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Einleitung

1. EINLEITUNG

Es ist seit langerer Zeit bekannt, dass es unter der Einwirkung von Schwerelosigkeit, real
oder simuliert, zu Veranderungen an Zellen kommt. Besonders interessant hierbei ist die
Auslésung der Apoptose, die unter anderem zu Verdnderungen im Hormonhaushalt, im
Immunsystem und im Knochenstoffwechsel fihrt.

Gab es zunachst nur die Moglichkeit, Astronauten nach ihrem Flug zu untersuchen, was
verstéandlicherweise die Probandenanzahl und die zeitliche Durchfuhrbarkeit stark
einschrankte, so wurden schon bald Zellkulturen im Orbit in speziellen Kontainern kultiviert,
um diese nach ihrer Riickkehr untersuchen zu kénnen (Walther et al., 1994, 1999; Gmunder
et al., 1989).

Mit der Entwicklung von Maschinen, mittels derer Schwerelosigkeit simuliert werden konnte,
wurden Untersuchungen kostengunstiger und besser planbar. Aul3erdem war es mdglich,
Versuche unter identischen Bedingungen beliebig oft zu wiederholen, auszuwerten, und
gegebenenfalls zu variieren, ohne auf den nachsten realen Flug warten zu missen.

Die Entwicklung des Klinostaten und der Rotating Wall Vessel waren gro3e Schritte in diese
Richtung. Beide ermdglichten eine planbare, rasche und mehrfach wiederholbare
Versuchsdurchfuhrung.

Die langer andauernde Exposition von Menschen gegenuber Weltraumstrahlung und
Schwerelosigkeit beeinflusst deren Gesundheit (White und Averner, 2001; Baldwin, 1996;
Buckey et al., 1996). Viele der Gesundheitsprobleme, die wahrend Weltraummissionen
auftraten, beruhen vermutlich auf dem Einfluss von Mikrogravitét auf zellulare Charakteristika
(Grimm et al., 2002). Die Effekte der Schwerelosigkeit auf verschiedene Zelltypen sind daher
ein Schwerpunkt der derzeitigen Interessenlage. Auf zelluldarer Ebene wurden bereits
Verénderungen des Zytoskeletts (Grimm et al., 2002; Vassy et al., 2001; Uva et al., 2002),
der Verlust der T-Zellaktivitat (Boonyaratanakornkit et al., 2005) und Veranderungen in der
Genexpression (Lewis et al., 2001; Hammond et al., 2000) untersucht. Des Weiteren wird
das dreidimensionale Wachstum von normalen Zellen (Kossmehl et al., 2003; Pardo et al.,
2005; Clejan et al.,, 2001; Martin et al.,, 2000) und Tumorzellen (Grimm et al., 2002;
Kossmehl et al., 2003; Chopra et al., 1997) induziert. Die mikrotubuldre und mitochondriale
Organisation ist verandert (Grimm et al., 2002; Uva et al., 2002) und die Produktion
extrazellularer Matrix sowie der zytoskelettalen Proteine sind modifiziert (Grimm et al., 2002;
Kossmehl et al., 2003), wahrend die Apoptose in verschiedenen Zelltypen initiiert wird
(Grimm et al., 2002; Uva et al., 2002; Kossmehl et al., 2003).

Eine dieser Zellarten sind die Endothelzellen, die eine tragende Rolle in der Angiogenese
spielen. Um die Mechanismen der GefaBneubildung besser verstehen zu konnen, ist es
nétig, Endothelzellen nicht in Monolayern, sondern als dreidimensionale Gebilde zur
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Verfigung zu haben, um Signaltransduktionswege, zellulare Differenzierung und molekulare
Mechanismen genauer untersuchen zu kénnen.

Unter dem Einfluss von Schwerelosigkeit wurde die Bildung von Sphéaroiden beobachtet,
sodass der Ausgangspunkt fur weitere Untersuchungen in der Kultivierung unter
Schwerelosigkeit zu suchen ist.

Endothelzellen sind eine Zellart, die von Schwerelosigkeit beeinflusst wird (Buravkova et al.,
2005; Sangha et al., 2001). In vivo bilden sie das Endothel, welches am Ubergang zwischen
dem Blut und der GefaBwand lokalisiert ist (Li et al., 1994; Michiels, 2003). Jede Zelle ist mit
der darunter liegenden Basallamina verankert und die individuellen Zellen sind miteinander
durch Adhésionsverknipfungen verbunden, die prominente Tight Junctions beinhalten,
welche daflr sorgen, dass es an den Zell-Zell-Verbindungen nicht zur Diffusion kommt.
Endothelzellen kénnen mdoglicherweise auf Verdnderungen der lokalen Bedingungen wie
Blutdruck, Sauerstoffgehalt und Blutfluss antworten, indem sie Substanzen sezernieren (zum
Beispiel Endothelin-1 (ET-1)), welche starke Einflisse auf den Tonus der vaskuléaren glatten
Muskulatur haben. Unter bestimmten Bedingungen, vor allem als Antwort auf bestimmte
Stimuli wie Wunden, Infektionen oder tumordse Veranderungen, kann eine endotheliale Zelle
aktiviert werden und ihre Funktion veréandern. In der Geweberegeneration tragen
Endothelzellen zur Bildung neuer Gefal3e bei. Dieser als Angiogenese bezeichnete Prozess
kann durch Proliferation, Migration und Remodelling von ausdifferenzierten Endothelzellen
friher existierender Gefalle vermittelt werden (Tang und Conti, 2004; Infanger et al., 2006a).
In einer friheren Studie wurden bereits Kurzzeiteffekte der simulierten Schwerelosigkeit auf
endotheliale Zellen untersucht und es wurde herausgefunden, dass sich die Morphologie und
der Differenzierungsgrad verandern, Apoptose initiiert wurde und die Expression von
extrazellularer Matrix und zytoskelettaler Proteine innerhalb weniger Stunden unter
Klinorotation anstieg (Infanger et al., 2006a). Daruiber hinaus konnte gezeigt werden, dass
der Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) die Effekte der Verénderungen der
physikalischen Parameter der Gravitation ausbalanciert (Infanger et al., 2004, 2006a). In der
aktuellen Studie wurden Endothelzellen unter Bedingungen der simulierten Schwerelosigkeit
fur langere Zeit (t=10 d) untersucht. Das Hauptziel dieser Untersuchung war es, zwischen
voriibergehenden und lang andauernden Effekten der Schwerelosigkeit zu unterscheiden.
Die Genexpression von Fas (CD 95), Caspase-3, Osteopontin und TGF-B; und
Langzeitveranderungen von Proteinen, die von der Mikrogravitation beeinflusst werden,
wurden untersucht. Auf3erdem wurden morphologische Veradnderungen des Zytoskeletts
untersucht.

Im Zuge dieser Arbeit konnte dargestellt werden, welche Veranderungen an Endothelzellen
im Vergleich zwischen Gravitation und Mikrogravitation entstehen, und welche Rolle der
basic Fibroblast Growth Factor (bFGF) bei diesen Veranderungen spielen kann.
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2. ZIELSETZUNG

Ziel dieser Arbeit ist die Kultivierung von Endothelzellen in Form von Sphéroiden mit Hilfe
eines dreidimensionalen Klinostaten, der Random Positioning Machine (RPM). Es wurde
untersucht, ob die RPM fir die Langzeitkultivierung tber 10 d genutzt werden kann und eine
geeignete ,ground based facility’ fur die Simulation von Schwerelosigkeit darstellt. In der
Dissertation von Holger Pickenhahn wurde diese Frage fir eine kurzzeitige Kultivierung von
Schilddriisen(tumor)zellen bereits positiv beantwortet (Pickenhahn 2005). Fur diese Arbeit
wurden humane Endothelzellen fur 10 d unter Bedingungen von Mikrogravitation (0 g)
gezichtet.

Die hierbei verwendete Zelllinie Ea.hy926 wurde zur Etablierung eines dreidimensionalen
Zellkulturmodells in simulierter Schwerelosigkeit verwendet, sodass zeitgleich zu den
eigentlichen Versuchen eine Charakterisierung der Effekte, die unter diesen Bedingungen
auf die Zellen einwirken, untersucht und dokumentiert werden konnte. Anhand von
vorangegangenen Experimenten konnte das Hauptaugenmerk auf die Untersuchung der
extrazellularen Matrixproteine, der Morphologie und des Zytoskeletts gelegt werden.

Die aktuellen Forschungen auf dem Gebiet der simulierten Schwerelosigkeit beinhalten
verschiedenste Zelllinien, wobei diese Arbeit sich auf die Endothelzelllinie Ea.hy926
beschrankt. Diese Zelllinie entstand durch Hybridisierung von HUVEC und A549 und
beinhaltet endothelzellspezifische Eigenschaften wie die Expression des Faktor VIII
bezogenen Antigens. Es handelt sich hierbei um eine makrovaskulére Zelllinie, die von Bouis
et al. zu Untersuchungen an so genanntem ,Large-vessel* Endothel empfohlen wird (Bouis
et al., 2001). Besonders interessant waren hierbei die Anpassungsmechanismen der
Einzelzellen und Organismen an die Schwerelosigkeit sowie die Frage, ob simulierte 0 g-
Bedingungen Apoptose induzieren und inwieweit sich die Differenzierung der Zellen &ndert.
Des Weiteren wurden die Endothelzellen mit dem Basic Fibroblast Growth Factor behandelt,
um dessen Effekte auf das Verhalten der Zellen hinsichtlich der Produktion extrazellulérer

Matixproteine und der Apoptose zu untersuchen.
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3. LITERATURUBERSICHT

3.1 Die Bildung multizellularer Spharoide (MCS) in Kultur

Um Zellen in einem Verband wachsen zu lassen, bedient man sich verschiedener
Techniken. Prinzipiell kann man zwischen Monolayern und dreidimensionalen Zellkulturen
unterscheiden, wobei den dreidimensionalen Kulturen der Vorzug zu geben ist, da sie die
physiologische Situation am besten widerspiegeln.

