paraformaldehyd nicht hervorgerufen werden. Dadurch ist der Grad der
Versteifung der Zellschicht vermutlich deutlich reduziert. Die unterschiedliche Wirkung von
GA und PFA auf die Elastizitit von MDCK-2 Zellen sowie die Beteiligung des
Aktincytoskeletts an diesen Effekten wurde in dieser Arbeit auch noch mittels atomic force
microcopy untersucht. Diese Technik wird standardméfig zur Bestimmung der
viskoelastischen Eigenschaften von Zellen eingesetzt und ermoglicht eine quantitative

Beschreibung anhand des Elastizitditsmodulus. Ein Vergleich der Daten kann moglicherweise
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weitere Hinweise darauf geben, wie die mikrogravimetrischen Daten zu interpretieren sind
und welche Teile der Zelle in die Erhohung des Dimpfungswiderstandes involviert sind.

Die parallel zu den mikrogravimetrischen Untersuchungen durchgefiihrten ECIS-Messungen
zeigen deutliche Abnahmen des parazelluldren Widerstands Ry, und der Membrankapazitit C,,
nach Zugabe von Glutardialdehyd. Anscheinend fiihrt die Reaktion der Membranproteine mit
dem Dialdehyd zu einer zumindest funktionellen Modulation der Zell-Zell-Kontakte.
Vermutlich fiihrt die Vernetzung der Proteine im tight junction Bereich zu einer Inaktivierung
des gesamten Proteinkomplexes und somit zu einer hoheren Permeabilitdt. Die anhand der
Anderung der spezifischen Membrankapazitit C, feststellbare Topographieinderung der
Oberflidche kann nur mit einer Reduzierung der Membraneinfaltungen verbunden sein. Diese
resultiert moglicherweise auch aus der chemischen Vernetzung des Aktincytoskeletts, dass die
Mikrovilli in vitalen Zellen unterstiitzt. Analoge Ergebnisse werden fiir die elektrischen
Eigenschaften von MDCK-2 Zellen gefunden, die mit Paraformaldehyd fixiert wurden. So ist
der Effekt von PFA auf die elektrischen Parameter der Zellen nahezu identisch. Neben einer
deutlichen Abnahme des parazelluliren Widerstands Ry, und der spezifischen
Membrankapazitit C,, kann ein durch die Proteinvernetzung unbeeinflusster Parameter o
beobachtet werden. Die Konstanz des Parameters o bei Fixierung der Zellen wird durch den
Vergleich des Zell-Substrat-Abstandes PFA-fixierter und nativer MDCK-2 Zellen bestitigt.
Die mittels FLIC-Mikroskopie bestimmten mittleren Abstdnde weichen nicht signifikant
voneinander ab. Von einer Bestidtigung dieses Messergebnisses fiir GA musste abgesehen
werden, da Glutardialdehyd zu einer starken Autofluoreszenz der Probe fiihrt (Tagliaferro et
al., 1997). Die unabhidngig von der chemischen Struktur des Vernetzungsreagenzes
festgestellten Effekte auf die elektrischen Parameter von MDCK-2 Zellen legen nahe, dass
nur die eigentliche Vernetzungsreaktion der Aldehyde mit den Aminogruppen der Proteine fiir
die Anderungen der Zellmorphologie verantwortlich ist. Aus diesen elektrischen Messungen
ergibt sich allerdings eine Konsequenz fiir an fixierten Zellen durchgefiihrte strukturelle
Untersuchungen der molekularen Komposition des Zell-Zell-Kontaktes. Die Préparation mit
einem Fixierungsreagenzes resultiert immer in einer Verdnderung der tight junctions. Damit
erfolgen alle diese Untersuchungen an Zell-Zell-Kontakten, die prédparationsbedingt nicht
mehr funktionell sind.

Eine sich an das jeweilige Fixierungsprotokoll anschlieBende Permeabilisierung der
Zellschicht mit verdiinnter Triton-X-100-Losung zerstort die nach der Fixierung noch
vorhandenen Barriereeigenschaften der Zellkorper vollig. Dies ist auf die durch das Detergenz

induzierte punktuelle Offnung der apikalen und basolateralen Membran zuriickzufiihren.
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Damit verlieren die Zellkorper ihre isolierenden Eigenschaften und die Gesamtimpedanz des
Systems wird nur noch durch die Elektrode und den Elektrolyten bestimmt.

Die nach einem Verfahren von Giaever und Keese (1984; 1991) durchgefiihrten elektrischen
Messungen zur Motilitit von nativen und fixierten Zellen stiitzen die Einschiitzung, dass die
Vernetzung des Zellproteins im Allgemeinen und des Cytoskeletts im Besonderen der Grund
fiir die veridnderten mikromechanischen Eigenschaften der Zelle ist. Da die untersuchten
Zellen nach Zugabe von Glutardialdehyd eine deutlich reduzierte Beweglichkeit zeigen, liegt
die Vermutung nahe, dass das fiir die Zellmotilitit entscheidend verantwortliche Aktingeriist
der Zelle durch die Fixierung versteift und dadurch die Reduzierung der Motilitit ausgelost
wird.