Die Idee der MCS grindet sich auf den Erfahrungen, die mittels der multizellularen
Tumorsphéroide (MCTS) gesammelt werden konnten. In den 70er Jahren begannen
Sutherland und Team die systematische Forschung und Arbeit an MCTS. Diese Arbeiten
zeigten, dass starke Ahnlichkeiten zwischen Sphéroiden und soliden Tumoren in vivo
bestehen, was das Potenzial fir die Forschung mit dieser dreidimensionalen Zellkultur
aufzeigt (Sutherland et al., 1971).

Ein Spharoid baut sich aus drei Schichten auf: AuBen zeigt sich die Zone proliferierender
Zellen, gefolgt von einem Bereich ruhender Zellen. Im Zentrum findet sich eine Nekrose.
Endothelzellen bilden unter Bedingungen von Mikrogravitation dreidimensionale tubulare
Aggragate (Infanger et al., 2006a). Betrachtet man diese histologisch, so zeigen sich
tubulare Strukturen, die in ihrem Inneren ein Lumen ausbilden, das durch eine Art Intima
gekennzeichnet ist, welche von den Zellen produziert wird. Im Unterschied zu Spharoiden,
die mittels herkémmlicher Methoden (Spinner-Flask oder Liquid-Overlay) geziichtet wurden,
weisen die im Klinostaten erzeugten Spharoide kein nekrotisches Zentrum auf. Dies wurde
an Schilddrisenzellspharoiden gezeigt, die nach kurzer Kultivierung in simulierter
Schwerelosigkeit entstehen (Grimm et al., 2002).

Bei Spharoiden der herkdbmmlichen Methode kommt es auf Grund von Nahrstoffmangel im
Inneren zu nekrotischen Vorgéngen, da eine Zell-Zell-Interaktion nur unzureichend
stattfindet, und nur die &dufRere Zellschicht hinreichend Nahrstoffe aus dem sie umgebenden
Medium ziehen kann. Die Aufnahme und Abgabe von Stoffen ist also verandert (Kunz-
Schughart et al., 1999, 2000).

Wahrend des dreidimensionalen Wachstums kommt es zu Differenzierungsprozessen, was
von Vorteil fiir die Zellen ist. Zellen, die im Verbund geziichtet werden, differenzieren in der
Regel und erhalten dadurch sowohl morphologische als auch funktionelle Charakteristika
des Ursprungsgewebes zurlick, die haufig bei der Kultivierung als Einzelzellen verloren
gehen (Kunz-Schughart 1999, Jianmin et al., 2002).
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3.1.1 Herkdmmliche und neue Methoden zur Herstellung von MCS

3.1.1.1 Liquid-Overlay-Technik

Zur Bildung von Spharoiden kommt es nur, wenn die adhasiven Krafte zwischen den Zellen
gréRer sind als jene zwischen den Zellen und dem Material, auf dem sie kultiviert werden. In
der Vergangenheit wurden vor allem zwei Techniken angewendet, um Zellen zu einem
dreidimensionalen Wachstum anzuregen, zum einen die so genannte Liquid-Overlay-
Technik, bei der Suspensionen der entsprechenden Zellen auf einer nicht adhasiven
Oberflache (z. B. Agarose) inkubiert werden. Der Nachteil hierbei ist, dass die Zellen grof3en
Sedimentationskraften ausgesetzt sind. Dagegen wurde als vorteilhaft angesehen, dass
diese Methode gut steuerbar ist, vor allem in Hinblick auf Gré3e und Anzahl der Sphéroide.

Zum anderen wurde die Spinner-flask-Methode genutzt, die nachfolgend beschrieben wird.

3.1.1.2 Spinner-Flask-Methode

Bei der Spinner-Flask-Methode wird die Zellsuspension durch einen magnetischen Rihrer in
Bewegung gehalten. Unter diesen Bedingungen werden die Zellen standig in der Schwebe
gehalten und haben keine Méglichkeit, eine Bindung mit dem Kulturgefall einzugehen.

Ein groRer Nachteil dieser Methode ist, dass sie sich nicht fur alle Zellarten eignet, da die
auftretenden Scherkrafte recht groR® sind und nicht alle Zellen sie berwinden kdnnen.
Ublicherweise wird haufig eine Kombination aus den beiden oben genannten Techniken
angewandt. Die initiale Aggregation der Zellen wird durch die Liquid-Overlay-Technik
ermdglicht, die weitere Zucht erfolgt in der Spinner-Flask (Abb. 1). Ihr Hauptvorteil besteht in
der Option, sehr viele Spharoide herzustellen, und im Fehlen der Sedimentation. Nachteile
sind unter anderem die schon genannten Scherkrafte und der leider geringe Einfluss auf die
GroRe der Spharoide.

Abb. 1: Spinner-Flasks (Hersteller: Integra Biosciences)



Literaturlibersicht

3.1.1.3 Aktuelle Methoden der Spharoidkultur

Neben den oben genannten Techniken wird in jungster Zeit auch die Spharoidbildung unter
simulierter Mikrogravitat mit Hilfe von so genannten Bioreaktoren erforscht (Hedlund et al.,
1999; Khaoustov et al., 1999; Yoffe et al., 1999; Ingram et al, 1997). Besonders
hervorzuheben sind hier der Bioreaktor, die Rotating Wall Vessel (Abb.2) sowie die Random

Positioning Machine.

Abb. 2: Rotating Wall Vessel (entwickelt vom Johnson Space Center (NASA), Vertrieb durch

die Firma Synthecon)

3.2 Das Zytoskelett der Zelle

Das Zytoskelett ist nicht nur ein Stiitz- und Stabilisierungsgebilde der Zelle, sondern spielt
bei verschiedenen Vorgéngen wie Zelldifferenzierung, Zellwachstum, Zellbeweglichkeit und
Apoptose eine bedeutende Rolle. Es wird vermutet, dass das Zytoskelett auRerdem die
Funktion eines Schwerkraftsensors innehat.

Das Zytoskelett ist ein aus Proteinen aufgebautes Netzwerk im Zytoplasma jeder Zelle und
besteht aus dynamisch auf- und abbaubaren, diinnen, fadenférmigen Filamenten (Abb.3).
Der genaue Aufbau hierbei gliedert sich in Mikrotubuli, Mikrofilamentenbiindel, kontraktile
Mikrofilamente und intermedidre Filamente. Diese verbinden in einer Art Netzwerk die
Rezeptoren der Membranoberflache mit Kontaktpunkten am Kern (Ingber, 1999). So ist es
nicht weiter verwunderlich, dass allein durch die Verformung der Form einer Zelle und der
damit einhergehenden mechanischen Veranderung des Zytoskeletts die Zelldifferenzierung
durch die Verformung transmembraner Adhasionsrezeptoren an der Zelloberflache
beeinflusst wird (Ingber, 1999). In der eukaryotischen Zelle unterscheidet man, wie bereits

erwahnt, drei Klassen von Zytoskelettfilamenten, die jeweils von unterschiedlichen Proteinen
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bzw. Proteinklassen gebildet werden, spezifische Begleitproteine besitzen und sich auf
jeweils verschiedene Weise an den Aufgaben des Zytoskeletts beteiligen: Aktinfilamente,
Mikrotubuli und Intermediarfilamente. Alle drei Klassen sind an der mechanischen
Stabilisierung der Zelle beteiligt. Oberflachendifferenzierungen werden durch Aktinfilamente
und Mikrotubuli unterstitzt. Auch alle Formen aktiver Bewegung erfolgen entlang dieser
beiden Filamenttypen, da sie liber spezifische Motorproteine verfligen. Generell sind die
Strukturen des Zytoskeletts mit fur die Aufgabe und den Proteintyp spezifischen
Begleitproteinen (u.a. Adaptorproteine und Motorproteine) assoziiert, welche die Filamente
stabilisieren, sich an ihnen bewegen oder sie mit anderen Strukturen verbinden.

Die auffalligsten Bestandteile des Zytoskeletts sind die Mikrotubuli, Hohlzylinder mit einem
Durchmesser von 25 nm, welche sich aus dem Protein Tubulin zusammensetzen.
Intrazelluldr sind sie mit ihren Motorproteinen (Dynein und Kinesin) fir léangere
Transportvorgange und die Bewegungen bzw. Befestigung der Organellen im Zytosol
zustandig. Im Falle der Mitosespindel werden die replizierten Chromosomen an die beiden
Kernpole gezogen. Mikrotubuli beteiligen sich nur wenig an der mechanischen Stabilisierung,
sie stellen allerdings das charakteristische Binnengerist der beweglichen Kinozilien.
Aktinfilamente (auch Mikrofilamente) sind Fasern mit einem Durchmesser von 7 nm. Sie
stabilisieren die Zelle vor allem in netzartigen Anordnungen unterhalb der Plasmamembran
und in Membranausbuchtungen (Mikrovilli, Pseudopodien), halten membranstandige
Proteine an ihrem Platz und ziehen in bestimmte Zelljunktionen ein (Adhdrens-Kontakt). Die
Motorproteine des Aktin bilden die Proteinklasse der Myosine. Auf der Aktin-Myosin-
Interaktion basiert nicht nur die Bewegung der Muskulatur. Myosine verspannen vielmehr
auch die Aktinfilamente zur Stabilisierung und sorgen fir den Kurzstreckentransport zum
Beispiel von Vesikeln zur Plasmamembran.

Unter dem Begriff Intermediarfilamente fasst man eine Reihe von Proteinfilamenten
zusammen, welche ahnliche Eigenschaften aufweisen. Ihr Durchmesser betragt um die 10
nm (8 bis 11 nm). Sie sind aufgrund ihrer gréfReren Stabilitdt im Vergleich zu Mikrotubuli und
Aktinfilamenten am besten geeignet, mechanische Zugkrafte auszuhalten. Aus diesem
Grund dienen sie hauptsachlich der mechanischen Stabilisierung der Zellen. Sie bilden
deren Stitzgertist und strahlen in bestimmte Zellverbindungen ein (Desmosomen,
Hemidesmosomen).