Die AFM-Technik wird standardmifig als eine Methode zur Bestimmung mechanischer
Eigenschaften von Zellen benutzt. Daher wurde die durch die Vernetzung zelluldrer Proteine
induzierten mechanischen Anderungen der Zellschicht auch mit der AFM-Technik untersucht
und verifiziert. Dazu werden an den adhdrenten Zellschichten fiir die verwendeten
experimentellen Bedingungen Kraft-Abstands-Kurven aufgezeichnet, die eine Quantifizierung
des Einflusses der chemischen Vernetzung auf die untersuchte Zellschicht ermdglichen. Der
drastische Anstieg der Steitheit der Zellschicht nach Behandlung mit Glutardialdehyd oder
Manipulation mit anderen quervernetzenden Reagenzien, wie 3,3'-
Dithiobis(sulphosuccinimidylpropionat) (DTSSP) oder Concanavalin A, wurde von Hoh und
Schoeneberger (1994) bzw. Wu et al. (1998) bereits gezeigt. Der Einfluss des
Aktincytoskeletts auf die Elastizitdt des Zelllayer wurde ebenfalls nachgewiesen. Rotsch und
Radmacher (2000) untersuchten die Wirkung verschiedener Aktin-abbauender Substanzen
wie Cytochalasin B und D, Latrunculin und Jasplakinolide auf die viskoelastischen
Eigenschaften von Zellen. Die Autoren konnten so den Zusammenhang zwischen der
induzierten Auflosung des Aktincytoskeletts und einem abnehmenden Elastizititsmodulus der
Zellen herstellen. Die in dieser Arbeit durchgefithrten AFM-Messungen bestitigen eine
enorme Veridnderung der Zellelastizitdt nach Zugabe von GA, die mit den Resultaten der
mikrogravimetrischen Untersuchungen zu korrelieren sind. Im Vergleich zu vitalen Zellen
wird in etwa ein zehnfach hoherer Elastizititsmodulus gefunden. Allerdings kann in den
AFM-Untersuchungen fiir die Behandlung der Zellen mit PFA lediglich eine sehr kleine
Zunahme des Elastizitdtsmodulus nach der Fixierung bestimmt werden. Im Gegensatz dazu
zeigten die mikrogravimetrischen Experimente auch fiir PFA eine deutliche Anderung der
zellabhiingigen Messparameter an. Moglicherweise sind die durch die beiden

unterschiedlichen Techniken detektierten Zellverdnderungen nicht direkt miteinander



Diskussion 156

vergleichbar, da die AFM-Technik vor allem auf die Messung von Prozessen an der
Zelloberseite beschrinkt ist, wihrend die Mikrogravimetrie nur Effekte im Adhisionskontakt
der Zelle erfasst. Die Untersuchung von MDCK-2 Zellen, deren Cytoskelett zuerst mit
Cytochalasin D abgebaut wurde und die danach fixiert wurden, ergibt ebenfalls deutliche
Unterschiede zwischen der Mikrogravimetrie und den AFM-Messungen. Wihrend die
mikrogravimetrischen Untersuchungen nach Zerstérung des Aktincytoskeletts einen im
Vergleich zu nicht-vernetzten Zellen noch deutlich erhohten inkrementellen
Déampfungswiderstand zeigen, liegt der mit der AFM-Technik bestimmte Elastizitdtsmodulus
dieser Zellen lediglich im Bereich von nativen, unbehandelten Zellen. Somit inhibiert die
Zerstorung des Aktincytoskeletts offensichtlich eine Zunahme des Elastizititsmoduls der
Zellschicht nach der Fixierung. Diese Messungen bestitigen die akzeptierte Meinung, dass
das Aktingeriist einen wesentlichen Beitrag zu den mechanischen Eigenschaften der Zelle
leistet. Zu dhnlichen Ergebnissen kommen auch Rotsch und Radmacher (2000), die allgemein
einen Verlust der Zellrigiditdt bei Abbau des Aktincytoskeletts feststellten. Die Verstdarkung
der mechanischen Eigenschaften der Zelle durch die induzierte Quervernetzung des
Aktincytoskeletts mit Glutardialdehyd zeigt den Zusammenhang zwischen Zellelastizitdt und
Aktingeriist in analoger Weise. Mit Hilfe anderer dhnlich wirkender Reagenzien konnten eine
derartige Verstdrkung des Elastizititsmodulus von Wu et al. (1998) gezeigt werden. Diese
Untersuchungen sowie die Ergebnisse dieser Arbeit verdeutlichen, dass die Behandlung eines
Zelllayers mit vernetzenden Reagenzien zu einer Versteifung des Zellkorpers fiihrt. Dies kann
mit der fiir diese Anwendung etablierten AFM-Technik anhand eines deutlich erhdhten
Elastizitditsmoduls quantifiziert werden. Eine Bestimmung der mikromechanischen
Zelleigenschaften mit der QCM fiihrt zu tendenziell analogen Ergebnissen. So kann mit
beiden Methoden die unterschiedliche starke Vernetzungsfihigkeit von PFA und GA
detektiert werden. Deutliche Unterschiede zeigen sich aber fiir Zellen, deren Aktincytoskelett

vor der Fixierung abgebaut wurde.

5.5 EinfluB von Methyl-B-Cyclodextrin auf die elektrischen und

mechanischen Eigenschaften von MDCK-2 Zellen
Die Elastizitdt der Zellmembran wird maB3geblich durch den Gehalt der Lippiddoppelschicht
an Cholesterin reguliert. Eine Anderung der Cholesterinkonzentration #ndert also die
mechanischen Eigenschaften der Membran und somit auch die der gesamten Zelle. Es sollte
iiberpriift werden, inwieweit durch eine definierte Anderung der molekularen