Vimentin ist ein intermediares Filament, das von vielen Zellen mesenchymaler Herkunft wie
Fibroblasten und Endothelzellen oder mesodermaler Herkunft wie Granulosazellen
exprimiert wird. Der Name intermediares Filament bezieht sich auf den Durchmesser (10-12
nm), der zwischen Mikrotubuli (25 nm) und den Mikrofilamenten (7 nm) liegt. Verschiedene

Studien haben gezeigt, dass Vimentin an vielen Vorgangen in der Zelle beteiligt ist. So
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weisen Zellen und Gewebe, die arm an Vimentin sind, eine verminderte Motilitat,
chemotaktische Wanderung und eine verlangerte Wundheilung auf (Eckes et al., 1998).
Scherkrafte werden nach neueren Erkenntnissen Uber Vimentinfilamente zum Zellkern und
zu benachbarten Zellen geleitet (Helmke et al., 2001). Eine weitere wichtige Funktion von
Vimentin ist seine Tatigkeit als Dehnungsrezeptor der Zelle. Grimm et al. konnten 2002 an
Schilddriisenkarzinomzellen zeigen, dass es unter ug-Bedingungen zu einer
Hochregulierung von Vimentin kommt (Grimm et al., 2002).

a-und R-Tubulin sind Proteindimere, welche die Hauptbestandteile der Mikrotubuli
reprasentieren. Mikrotubuli sind als Teil des Zytoskeletts in Vorgdnge wie beispielsweise
Zellteilung, Stofftransport in der Zelle und Kommunikation des Zellinneren mit der
Zelloberflache involviert. Die Entstehung von Mikrotubuli teilt man in zwei Phasen ein, die so
genannte ,Nucleation“ (Bildung eines Kernelements) und die ,Elongation” (Verlangerung des
Kernelements). Wahrend der Nucleation entsteht durch Verbindung eines Alpha- mit einem
Beta-Tubulin-Molekil ein Heterodimer. Dreizehn solcher Heterodimere bilden eine
ringférmige Anordnung mit einem Durchmesser von 25 nm. An dieses Kernstlick lagern sich
weitere aus Alpha- und Beta-Tubulin bestehende Heterodimere an und verldngern den so
neu geformten Mikrotubulus. Dies bezeichnet man wie bereits erwahnt als ,Elongation®. In
der Zelle finden diese Vorgange in der Nahe des Nukleus statt und zwar im so genannten
,Microtubule Organizing Centre* (MTOC). Jeder Mikrotubulus besitzt ein Plus-Ende
(schnelles Wachstum) und ein Minus-Ende (langsames Wachstum). Polymerisierung und
damit Wachstum von Mikrotubuli wird in vivo von der Hydrolyse von GTP zu GDP begleitet
und vorangetrieben. Elongation findet in vitro aber auch ohne diese Hydrolyse statt
(www.cytochemistry.net/Cell-biology; Downing und Nogales, 1999).

Tubuline sind Teil des Spindelapparats, der fir die Mitose essenziell ist. Verschiedene
Chemotherapeutika binden an Beta-Tubulin und stabilisieren dadurch die Tubulinpolymere.
Dies verhindert weitere Aktivitat, die im Auf- und Abbau dieser Polymere bestehen und somit
die Zellteilung unterbinden (Verrills und Kavallaris, 2005; Islam et al., 2004).

Zytokeratine sind Intermediarfilamente (IF) und stellen in ihrer Funktion den iberwiegenden
Teil des Zytoskeletts epithelialer Zellen da. Ihre Aufgaben und Eigenschaften bestehen
allerdings nicht nur in ihrer Funktion als Stitzkonstruktion der Zelle, so werden den
Zytokeratinen Einfluss auf Faktoren der Apoptose, Signalmolekiile, Heat-Shock Proteine und
anderer regulierender Molekile zugeschrieben. Sie spielen eine Rolle in der Reaktion der
Zelle auf Stress und in diesem Zuge auch bei der Therapieresistenz einiger Tumorarten
(Dissertation Holger Pickenhahn 2005). Die Familie der Zytokeratine umfasst mehr als 20
Mitglieder, was sie zu einer der komplexesten Proteinfamilien unter den
Intermediarfilamenten macht. Ahnlich wie bei der Bildung von Mikrotubuli assoziieren

Zytokeratinmolekile zu Heterodimeren, die wiederum zu Protofilamenten polymerisieren und
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durch weitere Anlagerung von Zytokeratinmolkilen verlangert werden. Auch wenn der
filamentése Zustand in vitro der bevorzugte und weitaus stabilere zu sein scheint (Filamente
lassen sich nur schwer abbauen), sind die Vorgange in der Zelle in vivo sehr dynamisch und
ein stdndiger Auf- und Abbau ist im Gange (Chu et al.,, 2002). Abbildung 3 zeigt den
typischen Aufbau eines Zytoskeletts.

i ¥

extracellular

intracellular

Abb. 3: 1. Basallamina; 2. Integrinkomplex; 3. Dystrophin-Glykoprotein-Komplex; 4.
Sarkolemm; 5. Aktin; 6. Desmin; 7. Pektin; 8. Dystrophin (www.unifr.ch)

3.3 Die Extrazellulare Matrix (EZM)

Die extrazellulare Matrix (Extrazellularmatrix, Interzellularsubstanz, EZM) entsteht mittels
Sezernierung der Zellen in den |Interzellularraum. Eine extrazellulare Matrix kommt
grundsatzlich in allen vier Grundgewebetypen (Epithel-, Muskel-, Nerven-, Binde- und
Stiitzgewebe) vor. Noch vor wenigen Jahren schrieb man — vereinfacht gesehen — den
Hauptkomponenten der extrazellularen Matrix lediglich eine Funktion als "Leim" (Kollagen)
oder als gewebeinterner Wasserspeicher (Mucopolysaccharide) zu. Im Laufe der letzten
Dekaden hat sich dieses Bild jedoch gewandelt. Nach heutiger Definition stellt die EZM die
Gesamtheit der Makromolekile, die sich auferhalb der Plasmamembran von Zellen in
Geweben und Organen befinden, dar. So dient die EZM — oberflachlich betrachtet — primar
als eine Fixierungsmdglichkeit fur die in ihr eingebetteten Zellen. Erst bei genauerer

Betrachtung wird deutlich, dass zwischen Zellen und EZM stets eine wechselseitige
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Beeinflussung besteht. Die EZM ist daher nicht statisch, sondern muss auf molekularer
Ebene als im FlieRgleichgewicht begriffen werden. Die Komponenten der EZM entstehen auf
unterschiedliche Arten: Sie werden von Zellen synthetisiert und sezerniert, aber auch
extrazelluldr oder nach Endozytose intrazellular abgebaut. Darliber hinaus wird durch die
Bindung an bestimmte Komponenten der EZM durch Zellrezeptoren die Expression von
Genen in den Zellen reguliert. Zelladhasion, Zellmigration, Zellproliferation sowie der Aufbau,
Umbau und Abbau von Gewebe resultieren damit ebenso aus der wechselseitigen
Beeinflussung, die EZM und Zellen widerfahrt. So kénnen z.B. Molekile, die als
strukturgebende Proteine vorliegen, unter anderen Bedingungen Botenstoffe darstellen.

Es bleibt anzumerken, dass vor allem Matrix Metalloproteinasen (MMP) fiir den Abbau und
Umbau der EZM verantwortlich sind. Bislang sind 20 verschiedene MMP bekannt.

Diese zinkhaltigen Enzyme werden entweder durch entsprechende Zellen in die EZM
sezerniert oder befinden sich an der Zellmembran (MT-MMP, membrane type MMP), wobei
das katalytische Zentrum des Enzyms in den extrazelluldren Raum ragt. Diese Enzyme
kénnen in einer Pro-Form vorliegen, die mittels Abspaltung eines Peptides in das aktive
Enzym umgewandelt wird (Zymogenaktivierung). Verschiedene MMPs haben hierbei auch
eine unterschiedliche Substratspezifitit. Die MMPs besitzen vielfaltige biologische
Bedeutungen, so ist zum Beispiel bekannt, dass Tumorgewebe, die MMP-2, MMP-9 und
MMP-14 sezernieren, besonders zur Metastasierung neigen, da die exprimierten MMPs den
Abbau von Basalmembranen und den Aufbau tumoreigener Blutgeféafle unterstiitzen.
Korrespondierend zu den MMPs existieren die so genannten Tissue Inhibitors of Matrix
Metalloproteinases (TIMP). Diese Proteine hemmen die Aktivitait der MMPs durch
spezifische Bindung an deren katalytische Zentren. Dadurch kann der Ab- und Umbau des
Gewebes durch MMPs moduliert werden. Bislang sind vier verschiedene TIMPs bekannt. Sie
werden als |6sliche Proteine in die EZM durch entsprechende Zellen sezerniert. TIMP-3
bildet hier eine Ausnahme. Dieses Protein wird in der EZM vornehmlich an Heparansulfat-
Proteoglykane gebunden und dauerhaft in der EZM sequestriert.

Die EZM besteht zu groRen Teilen aus verschiedenen Proteinen und Glykoproteinen bzw.
bestimmten Polysacchariden (Hay, 1951; Abb. 4). Die vorherrschende Proteinfamilie ist die
der Kollagene, die verschiedene Arten von Fasern bilden und in fast jedem Gewebe
vorhanden sind. Elastische Fasern werden aus den Proteinen Fibrillin und Elastin gebildet.
Zudem gibt es eine grofle Vielfalt an Adhasionsmatrixproteinen, welche die Zelle mit der
EZM verbinden.