Zusammensetzung der Zellmembran ein Einfluss auf das QCM-Signal zu generieren ist. Ein
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solcher Effekt kann durch die Verwendung von Methyl-B-cyclodextrin (MBCD) induziert
werden, ein zyklisches Oligosaccharid, das in der Lage ist, Cholesterin und @hnliche Molekiile
einzuschlieBen und somit aktiv aus der Zellmembran zu entfernen. Da auch Einfliisse von
MBCD auf den transepithelialen elektrischen Widerstand (TER) von Zellen beschrieben sind
(Stankewich et al., 1996; Francis et al., 1999) werden die MDCK-2 Zellschichten mit Hilfe
der ECIS-Methode auch parallel im Hinblick auf Anderungen der elektrischen Eigenschaften
hin untersucht. Eine Inkubation von MDCK-2 Zellen mit 20 mM MBCD-L6sung fiihrt zu
einer drastischen Abnahme des parazelluldren Widerstandes R, und der Membrankapazitit
Cn. Der Zell-Substrat-Parameter o bleibt dagegen nahezu unverdndert. Offensichtlich
beeinflusst die Entfernung des Cholesterins die Integritéit der tight junctions und fithrt zudem
zu einer Anderung der Oberflichentopographie der Zelle. Francis et al. (1999) konnten nach
einer zweistiindigen Inkubation von MDCK-Zellen mit einer 10 mM MBCD-Losung ebenfalls
deutliche Anderungen der tight junction-Struktur erkennen. Die Autoren stellten
immuncytochemisch an den Zellgrenzen eine Abnahme der Proteinmenge fiir Occludin und
Z0O-1 fest. Unterhalb der tight junctions wurde aullerdem eine Reorganisation der
Aktinfilamente beobachtet, die eine Akkumulation von Aktin an den Kontaktstellen zur Folge
hatten, an denen drei Zellen zusammentrafen. Elektronenmikroskopische Aufnahmen des
Zell-Zell-Kontaktes zeigten aulBerdem einen Verlust von Verzahnungen der lateralen
Zellmembranen sowie eine Vesikelansammlung in diesem Bereich. Diese Beobachtungen
sowie die mit der Widerstandsabnahme einhergehende Zunahme der parazellulidren
Permeabilitit des Zelllayers lieBen Francis et al. auf eine durch die Abnahme des
Cholesteringehalts der Membran induzierte Anderung der Organisation des Cytoskeletts
schliessen, die zu einer Storung des tight junction Netzwerks fiihrt.

Die durch die MBCD-Inkubation hervorgerufene Abnahme der Membrankapazitit C,, und die
daraus ableitbaren Verdnderungen der Oberfldchenstruktur wurden ebenfalls schon von
Francis et al. (1999) anhand von elektronenmikroskopischen Aufnahmen dokumentiert.
Parallel zum Verlust der bei nativen MDCK-Zellen beobachteten Verzahnung der lateralen
Membranen wurde von den Autoren eine drastische Abnahme der Anzahl der apikalen
Mikrovilli registriert. Colarusso und Spring (2002) konnten fiir Dil-gefirbte MDCK-Zellen,
die einer MBCD-Inkubation unterworfen worden waren, den Verlust einer netzartigen
Oberflidchenstruktur feststellen, wie sie von den Autoren fiir native MDCK-Zellen gefunden
worden war. Da dieses nach der Membranfirbung beobachtete Muster auf die fir MDCK-
Zellen typischen Mikrovilli zuriickgefiihrt wurde, konnten Colarusso und Spring den Verlust

dieser netzartigen Oberflichenfluoreszenz nach Zugabe von MBCD mit dem Riickgang der
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Membranausstiilpungen erkliren. Die in dieser Arbeit dargestellten Daten zur
Membrankapazitit lassen ebenfalls nur den Schluss zu, dass eine deutliche Verdnderung der
Oberflichengeometrie stattfindet. Damit stehen diese Ergebnisse in guter Ubereinstimmung
mit den literaturbekannten Untersuchungen von Francis et al. (1999) sowie von Colarusso und
Spring (2002). Im Gegensatz dazu konnten Poole et al. (2004) allerdings in AFM-Studien den
Riickgang der Mikrovilli nicht allein durch die Inkubation mit MBCD induzieren. Erst nach
der Inhibierung der Biosynthese von Sphingolipiden bzw. Sphingolipiden und Cholesterin
fithrte eine Behandlung der Zellen mit MBCD zum Verlust der Membranausstiilpungen.

Ob die Wirkung von MBCD auf die Topographie der Membran auf der direkten Entfernung
des Cholesterins beruht, oder iiber einen indirekten Weg iiber die Interaktion von membran-
oder cytoskelettassoziierten Proteine mit Lipiden stattfindet, kann allerdings von keiner der
Autoren abschlieend geklirt werden. Lediglich die wesentliche Rolle von Cholesterin fiir das
Entstehen und den Erhalt der Mikrovilli scheint festzustehen.

Die in dieser Arbeit durchgefiihrte mikrogravimetrische Untersuchung von Zellen, die einer
Inkubation mit MBCD unterworfen wurden, sollte die Auswirkungen einer drastischen
Anderung der Lipidkomposition der Zellmembran auf die Mikromechanik der Zellschicht
aufzeigen. Im Vergleich zu der nativen Kontrollpopulation konnte fiir die MBCD-behandelten
Zellen im Mittel eine geringfligige Zunahme des inkrementellen Ddmpfungswiderstandes um
etwa 25 Prozent gemessen werden. Allerdings ist die Zunahme nicht einheitlich fiir jede
betrachtete Zellschicht feststellbar, teilweise geht der Ddmpfungswiderstand auch leicht
zuriick. Trotz der darauf zuriickzufithrenden Streubreite der Einzelwerte ergibt sich eine
signifikante Erhohung von AR. Die Entfernung des Cholesterins aus der Membran 4ndert also
die mechanischen Eigenschaften der Zelle im Sinne einer zunehmenden Energiedissipation.
Es kann aber auch hier nicht entschieden werden, ob dies direkt auf den Cholesterinmangel
der Lipiddoppelschicht und somit auf die Veridnderung der Fluiditdit der Membran
zuriickzufiihren ist oder ob indirekte Effekte eine Rolle spielen, die moglicherweise iiber das
Zusammenwirken von Proteinen der Zellmembran und des Cytoskeletts mit entsprechenden
Lipiden ausgelost werden. Falls lediglich die Fluiditit der Membran dieses Phédnomen
dominiert, so lisst sich diese leichte Versteifung der Zelle dadurch erklédren, dass die Messung
bei Raumtemperatur und damit unterhalb der Umwandlungstemperatur der Zellmembran von
MDCK-Zellen (Giocondi und Le Grimellec, 1989) durchgefiihrt wurde. In diesem Zustand
sorgt die Einlagerung von Cholesterin fiir eine erhohte Fluiditdt der Membran. Eine Abnahme
des Cholesterinanteils in der Lipiddoppelschicht fiihrt damit zu einer Versteifung. Diese

Messung zeigt auch, dass die Zellmembran offensichtlich zum QCM-Signal beitrdgt, wenn
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auch nicht in dem MaBl wie dies fiir das Aktincytoskelett festgestellt werden konnte. Um
diesen Effekt aber eindeutig interpretieren zu konnen, sind weitere Untersuchungen zur
Ursache-Wirkungs-Beziehung notwendig. So konnen moglicherweise andere Techniken wie
AFM die verinderten mechanischen Eigenschaften der Zelle bestitigen, wie dies schon fiir

die Untersuchung fixierter Zellen gezeigt werden konnte (s. 5.4).

5.6 Untersuchungen zur Fototoxizitit von Calcein AM

Die Fototoxizitdt des eigentlich als Vitalfarbstoff eingesetzten Calcein AM wurde erstmals
von Knight et al. (2003) an Chondrozyten eher zufillig gefunden und mit Hilfe der
konfokalen Mikroskopie nidher untersucht. In dieser Arbeit wurde zur Belichtung ein Argon-
Laser mit zwei verschiedenen Leistungsstufen (15 und 30 pW) verwendet, der Licht genau in
der Absorptionsbande des Calceins (488 nm) emittiert. Die Zellen wurden mit einem 20er-
Objektiv fokussiert. AnschlieBend wurden einzelne Zellen in 10 s-Intervallen 1 h lang
belichtet. Die Belichtung der mit Calcein AM beladenen Zellen fiihrte in Abhéngigkeit von
der Lichtintensitit zu gravierenden Zellschiddigungen und schlieBlich zum Zelltod. Der
fototoxische Effekt wurde auf die Wechselwirkung zwischen eingestrahltem Laserlicht und
aktivem Fluoreszenz-Farbstoff (Calcein) zuriickgefiihrt.

Da diese Zellschidigungen mit drastischen morphologischen Anderungen der Zelle
verbunden sind, sollte iliberpriift werden, inwiefern es moglich ist den Tod des bestrahlten
Teils der Zellschicht mikrogravimetrisch zu verfolgen. Dazu wurden die auf den
Quarzresonatoren kultivierten MDCK-2 Zellen mit dem fototoxischen Farbstoff beladen und
anschliefend mit dem der Anregungswellenlinge von Calcein AM entsprechenden Licht
bestrahlt. Im Vergleich zu der Kontrollpopulation, die mit Licht auBerhalb der
Anregungswellenlidnge des Farbstoffs belichtet wurden, zeigte sich 24 h nach der Behandlung
im Mittel ein deutlicher Riickgang des Dampfungswiderstandes um etwa 30 % bezogen auf
den Ausgangswert. Die parallel bestimmten elektrischen Eigenschaften der Zellschichten
zeigen ebenfalls eine deutliche Schidigung der Zellen. Da nur noch das Spektrum der leeren
Elektrode detektiert werden konnte, hat die Zellschicht offensichtlich ihre isolatorische
Eigenschaft verloren. Diese Befunde unterstiitzen die Ansicht, dass der Riickgang des
inkrementellen Ddmpfungswiderstandes auf die Ablosung zerstorter Zellen vom Oszillator
zuriickzufiihren ist. Da allerdings nur eine partielle Abnahme von AR gefunden wird und kein
Riickgang auf den Wert des leeren Quarzes sind wahrscheinlich nicht alle Zellen
gleichermallen geschidigt. Moglicherweise sind aber auch Zellen vom unbelichteten

Randbereich des Quarzes zur Mitte des Oszillators hin hineingewachsen und erhdhen auf
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diese Weise den nach 24 Stunden gemessenen Dampfungswiderstand. Um diesen Befund und
die Ursache der Fototoxizitdt genauer studieren zu konnen, werden die Experimente auf
sogenannten ITO-Filmelektroden wiederholt und erweitert, da diese gleichzeitig elektrische
und optische Charakterisierung der Zellen erlauben.

Knight et al. (2003) stellten fest, dass durch die gleichzeitige Behandlung der Zellen mit dem
Reduktionsmittel Natriumascorbat der fototoxische Effekt komplett inhibiert werden konnte.
Sie konnten somit die Beteiligung radikalischer Spezies, die durch die Wechselwirkung
zwischen Licht und Fluoreszenz-Farbstoff entstehen konnen, an der Zellschiddigung explizit
nachweisen. Es ist sehr wahrscheinlich, dass es sich bei diesen Radikalen um reaktive
Sauerstoff-Spezies handelt.

Auch in dieser Arbeit konnte durch Verwendung von Natriumascorbat, welches in der von
Knight et al. angegebenen Konzentration von 1 mM zur Calcein AM-Losung zugesetzt
wurde, der fototoxische Effekt unterdriickt und somit auf radikalische Spezies zuriickgefiihrt
werden. Somit ist auch hier von der Generierung reaktiver Sauerstoff-Spezies auszugehen. Es
ist bekannt, dass reaktive Sauerstoff-Spezies durch Reaktionen mit Biomolekiilen, wie z.B.
ungesittigten Phospholipiden und Cholesterin, zu strukturellen Verinderungen in den Zellen
fiihren konnen (Hirth et al.,, 1999). Da diese Molekiile auch Membranbestandteile sind,
konnten solche Reaktionen fiir die in dieser Arbeit beobachteten Membranschiddigungen und
den nachfolgenden Zelltod verantwortlich sein.

Der Zelltod kann prinzipiellerschiedene Mechanismen erfolgen: Apoptose oder Nekrose. Ob
eine Zelle apoptotisch oder nekrotisch wird, hingt von der Konzentration der reaktiven
Sauerstoff-Spezies in der Zelle ab. Wihrend geringere Konzentrationen an reaktiven
Sauerstoff-Spezies eher einen apoptotischen Prozess induzieren, fithren hohere
Konzentrationen zu einer nekrotischen Noxe. Kang und Zheng (2004) haben diese
Abhingigkeit des Zelltodes von der Konzentration reaktiver Sauerstoff-Spezies niher
untersucht. In dieser Studie wurden mit Hilfe des Hypoxanthine-Xanthine Oxidase Systems
unterschiedliche Konzentrationen reaktiver Sauerstoff-Spezies in humanen Hepatom-Zellen
erzeugt. Dabei zeigte sich, dass eine Konzentration von 16 uM einen apoptotischen Prozess
bewirkt, wihrend eine Verdopplung der Konzentration auf 32 uM den nekrotischen Zelltod
induziert.