Die zweite groBe Gruppe stellen die Kohlenhydrate dar, und zwar besonders
Glykosaminoglykane, langkettige Polysaccharide ganz bestimmter Einzelbausteine. Die

Glykosaminoglykane assoziieren sich mit Proteinen und bilden noch gréRere
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Makromeolekille, die Proteoglykane. Aus der Vielfalt und den Interaktionen von Proteinen,

Glykosaminoglykanen und Proteoglykanen ergeben sich die Eigenschaften der EZM.

Epitheliale Zelle

<+—DBasallamina

Fibroblast

Makrophage

Elastische
Faser

[ ] .
¢ —Kapillare
Mastzelle—-@ 3! !

Kollagene Faser

Abb. 4: Zusammensetzung der extrazellularen Matrix (modifiziert nach: www.steve.gb.com)

3.3.1 Kollagen Typ | und Ill

Die Gruppe der Kollagene beinhaltet — soweit derzeit bekannt — etwa 20 Proteine. Zu den
fibrilldren Proteinen gehéren unter anderem Kollagen Typ | und Ill. Sie kommen in der EZM
von Haut, Sehnen, Knochen, Her, Schilddrise usw. vor. Kollagen Typ | polymerisiert zu
Kollagenfibrillen, welche sich zu Kollagenfasern verbinden. Dadurch entsteht Grundstoff fir
Kollagenfasern, und die Zellen sowie das Gewebe erhalten ihre Zugfestigkeit.

Kollagen Typ Il bildet hingegen den Grundstock firr retikuldre Fasern. Diese bilden Netze um
Zellen und Gewebe und sind Namensgeber fiir das retikuldre Bindegewebe, in dem sie die
vorherrschende Komponente der EZM sind. Aufgrund ihrer Langsrichtung sind
Kollagenfasern zugfest, sie lassen sich so gut wie nicht dehnen. Jedes entsprechend auf
Zug beanspruchte Bindegewebe enthalt Kollagenfasern, die in Richtung der Belastung
ausgerichtet sind. Ist ein Gewebe in jede Richtung beansprucht, liegen die Fasern
geflechtartig vor (Dermis, Sklera, Kornea, Muskelfaszien, Dura mater, Stratum fibrosum der
Gelenkkapseln). Bei Beanspruchung in nur eine Richtung sind die Fasern parallel
ausgerichtet (besonders Sehnen und Béander) und auch im Knochen und im Dentin

(Zahnbein) sorgen Kollagenfasern fiir Zugfestigkeit. Kollagene sind allerdings nicht nur fir
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die mechanische Stabilitat von Zellen verantwortlich, sondern stellen auch Signalmolekile
dar. Fur die Signaltransduktion sind drei Rezeptortypen bekannt, an die Kollagene binden

kénnen: Integrine, Glykoprotein IV und der ,Discoidin Domain Rezeptor*.

3.3.2 Fibronektin

Fibronektin ist ein hochmolekulares Glykoprotein welches 5% Kohlehydrate beinhaltet. Ihre
verschiedenen Wirkungen entfalten Fibronektine nach Bindung an Integrin-Rezeptoren.
Zusatzlich zu Integrinen bindet Fibronektin EZM-Komponenten wie Kollagen, Fibrin und
Heparansulfat. Es wird im Blutplasma in I8slicher Form gefunden, welche aus zwei 250 kDa
Untereinheiten besteht die durch Disulfidbriicken verbunden sind. Plasma Fibronektin wird in
der Leber von Hepatozyten gebildet. Die unlésliche Form, die friiher ,cold-insoluble Globulin®
genannt wurde, ist ein groBer Komplex von vernetzten Untereinheiten.

Es gibt verschiedene Isoformen von Fibronektin die alle das Produkt eines einzigen Gens
sind. Die Struktur dieser Isoformen wird von drei Arten sich wiederholender internaler
Regionen gebildet, die I, Il und Il genannt werden, welche unterschiedliche Langen
aufweisen sowie die An- oder Abwesenheit von Disulfidbriicken. Alternatives Splicing der
Pra-mRNA flihrt zur Kombination dieser drei Typen von Regionen aber auch zu einer
variablen Regionen.

Zu ihren Wirkmechanismen zahlen die férdernden Wirkungen auf die Zelladhasion an andere
Zellen (Alberts et al., 1994), Unterlagen oder die EZM, und ihr Einfluss auf die
Zellmorphologie, -migration und -differenzierung sowie auf die Organisation des Zytoskeletts
(Abb. 5).

NH2=C D COT— O COOH
NH2=C_ D O+ COOH
Heparansulfat-,
o Fibrinbindung o Integrin-

Bindung
. Heparansulfat-Bindung
O Kollagen
. Fibrin-Bindung

Abb. 5: Struktur von Fibronektin (modifiziert nach: www.unifr.ch)
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3.3.3 Laminin

Laminin ein groRes (400-600 kDa) heterotrimeres Glykoprotein, das aus a-, - und y-
Einheiten besteht, die sich zu einer kreuzahnlichen Struktur zusammenfliigen (Abb. 6) und
hauptsachlich in der Basallamina von Zellen vorkommt. Hatte man friher erst ein Laminin
identifiziert, und diesem nur strukturelle Funktionen zugewiesen, so sind heutzutage
mindestens elf Laminine bekannt. Sie besitzen so genannte G-Domanen am Ende der
Heterodimere, die eine wesentliche Rolle fir Interaktionen mit der Zelle und anderen
Matrixproteinen spielen. Zusatzlich zu der bekannten Beteiligung der Laminine an der
Architektur der EZM und ihrer Beeinflussung von Zelladh&asion und —migration (Alberts et al.,
1994), findet man derzeit mehr und mehr Hinweise darauf, dass Laminine Uber
Zelloberflachenmolekiile und -rezeptoren auch in der Lage sind, Zellproliferation und -

Differenzierung zu steuern.
a-Kette

Q (400 000 MW)

bindet an
v-Kette
Kollagen Typ IV Q
VAN (205 000 MW)
B-Kette e\ bin@n

(215 000 MW) Kollagene,

sulfatierte Lipide

bindet an
sulfatierte Lipide
~

bindet an Integrin
und Entacin

a-helikal
gedrehter
Schwanz

\ bindet an

Neuriten

~

Heparinsulfat
Bindungsseite

Abb. 6: Aufbau von Laminin (schematisch dargestellt)

3.3.4 Osteopontin
Sezerniertes Phosphoprotein 1 (Osteopontin, Bone Sialoprotein |, early T-lymphocyte

activation 1), auch bekannt als SPP1 und Ublicherweise als Osteopontin bezeichnet, ist ein
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humanes Gen. Osteopontin ist ein Glykoprotein, welches erstmals 1986 in Osteoblasten
identifiziert wurde (Oldberg et al., 1986). Es ist ein extrazelluldres Strukturprotein und daher
eine organische Komponente des Knochens. Synonyme fir dieses Protein beinhalten
Sialoprotein | und 44K BPP (Bone Phosphoprotein).

Das Gen hat 7 Exone, deren Abstand 5 Kilobasen in der Lange betragt, und das im langen
Arm des humanen Chromosoms 4q lokalisiert ist. Das Protein besteht aus etwa 300
Aminosauren-Restbestdnden und hat etwa 30 Kohlehydrat-Restbestdnde angehangt, welche
10 Sialinsaurereste beinhalten. Die C-Reste werden an das Protein wahrend seines
Aufenthaltes im Golgi-Apparat angehangt. Das Protein ist reich an Saureresten: 30-36% sind
entweder Aspartat- oder Glutaminsauren.

Osteopontin  wird von verschiedenen Gewebetypen biosynthetisiert, unter anderem
Praosteoblasten, Osteoblasten, Osteozyten, extraosseale Zellen im Innenohr, dem Gehirn,
den Nieren, der Plazenta, Odontoblasten, einigen Knochenmarkszellen, hypertrophen
Chondrozyten, Makrophagen, glatten Muskelzellen und Endothelzellen. Die Synthese von
Osteopontin wird durch Calcitriol (1,25-dihydroxy-Vitamin D3) stimuliert.

Wie viele andere EZM-Proteine kann es Zellen durch Bindung an Integrine beeinflussen.
Hierbei kann es das Migrations- und Adhé&sionsverhalten von Zellen verédndern. Man schreibt
ihm eine Schlusselrolle bei verschiedenen Fibrosierungsvorgangen wie z. B. in der Niere und
im Herzen zu (Schnee und Hsueh, 2000).

3.3.5 Integrine

Bei den Integrinen handelt es sich um eine Familie transmembraner Zelloberflachen-
molekile, welche aus einer alpha- und einer beta-Kette bestehen. Sie sind haupt-
verantwortlich flr die Interaktion von EZM und intrazelluldren Strukturen. Integrine sind in der
Lage EZM Proteine zu binden. Die Affinitdt zum Liganden ist hierbei im Vergleich zu anderen
Rezeptortypen (z.B. Hormonrezeptoren) gering. Dies scheint fiir die Zelle sinnvoll zu sein, da
sie sonst in ihrer Verbindung zur EZM zu unflexibel werden wirde. Viele Matrixproteine
werden von mehreren verschiedenen Integrinen gebunden. So hat z. B. Fibronektin
mindestens acht Bindungspartner und Laminin mindestens finf.

Integrine haben hierbei eine Funktion als Vermittler zwischen EZM und Zytoskelett, bzw.
dem intrazellularen Raum. Nach der Bindung eines Matrixproteins bildet der
zytoplasmatische Anteil der beta-Kette des Integrins eine Verknipfung mit Talin und a-Aktin
aus, die sich ihrerseits Uber weitere Bindungsproteine an Aktinflamente anlagern. Diese
transmembrane Anheftung ist fur die Zell-Zell- und die Zell-Matrix-Adh&sion notwendig.

Das Zytoskelett wird Uber Aktin beeinflusst, somit kommt es zu einer Auswirkung auf die

Zellform, die Zellflexibilitat und —mobilitdt. Neuere Forschung weist darauf hin, dass Integrine
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auch in der Lage sind, Uber ihre Verbindung zu Matrixproteinen intrazelluldre Signalwege zu
aktivieren und damit in den Stoffwechsel der Zelle einzugreifen (Alberts et al., 1994).

Wichtig flr die Herstellung von Bindungen ist unter anderem Talin, ein 270 kDa groRes
Protein, das wie oben bereits beschrieben, bei der Verbindung von Integrin zu Aktin beteiligt
ist. Aulerdem kann es Integrine in bestimmten Zellmembranbereichen induzieren und die
Affinitat der Integrine modulieren (Calderwood, 2003).

Auch Vinculin ist an den Bindungsvorgangen Uber Integrine beteiligt. Es besteht aus zwei
Anteilen, einer 90 kDa schweren runden Kopfregion und einer 27 kDa schweren
Schwanzregion. Vinculin spielt vor allem eine Rolle bei der Zell-Zell-Adhasion, die bei

Vinculinverlust erheblich gestort ist.

3.3.6 Transforming Growth Factor-R

Der Transforming Growth Factor-R ist ein so genanntes ubiquitdres Signalmolekil und
kommt in drei Isoformen vor (TGF-R I-1ll). Am weitesten verbreitet ist TGF-R II.

TGF-R ist an verschiedenen Prozessen innerhalb der Zelle beteiligt, so z. B. an
Proliferations- Differenzierungs-, Migrations-, und Angiogenesevorgangen. Des Weiteren ist
er essenziell fir das Uberleben der Zelle. Die Wirkung von TGF-B wird (iber spezielle
Rezeptoren vermittelt (TRR I-1ll), wobei er an TRR Il direkt bindet, oder aber indirekt tber
Bindung an TRR Ill. In dieser Konfirmation wird anschlieBend TRR | phosphoryliert. Dieser
Rezeptor ist wiederum fur die ihm eigene Phosphokinase verantwortlich, Giber welche nun
Proteine phosphoryliert werden, die in ihrer aktivierten Form in den Zellkern wandern, und
dort zellspezifisch in Transkriptionsvorgange eingreifen.

Eine Stérung kann weitreichende Folgen haben. Veranderungen von TGF-B werden fir die
Angiogenese verantwortlich gemacht und kénnen damit fiir die Blutversorgung von Tumoren
sowie fir die Resistenz von Tumoren gegenuber dem Immunsystem eine entscheidende

Rolle spielen.

3.3.7 Der Einfluss der extrazelluldren Matrix auf Zellen

Das Uberleben von Zellen ist abhéngig von ihrer Verbindung zur extrazellularen Matrix
(Rozzo et al., 1997; Aoshiba et al., 1997; Fukai et al., 1998; Abb. 7). In den meisten Fallen
16st eine Unterbrechung dieser Verbindung in den Zellen Apoptose aus (Frisch et al., 1994).
Dieser Vorgang wurde von Frisch et al. als Anoikis (aus dem Griechischen ,heimatlos®)
bezeichnet. Er wird durch so genannte Integrine vermittelt, deren Liganden verschiedene
Komponenten der EZM sind. Hierbei gilt, dass bestimmte Integrine spezifisch fur bestimmte

Proteine der EZM sind, wobei ein Integrin durchaus in der Lage sein kann, mehrere Arten
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von EZM-Proteinen zu binden. Integrine wirken auf zwei verschiedene Arten: einerseits
durch Interaktion mit Wachstumsfaktoren, andererseits durch Aktivierung verschiedener
Kinasen und des Inositol-3-Phosphat-Weges (Borges et al., 2000; Schwartz et al., 2001).
Integrine sind in der Lage, die Zelle gegen apoptotische Stimuli wie beispielsweise
zytotoxische Substanzen, Strahlung, oder Serumentzug zu schitzen. Sie beeinflussen die
Expression und die Aktivitat verschiedener Mitglieder der Bcl-2 Familie und p53 (Strdmblad
et al., 1996).

V4

Abb. 7: 1. Adaptorprotein 2. Aktinfilamente 3. Syndecan 4. Fibronektin 5. Kollagenfibrille 6.
Integrine mit einer a- und B-Kette (Quelle: www.unifr.ch)

3.4 Apoptose

Zellen kdnnen auf verschiedene Art untergehen, zum einen aufgrund von Apoptose und zum
anderen durch Nekrose. Nekrose entsteht durch eine schwere mechanische oder chemische
Schédigung oder durch volliges Fehlen von Energiereserven. Zuerst verliert die Zellmembran
ihre Integritat. Dadurch kommt es zum Platzen der Zelle und das Zytoplasma flieRt in den
Zellzwischenraum. Dieser Prozess I6st in der Regel eine Entziindung aus. Beispiele fir
Nekrose sind Verbrennungen, Veratzungen und das Sterben von Zellen durch Hypoxie bei
Minderversorgung mit Blut.

Im Unterschied zur Nekrose ist die Apoptose ein aktiver Prozess, der einem festen
Programm folgt. Es kommt zum geregelten Untergang der Zelle und der Beseitigung ihrer
Reste. Sie ist essenziell fir die Aufrechterhaltung der Zellhoméostase wahrend der
Entwicklung von Organismen (Zuzart-Luis et al., 2002).

Programmierter Zelltod kommt nicht nur bei mehrzelligen Lebewesen vor, es gibt Hinweise,

dass auch Einzeller sich diesen Mechanismus zunutze machen. Beispielsweise gibt es
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Bakterien, die Selbstmord begehen, sobald sie einen Bakteriophagen entdecken und
dadurch die Ausbreitung der Infektion verhindern (Vaux et al., 1996).

Unabhangig vom Ausléser der Apoptose sind die darauf folgenden morphologischen
Veranderungen der Zelle einheitlich. Es kommt zum Ausstllpen der Zellmembran
(,membrane blebbing“). Anschlielend wird die DNA durch Nukleasen gespalten und es
kommt zur Kondensation des Chromatins. Der Kern zerfallt in Bruchsticke und die Zelle
schrumpft. Nach dem Zerfall der Zelle wird sie von den umgebenden Zellen oder
Makrophagen phagozytiert und damit aus dem Gewebe entfernt.

Grob beschrieben lasst sich der Prozess der Apoptose in zwei Phasen unterscheiden, zum
einen die Initiationsphase und zum anderen die Effektorphase.

Die Initiationsphase untergliedert sich in zwei Vorgadnge, den extrinsischen und den
intrinsischen Weg.

Der extrinsische Weg (Apoptose Typ |) wird durch Ligandenbindung an einen Rezeptor der
TNF-Rezeptorfamilie  (beispielsweise =~ CD95) ausgelést. Diese so genannten
Todesrezeptoren besitzen in ihrem zytoplasmatischen Anteil eine Todesdomane (,death
domain®). Liganden werden unter anderem von T-Lymphozyten sezerniert. Beispiele sind der
Tumor Nekrose Faktor, sowie weitere Zytokine. Die death domains (DD) bilden durch die
induzierte Trimerisierung des Rezeptors eine Struktur aus, an welcher nun Adaptormolekile
mit eigener Todesdoméne mittels homotypischer Interaktion binden kénnen. Nachfolgend
wird das ,TNF-Rezeptor assoziierte Protein® (TRADD) rekrutiert (Baker und Reddy, 1996).
An die DD des TRADD bindet wiederum das ,Fas assoziierte Protein mit Todesdoméane*
(FADD) (Chinnaiyan et al., 1995). FADD besitzt nicht nur eine death domain, sondern
darliber hinaus eine Todeseffektordomane (DED, ,death effector domain“), an welcher
proCaspase-8 mit ihrer DED an den Komplex bindet. Durch die entstandene hohe lokale
Konzentration aktiviert sich proCaspase-8 autokatalytisch zu Caspase-8, welches folgend die
so genannte Caspasen-Kaskase auslést. Mittels einer signalverstéarkten Rickkopplung
werden weitere Caspase-8 Molekdle aktiviert.

Beim extrinsischen Weg unterscheidet man zwischen aktiver (durch Aktivierung von
Rezeptoren induziert) und passiver (ausgeldst durch Entzug von Wachstumsfaktoren, z.B.

Neurotrophine) Apoptose.

Der intrinsische Weg (Apoptose Typ Il) verlauft Gber die Mitochondrien und fiihrt zur
Freisetzung von Cytochrom ¢ und anderen pro-apoptotischen Faktoren wie Smac/DIABLO
ins Zytoplasma. Eine Aktivierung dieses Weges erfolgt beispielsweise uber p53, einem
Tumor-Suppressor, der durch Schadigung der DNA aktiviert wird. p53 stimuliert die
Expression pro-apoptotisch wirkender Mitglieder der Bcl-2 Familie (z.B. Bax, Bad), wodurch

es zur Freisetzung pro-apoptotischer Faktoren aus dem mitochondrialen Intermembranraum
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kommt (Breckenridge et al., 2003). Chemotherapeutika wirken direkt auf die Mitochondrien
und koénnen so die Typ Il Apoptose induzieren. Cytochrom c bindet zusammen mit dATP an
Apaf-1 (apoptotischer Protease-Aktivierungsfaktor-1) und verursacht somit eine Kon-
formationsanderung des Proteins. Erst durch diese Konformationsédnderung wird die
Proteinbindedoméne CARD (Caspase-Rekrutierungs-Doméane) von Apaf-1 zugénglich, und
sie kann an die CARD Domane der ProCaspase-9 binden (Hu et al., 1999). Die Bildung
dieses Heterodimers ist eine Voraussetzung fir die autolytische Aktivierung der Caspase-9.
Der entstandene Komplex, auch Apoptosom genannt, stellt die aktive Form der Caspase-9
dar, welches nachfolgend die Caspase-Kaskade aktiviert. Auch hier kommt es zu einer
Verstarkung mittels Ruckkopplung, da innerhalb der Kaskade Caspase-7 rickwirkend
Caspase-9 aktiviert.