Durch die Auswertung der Impedanzspektren nach Wegener et al. (2000) konnte zwischen
Impedanzbeitrigen des Zell-Zell-Kontaktes (Rp) und solchen aus dem Zell-Substrat-Kontakt

(o) differenziert werden. Dabei zeigte sich, dass nach Einsetzen des fototoxischen Effektes

die Werte fiir R, im Vergleich zu den Werten von o viel schneller abnahmen. Somit bewirkte
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der fototoxische Effekt gemessen an den Zellparametern im zeitlichen Verlauf zunédchst den
Verlust der Zell-Zell-Kontakte und dann erst die Auflosung der Zell-Substrat-Kontakte.
Aufgrund des Verlustes der Zell-Substrat-Kontakte 1osten sich die MDCK-2 Zellen
schlieBlich vom Untergrund ab. Dies konnte auch anhand der mikroskopischen
Untersuchungen gezeigt werden.

Der hier beobachtete zeitliche Verlauf der Zellparameter Ry, und o ist mit dem aus einer
Studie von Arndt et al. (2004) in etwa vergleichbar, bei der der apoptotische Zelltod ebenfalls
anhand von ECIS-Messungen niher untersucht wurde. Die Apoptose der Zellen wurde hier
durch Zugabe von Cycloheximid (CHX) induziert. Analog zu dem in dieser Arbeit
beobachteten Verlauf der Zellparameter nahmen die Werte von R;, schneller ab als die von o.
Der einzige Unterschied zu dieser Arbeit ist, dass die Abnahme der Werte fiir o zweistufig
verlief. Ansonsten bewirkt CHX auch zunichst den Verlust der Zell-Zell-Kontakte und dann
erst die Auflosung der Zell-Substrat-Kontakte. Da Apoptose zu einer Zellschrumpfung und
somit zuerst zu einer Beeintrachtigung der Zell-Zell-Kontakte fiihrt, spricht ein derartiger
Verlauf der Zellparameter fiir einen apoptotischen Zelltod. Dies ldsst auch im Falle des in
dieser Arbeit verwendeten Calcein AM eine apoptotische Wirkung vermuten. Um welchen
Mechanismus es sich jedoch hier handelt, wird an spéterer Stelle explizit diskutiert.

Auffillig war, dass der Zeitpunkt fiir das Einsetzen der Impedanzabnahme sehr variabel ist.
Dies ist moglicherweise auf die Tatsache zuriickzufiihren, dass MDCK-2 Zellen MDR-
kompetente Zellen sind. Calcein AM ist ein Substrat des MDR-Transportproteins Pgp. Das
Calcein AM wird somit wieder aus der Zelle herausgepumpt und damit die Hydrolyse zum
Calcein sowie die Anreicherung des Fluorophors in der Zelle verhindert. Abhédngig von der
Anzahl der exprimierten MDR-Transportproteine konnen Konzentrationsschwankungen des
Calceins in der Zelle auftreten. Wihrend hohere Konzentrationen an Calcein eher den
fototoxischen Effekt induzieren, wiirden geringere Konzentrationen wie in diesem Falle zu

einer Verzogerung des Effektes fiihren.

Mechanismus des Zelltodes

Der Zelltod kann entweder iiber Apoptose oder Nekrose erfolgen. Nagata et al. (2003)
beobachteten in einer Studie zur Fototoxizitit in der Fotodynamischen Therapie am Beispiel
von humanen malignen Melanom-Zellen eine Abhingigkeit des Zelltodes von der
Konzentration des Fluorophors in der Zelle, von der Lichtintensitit und von der
Belichtungsdauer. In Abhingigkeit von der Dosis entstehen letztlich in der Zelle

unterschiedliche Konzentrationen reaktiver Sauerstoff-Spezies. Wie schon erwihnt bewirken
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geringere  Konzentrationen eher einen apoptotischen Prozess, wihrend hohere
Konzentrationen zu einem nekrotischen Zelltod fithren (Kang und Zheng, 2004).

Um herauszufinden, welcher Mechanismus durch den fototoxischen Effekt von Calcein AM
ausgelost wird, wurden in dieser Arbeit zwei verschiedene Experimente durchgefiihrt. Es ist
bekannt, dass Apoptose neben einer Vielzahl verschiedener Stimuli auch durch intrazellulédre
Bildung reaktiver Sauerstoff-Spezies ausgelost werden kann (Bennet, 1999), wie sie anhand
der Ascorbinsdure-Inhibition auch fiir die Experimente dieser Arbeit gezeigt werden konnten.
Viele apoptotische Prozesse werden durch Caspasen vermittelt. Daher sollte im Falle eines
apoptotischen Zelltodes dieser indirekt iiber Caspase-Inhibition blockiert werden und dadurch
nachweisbar sein. Dieser Nachweis fiir Apoptose ist schon lange bekannt. Beispielsweise
konnten Takahashi et al. (1998) auf diesem Wege PKN, eine Fettsdure- und Rho-aktivierte
Serin/Threonin Kinase, in Jurkat- und U937-Zellen als ein Substrat der Caspase-3
identifizieren. Da die Caspase-3 die wichtigste und effizienteste Effektor-Caspase ist (Leist
und Jaattela, 2001; Takahashi, 1999), wurde auch in dieser Arbeit ein Caspase-3-Inhibitor
eingesetzt. Der Caspase-Inhibitor wurde in der von Takahashi et al angegebenen
Konzentration von 300 uM zur Calcein AM-Losung zugesetzt. Nach der Belichtung wurden
die zellmorphologischen Veridnderungen mit Hilfe einer ECIS-Messung zeitlich verfolgt. Der
fototoxische Effekt von Calcein AM konnte jedoch nicht inhibiert werden, was fiir einen
nekrotischen Mechanismus sprechen wiirde. Auffillig war allerdings, dass der fototoxische
Effekt bei den mit Inhibitor behandelten Zellen im Vergleich zu den ausschlielich mit
Calcein AM inkubierten Zellen mit einer leichten Verzogerung eintrat. Zudem war der
Gesamteffekt der mit dem Caspase-Inhibitor behandelten Zellen nur halb so grof3 wie der der
ausschlielich mit Calcein AM inkubierten Zellen. Dies kann zum einen auf den niedrigeren
Impedanzwert der mit Inhibitor behandelten Zellen bei t = 0 min zuriickzufiihren sein. Am
Ende der Messung waren die Impedanzwerte der beiden Zellpopulationen in etwa gleich. Es
ist aber auch moglich, dass der Caspase-Inhibitor in einer fiir diese Verhiltnisse zu geringen
Konzentration zugesetzt wurde und damit den durch reaktive Sauerstoff-Spezies induzierten
apoptotischen Prozess nicht vollstindig unterdriicken konnte.