Caspase-8 spielt auch beim intrinsischen Weg eine Rolle, da es durch Spaltung des
zytosolischen Proteins Bid (,BH3 interacting domain death agonist’) das C-terminale
Spaltprodukt tBid (,truncated Bid“) freisetzt (Li et al., 1998). Dieses vermittelt wiederum nach
der Translokation an die Mitochondrien die Freisetzung von pro-apoptotischen Faktoren und
fuhrt seinerseits zur Aktivierung von Caspase-9.

Die Effektorphase besteht aus so genannten Effektorcaspasen, vor allem Caspase-3, -6 und
-7, die zur Apoptose der Zelle fiihren. Caspasen aktivieren zum einen sekundare Zielproteine
wie CAD (Caspase-aktivierte DNase) durch limitierte Proteolyse, zum anderen beteiligen sie
sich aktiv. . am Abbau von Laminin und Aktin. Weiterhin kommt es zu einer
caspasevermittelten Unterdriickung der DNA-Reparatur. Schlussendlich schnirt die Zelle
sich in kleine Vesikel ab, welche dann von Phagozyten aufgenommen werden kénnen.

Bei der Unterdriickung der Apoptose spielen verschiedene Proteine eine wichtige Rolle,
unter anderem die anti-apoptotischen Mitglieder der Bcl-2 Familie wie Bcl-2 und Bcl-x., sowie
die |APs (Apoptose-inhibitorische Proteine, ,inhibitor-of-apoptosis proteins®). Nicht zu
vergessen sind Proteinkinase B (auch bekannt als Akt), beispielsweise im Zusammenhang
mit Rezeptoren der Trk-Familie, und Transkriptionsfaktoren der FOXO-Familie sowie der
Transkriptionsfaktor NF-[/B.
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Abb. 8: Apoptotische Zelle (Quelle: www. jedn.ipmc.cnrs.fr)

3.4.1 Extrinsische Faktoren

3.4.1.1 Fas (CD95)

Als extrinsische Faktoren werden im Allgemeinen die Todesrezeptoren der TNF-
Rezeptorfamilie bezeichnet. Am besten erforscht ist CD95, auch Fas genannt. An seinem
Beispiel soll hier der Mechanismus der Rezeptoren erklart werden.

Fas ist ein Typ-lI-Transmembranprotein (c-Terminus zytosolisch, N-Terminus extrazellulr),
dessen extrazelluldre Domane cysteinreich ist, was zur Interaktion von Ligand und Rezeptor
notwendig ist, da diese gestort wird, sobald die Cysteinanteile zerstort sind (Orlinick et al.,
1997). Von einer ganzen Reihe normaler Zellen wird Fas immer exprimiert, so zum Beispiel
von Lymphozyten, Hepatozyten und von Epithelzellen der Ovarien (Lombard et al., 2003).
Fas-Ligand ist der entsprechende Ligand, dessen Bindung Apoptose auslost. Es handelt sich
hierbei um ein Typ-ll-Transmembranprotein, dessen Expression im Gegensatz zum
Rezeptor selbst beschrankt ist. Zellen, die Uber Fas-Ligand verfiigen, sind aktivierte T-Zellen
(Suda et al, 1995), Natirliche Killerzellen (Oshimi et al., 1996) und so genannte
immunprivilegierte Gewebe wie Sertolizellen (Bellgrau et al., 1995) sowie Kornea und Retina
des Auges (Griffith et al., 1995).

Nach Bindung von Fas-Ligand an Fas kommt es zu einer Trimerisierung von Fas.

Nachfolgend kommt es zur Bindung von Adaptermolekiilen (Fas associated death domain,
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FADD) an die zytoplasmatischen Todesdomanen. Nach Bindung von ProCaspase-8 und -10
an die DED der entstandenen Komplexe kommt es zur autolytischen Spaltung und
Aktivierung von Caspase-8.

Den Komplex aus Fas-Trimer, FADD und Procaspasen bezeichnet man als
»Todesinduzierenden Signalkomplex® (death inducing signaling complex, DISC) (Sharma et
al., 2000; Nagata 1997).

Die Caspasen-8 und —10 werden als Initiatorcaspasen bezeichnet; ihr Substrat sind die
Procaspasen-2, -3, -4, -6, -7 und 9. Als Effektorcaspasen bezeichnet man die Caspasen-3
und —7. Ihr Substrat wiederum sind zelluldre Proteine, unter anderem Enzyme, die sie
aktivieren und damit die Apoptose vorantreiben (Thornberry et al., 1998). Caspase-3 spaltet
des Weiteren die Procaspasen-6 und -7, welche anschliessend Procaspase-3 aktivieren.
Dies verstarkt das Todessignal und stellt sicher, dass die durch Fas eingeleitete Apoptose

ausgefihrt wird.

3.4.1.2 Welche Bedeutung hat Fas fir den Kérper?

Eine Stoérung der Interaktion von Fas mit seinem Liganden hat schwere Folgen fir die
Zellhomoostase. An Fas-Knockoutméusen konnte beobachtet werden, dass es zu
Lymphadenopathien, Splenomegalie, und Hypergammaglobulindmie kommt, und die Tiere
friihzeitig sterben (Singer et al., 1994; Orlinick et al., 1997).

So beruht zum Beispiel ALPS (Autoimmunes lymphoproliferatives Syndrom) beim Menschen
auf einer Mutation des Fas-Systems. Bei Patienten wurden hierbei Mutationen an
verschiedenen Loci des Fas-Gens gefunden wurden, was darauf hindeutet, dass jegliche
Mutation das Syndrom auslésen kann (Straus et al., 1999; Martin et al., 1999).

Im Immunsystem des Menschen bewirkt Fas eine Abschwachung der Immunantwort, indem
es aktivierte periphere Lymphozyten zerstort. Einerseits verhindert dies eine Uberschielende
Immunreaktion, zum anderen tragt die zum Erhalt der Selbsttoleranz bei (Griffith et al., 1995;
Nagata, 1996). Fallt diese Funktion aus, so kann dies als Folge zu Autoimmunerkrankungen

fihren.
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FADD = Fas-associated death domain protein
TRADD = TNF-receptor associated death domain
TRAF1/2 = TNFR-associated factor 1/2

RIP = Receptor interacting protein

APAF-1 = Apoptotic protease activating factor
TRAIL = TNF-related apoptosis-inducing ligand
JNK = Jun N-terminal kinases

Abb. 9: Effekte der Schwerelosigkeit vermittelt iber Fas-, bzw. TNF-Pathway (Grimm et al.,
2006)

3.4.2 Intrinsische Faktoren

3.4.2.1 Die Bedeutung der Bcl-2 Familie

Die Mitglieder der Bcl-2 Familie wurden nach dem zweiten gefundenen Gendefekt, dem ,B
cell lymphoma“ benannt, bei dem es zu einer erhdhten Expression von Bcl-2 kommt
(Tsujimoto et al., 1985). Bislang sind 15 Mitglieder der Familie bekannt, die entsprechend
ihrer Wirkung in pro- und anti-apoptotische Proteine unterteilt werden. Jedes
Familienmitglied besitzt, unabhangig von seiner Wirkweise, mindestens eine der vier Bcl-2
Homologiedomanen (BH1-BH4) (Huang et al., 1998). Die proapoptotischen Proteine, das
bekannteste hierbei ist Bax, werden in zwei Untergruppen unterteilt. Die erste Gruppe besitzt
noch die Domanen BH1-BH3, die zweite Gruppe setzt sich aus ,BH3-only“ Proteinen
zusammen, die bis auf BH3 keine Homologie mit Bcl-2 mehr aufweisen.

Die Tatsache, dass alle der BH3-Gruppe angehdrenden Proteine proapoptotisch sind, hat zu
der Annahme gefiihrt, dass BH3 essenziell fir die proapoptotische Eigenschaft ist (Zha et
al., 1997). Bax und Bcl-2 sind in der Lage, sich in intrazellulare Membranen zu integrieren

und dort ionendurchlassige Kanéle zu formen, was fiir ihre Funktion wichtig ist. Eine weitere
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wichtige Eigenschaft ist die Fahigkeit der Bcl-2 Proteinfamilie, miteinander Homo-oder
Heterodimere bzw. -oligomere zu bilden (Huang et al., 1998).

In nicht apoptotischen Zellen befindet sich Bax in Membranen von Mitochondrien des
endoplasmatischen Retikulums und des Kerns (Germain et al., 2003). Der GroRteil der
proapoptotischen Proteine befindet sich im Zytosol der Zelle. Dies andert sich, sobald ein
apoptotisches Signal die Zelle trifft. Dann andert Bax seine Konformation, wodurch es in der
Lage ist, sich zur &uReren Mitochondrienmembran zu begeben und sich in diese zu
integrieren, was fur seine Funktion ausschlaggebend ist (Wolter et al., 1997).

Sobald ein Apoptosesignal an der Zelle ankommt, begibt sich Bax (wie oben beschrieben)
zur Mitochondrienmembran und bildet dort Kanéle, wozu es Homodimere oder —oligomere
formt (Antonsson et al.,, 2000, 2001). Aufgrund dieser Kanéle verdndert sich das
Membranpotenzial. Dies bewirkt neben der Freisetzung anderer Stoffe die Freisetzung von
Cytochrom ¢ aus den Mitochondrien. Cytochrom ¢ wiederum bindet an Apaf-1 (apoptotic
protease activating factor) und bildet anschlieBend zusammen mit Caspase-9 das so
genannte Apoptosom (Burlacu, 2003; Borner, 2003), welches in der Lage ist, Caspase-3 zu
aktivieren. Ist Caspase-3 aktiviert, so wird Apoptose induziert und ist nicht mehr zu stoppen
(Abb. 10).

[Bax ]

Mitochondrium

Bcl-2

Hm
@ - B cytochromec
Caspase-Kaskade ~ 4

Apoptosom

Abb. 10: Wirkung der BCL-2 Familie (modifiziert nach www.celldeath.de). BH3 besitzt
proapoptotische Eigenschaften, es verbindet sich mit Bcl-2, blockiert dessen
antiapoptotischen Wirkmechanismus und erméglicht so die Konformationsénderung von Bax.

Bax integriert sich in die duRere Mitochondrienmembran, bildet Kanale aus und es kommt
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zur Freisetzung von Cytochrom c, sowie nachfolgend zur Aktivierung der Caspasen-
Kaskade.

3.4.2.2 Die Funktion von p53 im Zeichen der Apoptose

Wird p53 aktiviert, so flihrt dies zur Blockade des Zellzyklus in den Stadien G1 und G2 und
letztendlich zur Apoptose (Gualberto et al., 1998). Wahrend die durch p53 vermittelte
Arretierung des Zellzyklus durch Induktion von p21Cip1/Waf1 recht eindeutig und gut
beschrieben ist (Soria et al., 2006), scheint der genaue Weg uber den p53 Apoptose
vermittelt, noch nicht vollkommen geklart. In der nicht apoptotischen Zelle wird p53 standig
abgebaut und damit auf einem konstant niedrigen Niveau gehalten. Es geht dazu eine
Bindung mit Mdm-2 ein, was einerseits p53 inaktiviert und es andererseits zum Ziel
proteolytischen Abbaus durch Ubiquitin macht. Die p53 Homoostase wird gestort, wenn in
diesem Abbau eingegriffen wird. Bei DNA-Schadigungen werden sowohl MDM-2 als auch
p53 phosphoryliert und gehen dadurch keine Bindung mehr miteinander ein, was sowohl den
Abbau als auch die Inaktivierung durch die Bindung aufhebt. Neben DNA-Schadigungen
kénnen auch andere schadliche Einflisse wie Metabolitenentzug, physikalische
Beschadigung, Hitzeschock, Hypoxie oder Expression von Onkogenen zur Stabilisierung und
damit Akkumulation von p53 filhren. Diese Akkumulation bewirkt die vermehrte Transkription
von Bax und Fas und vermindert die Transkription von Bcl-2, womit sich der Kreis schlief3t.
Es sind bislang noch nicht alle Mechanismen und Ebenen geklart, durch die p53 seine
Wirkung entfaltet. p53 wird durch DNA-Schadigung aktiviert. Daher kann ein
Funktionsverlust weitreichende Folgen haben (Abb. 11). p53 stoppt normalerweise den
Zellzyklus und beseitigt dann, falls nétig, die beschadigte Zelle durch Apoptose. Kommt es,
aus welchen Griinden auch immer, zu einer Fehlfunktion von p53, so hat dies weitreichende
Konsequenzen: Die DNA wird nicht repariert und die Zelle teilt sich weiter mit der

beschadigten oder mutierten DNA. Es entsteht eine entartete Zelle mit verandertem Erbgut.
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Abb. 11: p53-Pathway (modifiziert nach: www.fig.cox.miami.edu). Wird die DNA im Genom
geschadigt, dann wird p53 freigesetzt, welches anschlieRend den Zellzyklus stoppt und die
beschadigte Zelle mittels Apoptose beseitigt.

3.4.2.3 NF-«xB
Nuklear-Faktor kappa B (NF-«B) ist ein primarer Transkriptionsfaktor, der in allen Zelltypen
vorkommt, und der in die zellulare Antwort auf Stimuli wie Stress, Zytokine, freie Radikale,
ultraviolette Strahlung und bakterielle sowie virale Antigene eingebunden ist. NF-kB spielt
eine Schlisselrolle in der Regulation der Immunantwort auf Infektionen. Passend hierzu fiihrt
eine unkorrekte Regulation von NF-xB zu Krebs, Entziindungen und autoimmunen
Erkrankungen, septischem Schock, viralen Infektionen und fehlerhafter Immunentwicklung.
Die Mitglieder der NF-kB-Familie besitzen eine strukturelle Homologie mit dem retroviralen
Onkoprotein v-Rel (Gilmore, 2006). Es sind finf Mitglieder der NF-xB-Familie in Saugetieren
bekannt:

o NF-kB1 (p50)

o NF-kB2 (p52)

o RelA (p65)
« RelB
e c-Rel

Daruber hinaus gibt es NF-kB-Proteine in niederen Organismen wie beispielsweise der

Fruchtfliege Drosophila, Seeigel und Seeanemonen. Wahrend alle Mitglieder der NF-xB-
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Familie eine homologe Rel-Doméane an ihrer N-terminalen Hélfte besitzen, hat eine
Unterfamilie, welche RelA, RelB und c-Rel beinhaltet, eine Trans-Aktivierungs-Domane an
ihrem C-Terminus. Im Gegensatz hierzu werden NF-kB1 und NF-xB2 als lange Vorlaufer
synthetisiert (p105 und p199), welche einem Prozess unterworfen werden, um die
ausgereiften NF-kB-Untereinheiten p50 und p52 zu bilden. Die Reifung von p100 und p105
wird durch den Ubiquitin/Proteosomen Pathway reguliert und beinhaltet eine selektive
Degradierung ihrer C-terminalen Region, welche Ankyrin Wiederholungen besitzt. Wahrend
die Generierung von p52 aus p100 ein eng regulierter Prozess ist, wird p50 mittels eines
zusammensetzenden Prozesses von p105 generiert (Karin et al., 2000; Senftleben et al.,
2001).

Ein Teil der Bedeutung von NF-xB in der Regulation der zellularen Antwort ist, dass es zur
Kategorie der ,schnell-wirkenden® primaren Transkriptionsfaktoren zahlt. Das bedeutet,
Transkriptionsfaktoren, die bereits in der Zelle in inaktivem Zustand vorliegen und keine neue
Proteinsynthese bendtigen, um aktiviert zu werden. Dies ermdglicht es NF-«xB als ,first
responder” auf verletzende Zellstimuli zu agieren. Die Stimulierung einer groRen Anzahl von
Zelloberflachenrezeptoren flhrt zur Aktivierung von NF-«xB und zu sehr schnellen
Veranderungen der Genexpression (Abb.12).

Verschiedene bakterielle Produkte kénnen NF-«B aktivieren. Die Identifizierung des Toll-like
Receptors (TLRs) ist ein spezieller Weg, um Molekiile zu erkennen. Die Entdeckung, dass
die Stimulierung der TLRs zu einer Aktivierung von NF-[1B fiihrt, hat unser Verstandnis, wie
unterschiedlich Pathogene NF-«B aktivieren kénnen, verbessert.

Anders als RelA, RelB und c-Rel beinhalten p50 und p52 keine trans-Aktivierungsdomanen
in ihrem C-Terminus. Beide NF-kB-Familienmitglieder spielen Schlisselrollen in der
Regulierung der Spezifitat der NF-xB-Funktion. Obwohl die Homodimere von p50 und p52
generell die Transkription von kB unterdriicken, nehmen sie beide in der Transaktivierung
von Zielgenen teil, indem sie Heterodimere mit RelA, RelB und c-Rel bilden (Li et al., 2002).
Darlber hinaus binden die Homodimere p50 und p52 auch an das nukledre Protein Bcl-3
und bilden dadurch potente Transkriptions-Aktivatoren (Fujita et al., 1993; Franzoso et al.,
1992; Bours et al., 1993).
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Abb. 12: Regulation des NF-xB. In der Zelle liegt NF-xB in inaktivem Zustand vor und
reagiert als ,first responder” auf duflere Stimuli.

3.5 Der Wachstumsfaktor bFGF

Basic fibroblast growth factor, auch bekannt als bFGF oder FGF2, ist ein Mitglied der
Fibroblast Growth Factor Familie. In Vertebraten kommen die 22 Mitglieder der FGF Familie
in einem GroRenverhaltnis von 17-34 kDa von und teilen beinhalten eine 13-71%ige
Ubereinstimmung der Aminosduresequenzen. Die FGFs besitzen eine hohe Affinitat fir
Heparansulfatproteoglykan und veranlassen Heparansulfat dazu, einen der vier
zelloberflachennahen FGF-Rezeptoren zu aktivieren (Ornitz and ltoh, 2001). Die FGFR
Tyrosinkinase-Rezeptoren beinhalten zwei oder drei immunglobulin-dhnliche Domanen und
eine heparin-bindende Sequenz (Lee et al., 1989; Johnson et al., 1990; McKeehan et al.,
1998).

Eine wichtige Eigenschaft der FGF Biologie beinhaltet die Interaktion zwischen FGF und
Heparin oder Heparansulfat-Proteoglykan (Ornitz, 2000). Diese Interaktionen stabilisieren
die FGFs gegenuber thermaler Denaturierung und Proteolyse und kdnnen des weiteren ihre
Diffusion und Freisetzung in den interstitiellen Raum beeinflussen (Moscatelli, 1987;

Flaumenhaft et al., 1990). FGFs missen an den nahegelegenen Heparansulfat-
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Bindungsstellen gesattigt sein, bevor sie einen Einfluss auf weiter entferntes Gewebe
ausltben koénnen, ansonsten missen sie durch Heparin/Heparansulfat-degradierende
Enzyme mobilisiert werden. Die Interaktion zwischen den FGFs und Heparansulfat resultiert
in der Bildung von Dimeren und Ubergeordneten Oligomeren (Mach et al., 1993; Herr et al.,
1997; Moy et al., 1997). Obwohl die biologisch aktive Form von FGF schlecht definiert ist,
wurde es bewiesen, dass Heparin fir FGF nétig ist um effektiv FGFR in den Zellen zu
aktivieren, die nur unzureichend oder gar nicht in der Lage sind, Heparansulfat-Proteoglykan
zu synthetisieren, oder in Zellen, die mit Heparin/Heparansulfat-degradierenden Enzymen
bzw. einem Inhibitor der Sulfatierung vorbehandelt sind (Ornitz et al., 1992; Rapraeger et al.,
1991; Yayon et al., 1991).