Die anschlieBende zeitaufgeloste EthD-Fiarbung sollte daher genaueren Aufschluf3 tiber den
vorliegenden Mechanismus geben. Die Phasenkontrast-Aufnahmen lieBen 8 h nach der
Belichtung eine deutliche Schadigung der Zellen erkennen. Viele Zellen hatten sich bereits
abgerundet. Die Fluoreszenz-Aufnahmen zeigten eindeutig die rot-fluoreszierenden Kerne der
abgerundeten Zellen zu diesem Zeitpunkt, jedoch nicht frither. Diese positive EthD-Fiarbung

kurz nach dem Auslosen des morphologisch erkennbaren fototoxischen Effektes deutet auf
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eine schnelle Permeabilisierung und Zerstorung der Zellmembran und damit ebenfalls eher
auf einen nekrotischen Zelltod hin.

Wenn es sich allerdings tatsédchlich um einen nekrotischen Prozess handelt, sollte es aufgrund
des typischen Anschwellens der Zellen und der damit verbundenen Verkleinerung des
Interzellularspaltes zumindest voriibergehend zu einer Zunahme der elektrischen Impedanz
des Zelllayers kommen. Diese konnte jedoch in keinem der Experimente beobachtet werden.
Somit kann bis zu diesem Zeitpunkt noch nicht eindeutig gekldart werden, welcher
Mechanismus vorliegt, oder ob sogar beide Formen auftreten. Die Konzentration des
Fluorophors kann in einer Zellpopulation von Zelle zu Zelle sehr verschieden sein. Dies fiihrt
bei Belichtung der Zellen letztlich zu unterschiedlichen Konzentrationen reaktiver Sauerstoff-
Spezies. Somit konnen innerhalb der gleichen Zellpopulation in Abhédngigkeit von der
Konzentration des Fluorophors und damit der reaktiven Sauerstoff-Spezies apoptotische
neben nekrotische Zellen entstehen.

Knight et al. nahmen an, dass der Zelltod eher iiber einen apoptotischen Prozess erfolgt. Die
Zellen zeigten nach der 1-stiindigen Belichtung mit Laserlicht immer noch charakteristisch
schnelle Ca2+—Spikes, die durch ATP stimuliert wurden und auf die Vitalitit der Zellen
hindeuten. Folglich wurden die Zellen nach dem Auslosen des fototoxischen Effektes nicht
sofort permeabilisiert und zerstort. Dies ist konsistent zu den ECIS-Daten, die in dieser Arbeit
gemessen wurden.

Eine Moglichkeit, um den Mechanismus aufzuklédren, konnte ein Annexin V-Assay bieten,
der als extrazellulire Nachweismethode fiir Apoptose eingesetzt wird. Ein besonderes
Merkmal der Apoptose ist die Verdnderung der Zellmembran, die schon in einem sehr frithen
Stadium der Apoptose eintritt. Dabei werden Phosphatidylserine von der inneren auf die
duere Membran verlagert (Raynal und Pollard, 1994). Annexin V ist ein Protein mit einer
hohen Affinitit zu Phosphatidylserinen. Durch die Kopplung von Annexin V, welches an die
Phosphatidylserine bindet, an Fluorophore konnen apoptotische Zellen spezifisch angefirbt
werden. Da Calcein ein griin-emittierender Farbstoff ist, sollte das Annexin V an einen
TRITC-Farbstoff gekoppelt sein, um mdgliche Wechselwirkungen und Uberlagerungen mit

der Calcein-Emission zu vermeiden.
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6 Zusammenfassung

Die Quarzmikrowaage-Technik hat sich im letzten Jahrzehnt zu einer wertvollen Methode
entwickelt, um die mechanischen Interaktionen adhirenter Zellen mit ihrem Kultursubstrat zu
studieren. Ziel dieser Arbeit war es, herauszufinden, welche Komponenten des zellulidren
Adhisionskontakts zum Signal der Quarzmikrowaage beitragen, um eine direktere
Interpretation der QCM-Daten auf zellbiologischer Ebene zu ermdéglichen. Dazu wurden
unterschiedliche Zellsorten mikrogravimetrisch untersucht. Dabei konnten je nach Zellsorte
deutliche individuelle Unterschiede in den QCM-Parametern gefunden, aber keine
Zusammenhidnge zum untersuchten Zelltyp hergestellt werden.

Eine Untersuchung des Zell-Substrat-Abstands mit der FLIC-Mikroskopie sollte aufkléren,
inwieweit die Distanz zwischen der basolateralen Membran und dem Substrat Einfluss auf das
QCM-Signal hat. Ein direkter Zusammenhang zwischen dem Abstand d und dem
Déampfungswiderstand des QCM-Signals als sensitivstem Schwingungsparameter liess sich
aber nicht herstellen. Durch eine elektrochemische Impedanzanalyse der adhirenten Zellen
(ECIS) und aus mikroskopischen Untersuchungen bekannten Dimensionen des
Adhisionskontaktes erlaubte erstmals die Berechnung des spezifischen Elektrolytwiderstands
im Adhisionskontakt. Dabei stellte sich heraus, dass dieser je nach Zelltyp teilweise um
GroBenordnungen im Vergleich zum spezifischen Elektrolytwiderstand der bulk-Phase erhoht
war. Ein Vergleich der Elektrolytwiderstinde im Adhédsionskontakt mit mikrogravimetrischen
Daten ergaben eine schwache und noch wenig belastbare Korrelation. Der spezifische
Elektrolytwiderstand im Spalt war fiir die Zellsorten besonders groB, die {ber
barrierebildende Zell-Zell-Kontakte den Interzellularspalt zur bulk-Phase hin abdichten.

Zur weiteren Analyse der Zusammensetzung des QCM-Signals wurden gezielt
Manipulationen des Proteingeriistes der Zelle und der Zusammensetzung der Zellmembran
vorgenommen, die Verdnderungen im mikrogravimetrisch detektierbaren Adhisionskontakt
induzierten. So bewirkte die Vernetzung der zelluldren Proteine einen drastischen Anstieg der
Energiedissipation. Eine selektive Zerstorung des Aktincytoskeletts vor dieser chemischen
Vernetzungsreaktion konnte diese Wirkung deutlich vermindern. Diese Resultate implizieren,
dass das Aktincytoskelett und weitere am Adhésionskontakt beteiligte Proteine fiir das QCM-
Signal bedeutsam sind Die Entfernung des Cholesterins aus der Zellmembran durch
Verwendung von Methyl-B-Cyclodextrin fithrte zu einem kleinen, aber signifikanten Anstieg
des Dampfungswiderstands. Somit konnte gezeigt werden, dass auch Verdnderungen der
Membrankomposition mit der QCM detektierbar sind und einen Einfluss auf die

Mikromechanik des Adhésionskontaktes nehmen.
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Anhang

A Abkiirzungs- und Symbolverzeichnis

Abkiirzungsverzeichnis

AFM atomic force microscopy

APTES Aminopropyltriethoxysilan

BAEC bovine aortic endothelial cells

BSA bovine serum albumin

BVD Butterworth-van Dyke

CD Cytochalasin D

CPE constant phase element

Dil 1,1’-Dioctadecyl-3,3,3’,3’-tetramethyl-Indocarbocyanin-perchlorat
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

DMF Dimethylformamid

DMSO Dimethylsulfoxid

ECIS electric cell-substrate impedance sensing
EDTA Ethylendiamintetraacetat

ECM extracellular matrix

ECGS endothelial cell growth supplement

EthD Ethidium-Homodimer

FCS fetal calf serum

FITC Fluorescein Isothiocyanat

FLIC fluorescence interference contrast (microscopy)
GA Glutardialdehyd

GFP green fluorescent protein

GRGDS Glycin-Arginin-Glycin-Aspartat-Serin

HC Hydrocortison

HEPES 2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl]-ethansulfonsdure
HUVEC human umbilical vein endothelial cells

ITO indium tin oxide

KRP** Krebs-Ringer-Puffer mit Calcium und Magnesium
M199 Medium 199 mit Earle’s Salzen

MBCD Methyl-B-Cyclodextrin

MBCEC murine brain capillary endothelial cells
MDCK Madin-Darby canine kidney

MEM Minimum Essential Medium

NA numerical aperture (numerische Apertur)

NCS normal calf serum

NRK normal rat kidney

PBCEC porcine brain capillary endothelial cells

PBS™ phosphat buffered saline

PBS™ phosphat buffered saline mit Calcium und Magnesium
PC Personal Computer

PDS plasma derived serum

PFA Paraformaldehyd

PVP Polyvinypyrrolidon

Pgp P-glycoprotein

QCM quartz crystal microbalance

RGD Arginin-Glycin-Aspartat

RGDC Arginin-Glycin-Aspartat-Cystein

RIKM Reflexions-Interferenz-Kontrastmikrokopie

RT Raumtemperatur

SEM standard error of the mean (Standardabweichung des Mittelwerts)
TER transendothelial/epithelial electrical resistance
TIRFM total internal reflection microscopy

TRITC Tetramethyl-Rhodamin-Isothiocyanat

viv) Volumenanteil

(wiv) Gewichtsanteil
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Symbolverzeichnis

A Flidche, Parameter des CPE, Konstante g Erdbeschleunigung

C Kapazitit h Hohe

C.  spezifische Membrankapazitit (ECIS-Modell) k Federkonstante

E Elastizititsmodul, Energie m Masse

F Kraft n Stoffmenge, Brechungsindex, Parameter
1 Stromstérke, Lichtintensitét des CPE

L Induktivitit r Radius, Dampfungsglied

M Molare Masse t Zeit

R Widerstand a Zell-Substrat-Parameter (ECIS-Modell)
Ry parazelluldrer Widerstand (ECIS-Modell) i) Abklingldnge der Scherwelle

S integrale Schichtwigeempfindlichkeit & relative Dielektrizititszahl

T absolute Temperatur 0 Phasenverschiebung zwischen Spannung
U Spannung und Strom

Z Impedanz n Viskositét

VA Wirkwiderstand A Wellenldnge

Z**  Blindwiderstand p Dichte, spezifischer Widerstand

d Abstand, Dicke 0 Einfallswinkel

f Frequenz 0} Kreisfrequenz

B Materialien fiir zellbiologische und biophysikalische Arbeiten

5 MHz-AT-Quarzresonatoren KVG, Niederbischofsheim
Aceton Merck, Darmstadt

Calcein AM Molecular Probes, Leiden (NL)
CaCl, Merck, Darmstadt
Caspase-3-Inhibitor (Ac-DEVD-CHO) Sigma Aldrich, Steinheim
Collagen G Seromed, Berlin

CO, Westfalen AG, Miinster
Cytochalasin D Sigma Aldrich, Deisenhofen
Dextran Sigma Aldrich, Deisenhofen
Dimethylsulfoxid Sigma Aldrich, Deisenhofen
Dil Molecular Probes, Leiden (NL)
DMF Sigma Aldrich, Deisenhofen

Dulbecco’s MEM Earle
Dulbecco’s MEM/Ham’s F12
EDTA

Ethanol (techn. und abs.)
Fotales Kilberserum (FCS)
Gelatine

Gentamicin

D-Glucose
Ethidium-Homodimer
Glutardialdehyd

HEPES

Hydrocortison
L-Glutamin

KCl

KH,PO,

MgC12

Medium M199 Earle
MEM Earle (1x)
Methyl-B-Cyclodextrin
Mucasol
Natriumascorbat

NaCl

NaHC03

NazHPO4

NaH2P04

Biochrom KG, Berlin
Sigma Aldrich, Deisenhofen
Fluka, Neu-Ulm

Merck, Darmstadt

PAA Lab GmbH, Linz (Aut)
Sigma Aldrich, Deisenhofen
Biochrom KG, Berlin
Sigma Aldrich, Deisenhofen
Molecular Probes, Leiden (NL)
Merck, Darmstadt

Sigma Aldrich, Deisenhofen
Sigma Aldrich, Deisenhofen
Biochrom KG, Berlin
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Seromed, Berlin

Biochrom KG, Berlin
Sigma Aldrich, Deisenhofen
Brand, Wertheim

Sigma Aldrich, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

Sigma Aldrich, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
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NaOH

NCS (Kilberserum)
Paraformaldehyd
Penicillin

Percoll

Fotoresistlack Positiv 20

Reinst-Wasser
Saccharose
Salpetersidure (HNO;)
Salzsdure (HCI)
Schwefelsdure (H,SO,4)
Silikon-Kleber
Streptomycin
TRITC-Phalloidin
Triton-X-100

Trypsin
Wasserstoffperoxid (30 %)

C Gerite / Verbrauchsmaterialien

6-well-Gewebekulturplatten

24-well-Gewebekulturplatten

8-well Arrays

Autoklav 3870EL

Brutschrinke:

BB 6220 CU

IG 150

IR 1500

Bunsenbrenner:

Fireboy

Fireboy plus

Digitalkamera

Digitalkamera Nikon F-301

Einmalpipetten

Einwegspritzen (5 und 20 ml)

Fluoreszenzmikroskop
FITC-Filter I3

TRITC-Filter N2.1

Greiner Rohrchen (10 ml und 50 ml)
Impedanzanalysator SI-1260

Kaniilen

Kryorohrchen (1.8 ml)

Kiihlzentrifuge (J2-21/Rotor JA-14)
Kulturflaschen (25 cm?, 75 cm” und 180 cm?)
Kunststoffaufsatz (LabTek)
Latexhandschuhe

Markierungsobjektiv
Mikroskop-Kunststoffaufsatz

Objekttriager (mit ITO-Beschichtung)
Petrischalen

Phasenkontrastmikroskop Diaphot TMD
FITC-Filter

Merck, Darmstadt

Seromed, Berlin

Sigma Aldrich, Deisenhofen
Seromed, Berlin

Sigma Aldrich, Deisenhofen
Kontakt Chemie, CRC Industries,
Iffezheim

Millipore, Eschborn

Sigma Aldrich, Deisenhofen
Sigma Aldrich, Deisenhofen
Sigma Aldrich, Deisenhofen
Janssen Chimica, Geel (B)
Henkel, Diisseldorf
Seromed, Berlin

Sigma Aldrich, Deisenhofen
Sigma Aldrich, Deisenhofen
Biochrom KG, Berlin
Fluka, Buchs (CH)

Costar, Bodenheim

Costar, Bodenheim

Applied Biophys. Inc. (USA)
Jiirgens, Miinster

Heraeus, Hanau
Jouan, Unterhaching
Flow, Meckenheim

Tecnomare, Fernwald

Integra Biosciences, Fernwald
Leica Microsystems GmbH, Wetzlar
Nikon, Diisseldorf

Brand, Wertheim

Henke-Sass, Tuttlingen

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar
Anregungsfilter: BP 450-490 nm
Dichroider Spiegel: 510 nm
Sperrfilter: LP 515 nm
Anregungsfilter: BP 515-560 nm
Dichroider Spiegel: 580 nm
Sperrfilter: LP 590 nm

Greiner, Frickenhausen

Solartron Instruments,
Farnsborough (GB)

Henke-Sass Wolf Tuttlingen

Nunc GmbH, Wiesbaden-Bieberach
Beckmann, Miinchen

Nunc GmbH, Wiesbaden-Bieberach
Nunc GmbH, Wiesbaden-Bieberach
Roth GmbH, Karlsruhe

Nikon, Japan

Harnischmacher Kunststofftechnik,
Kassel

PGO, Iserlohn

Greiner, Frickenhausen

Becton Dickinson, NJ, USA

Nikon, Diisseldorf

Anregungsfilter: 420-490 nm
Dichroider Spiegel: 510 nm
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TRITC-Filter

Pipettenspitzen
Quecksilberdampf-Lampe (100 W)
Quecksilberdampf-Lampe (100 W)
Reaktionsgefifie (1.5 und 2 ml)
Sterilbank: Laminar Flow BSB 6A und BSB 4A
Sterilfilter (12 mm, Porengrofie 0.2 pm)
Sterilisator: UT 6120

Tischzentrifuge

Trockenofen

UV-Belichtungsgerit

Wirmeschrank: B 6120

Wasserbad GFL 1004

Sperrfilter: 520 nm
Anregungsfilter: 510-560 nm
Dichroider Spiegel: 580 nm
Sperrfilter: 590 nm

Ratiolab GmbH, Dreieich
Leistungselektronik Jena GmbH, Jena
Nikon, Diisseldorf
Eppendorf, Hamburg
Gelaire, Meckenheim
Satorius, Gottingen

Heraeus, Meckenheim

Poly Labo (USA)

Memmert, Schwabach

Isel, Eiterfeld

Heraeus, Hanau

GFL, Burgwedel
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