In normalem Gewebe ist der basic Fibroblast Growth Factor in der Basalmembran und in der
subendothelialen extrazellularen Matrix der BlutgefalRe enthalten. Es wurde hypothetisiert,
dass sowohl bei der Wundheilung, als auch im normalen Gewebe und der Tumorentwicklung
die Aktion der Heparansulfat-degradierenden Enzyme bFGF aktiviert, was wiederum die
Formierung neuer BlutgefaRe bewirkt, ein Prozess, der als Angiogenese bekannt ist. Im
erwachsenen Organismus sind FGFs homdostatische Faktoren und besitzen eine Rolle in
der Gewebereparatur sowie als Antwortmechanismus auf Verletzungen (Ornitz and Itoh,
2001). FGF1 und FGF2 werden mdglicherweise von beschadigten Zellen freigesetzt, oder
aber durch einen exozytotischen Mechanismus, der unabhangig vom Pfad des
endoplasmatischen Retikulums und des Golgi-Apparates ist (Mignatti et al., 1992).
Strukturelle Studien an FGF1 und FGF2 haben 12 antiparallele B-Fasern in der konservierten
Core-Region des Proteins gezeigt (Zhu et al., 1991; Eriksson et al., 1991). FGF1 und FGF2
besitzen eine B-Kleeblatt-Struktur, die vierfach-verwobene B-Blatter beinhaltet, welche in
einer dreieckigen Anordnung angesiedelt sind (Faham et al., 1998).

In vitro hat bFGF gezeigt, dass es ein sehr potentes Mitogen und chemoattraktiv fur kapillare
Endothelzellen ist (Gospodarowicz et al., 1985).

Abb. 13: Anordnung des basic Fibroblast Growth Factor (Quelle: www. hyper.quifis.uv.es)
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3.6 Endothelin-1

Endothelin ist ein 21 Aminosduren langes vasokonstriktorisches Peptid, das eine
Schlisselrolle in der vaskularen Homdostase spielt. Es ist einer der starksten
Vasokonstriktoren. Es gibt drei Isoformen mit variierenden Expressionsregionen und zwei
Rezeptortypen, ETA und ETB. ETA wird in glatter Muskulatur gefunden und die Bindung von
Endothelin an ETA steigert die Vasokonstriktion und die Natrium-Retention (Abb. 14). ETB
ist vor allem auf endothelialen Zellen angelegt. Eine Aktivierung dieser Rezeptoren fiihrt zu
einer Steigerung der Natriurese, der Diurese und NO-Freisetzung.

In einem gesunden Organismus wird die Balance zwischen Vasokonstriktion und
Vasodilatation einerseits von Endothelin und Calcitonin sowie anderen Vasokonstriktoren,

bzw. Vasodilatatoren wie Stickstoff und Prostacyclin reguliert.

Angiotensin Il i
Vasopressin St'CkStOff
Zyokine _Prost_azyk_lln
Thrombin Atrlonatrlur_etlsches
Scherkréfte Peptid

‘ /
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TP,
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Abb. 14: ET-1 Produktion und sein Mechanismus (modifiziert nach: www.cvphysiology.com).
Nach externem Reiz wird der Endothelin-1-Vorldufer Big ET-1 freigesetzt. Dieser wird vom
Endothelin Converting Enzyme (ECE) zu ET-1 konvertiert und bindet an den G-Protein-
gekoppelten ET, Rezeptor der glatten Muskelzelle. Uber IP; kommt es schlieRlich zur

Calcium-Freisetzung in der Zelle und somit zur Kontraktion.

3.7 eNOS

Die NO-Synthase wird in eukaryotischen Zellen als dimerisches calmodulin-abhangiges oder
calmodulin-beinhaltendes Cytochrom p450-ahnliches Hamoprotein prasentiert, das
Reduktase und Oxygenase katalytische Domanen in einem Monomer kombiniert (Chinje and

Stratford, 1997). Nos ist eien Familie aus verwandten Enzymen, die von verschiedenen
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Genen codiert wird (Tylor et al., 1997). Die drei Isoformen lauten nNOS (Neuronal NOS),
iNOS (Inducible NOS) und eNOS (Endothelial NOS).

Die endotheliale NO-Synthase (eNOS oder NOS 3) synthetisiert aus L-Arginin
Stickstoffmonoxid (NO). NO relaxiert die glatten Muskelzellen der GeféaRe und inhibiert deren
Wachstum und Migration, blockiert Plattchen- und Leukozytenaggregation und limitiert die
Oxidation von atherogenem LDL. Eine reduzierte NO-Syntheseleistung ist mit der
Entwicklung einer koronaren Atherosklerose bei einer erblichen Komponente
vergesellschaftet. Das NOS 3-Gen besteht aus 26 Exons auf Chromosom 7q35. eNOS ist
mit der Plasmamembran assoziiert, die Zellen umgibt, und mit der Membran von Golgi-

Korperchen im Inneren von Zellen.

3.8 Die ,Random positioning machine” in ihrer Verwendung als Klinostat

Klinostaten wurden bereits im 17. Jahrhundert zur Erforschung von Schwerkraft auf das
Pflanzenwachstum verwendet (Klaus, 2001). Heute gibt es neben den damals verwendeten
zweidimensionalen Klinostaten den in dieser Dissertation verwendeten dreidimensionalen
Klinostaten (Cogoli, 1992). Weitere Gerate, die zur Simulation von Mikrogravitat entwickelt
wurden, sind beispielsweise der so genannte ,Rotating Wall Vessel“-Bioreaktor, oder die
,Free Fall Machine®. Heutzutage ist es noch nicht mdglich, mithilfe dieser Maschinen alle
Aspekte der Mikrogravitation nachzuahmen, jedoch stimmen die bisherigen gefundenen
Effekte mit den Resultaten, die bei Weltraumfliigen gewonnen werden, in den meisten Fallen
Uberein. Klinostaten sind heute ein sinnvolles und anerkanntes Mittel, um Bodenexperimente
durchzufiihren (Schwarzenberg et al., 1999; Ayed et al., 1992; Hoson et al., 1997; Grimm et
al., 2006). Dennoch mussen Versuche, die auf diese Weise durchgefuhrt wurden, unter
realer Schwerelosigkeit im Weltraum Uberprift werden. Die derzeit mdglichen
Bodenexperimente bieten verschiedene Vorteile: Der Klinostat gibt uns die Méglichkeit der
Vorauswahl; die Plattform, um Hypothesen zu testen. So kdénnen aktuelle in absehbarer
Zukunft grundlagenorientierte Versuche ermdglicht werden. Er gilt als so genannte ,ground-
based facility“ (Pickenhahn, 2005).

Es ist derzeit leider nicht mdglich, alle Parameter der Schwerelosigkeit zu simulieren.
Diffusionsverhéltnisse, Durchmischung durch Konvektion und hydrostatischer Druck
(Albrecht-Buehler, 1992) wirken am Klinostaten nicht anders als unter ,normalen®
Erdbedingungen. Betrachtet man den Schwerkraftvektor vom Standpunkt der Zelle aus, so
verandert sich dieser stéandig und zwar in allen drei Dimensionen, sodass sich seine Summe
Uber die Zeit eliminiert. Dies bedeutet eine Elimination der Sedimentation, einem Aspekt der
Schwerkraft. Der Begriff Mikrogravitation statt Schwerelosigkeit ist genau genommen

korrekter, da Schwerelosigkeit im engeren Sinne (0 g) auch (oder gerade) auf einer
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Erdumlaufbahn nicht erreicht werden kann, denn auch hier wirken Kréafte, die den Kérper auf
der Umlaufbahn halten. (Pickenhahn, 2005). Um diesen theoretischen Zustand zu erreichen,
muisste ein Korper vollig auflerhalb jeglicher Gravitationsquelle sein. Was hingegen bei
Weltraumfliigen erzielt wird, sind ungefahr 10 g (Albrecht-Buehler, 1992; Klaus, 2001).

Die Effekte von Schwerelosigkeit stehen aus unterschiedlichen Griinden im Mittelpunkt des
Interesses. Es ist allgemein bekannt, dass Weltraumfliige meist nachteilige Effekte auf
Organismen haben (White und Averner, 2001). Diese entstehen haufig durch die
Veranderung des Stoffwechsels verschiedener Zellen sowie einzelner Gewebe.

Unter Normalbedingungen (1 g) unterliegt jede Zelle einer gewissen Kompression aufgrund
des hydrostatischen Drucks, was wiederum Auswirkungen auf den Stutzapparat der Zellen
hat. Entfallt diese Kompression, beispielsweise aufgrund von Veranderungen der 1 g-
Bedingung, so hat dies Auswirkungen auf das Zytoskelett der Zelle (Vassy et al., 2001;
Tabony et al., 2001; Schatten et al., 2001; Infanger et al., 2006).

Grundlegende und richtungweisende Forschungen im Bezug auf unterschiedliche
Beschleunigung verschieden dichter Organellen wurden anhand von Pflanzen im Rahmen
von Gravitropismusstudien durchgefiihrt. Pflanzenzellen enthalten so genannte Statolithen,
die dichter sind als der Rest des Zytoplasmas und daher bei 1 g zum ,Boden” der Zelle
sedimentieren. Die Zelle kann die Position der Statolithen erfassen und richtet das
Waurzelwachstum in Richtung Erdzentrum, was allgemein als Gravitropismus bezeichnet wird
(Kiss et al., 1999; Sievers, 1991).

In eukaryotischen Zellen ist der Zellkern etwa 20 % dichter als der Rest der Zelle und kann
somit theoretisch als Schwerkraftsensor dienen. Bei Erdbeschleunigung neigt der Kern dazu
zum ,Boden” der Zelle zu sinken, wird aber durch das Zytoskelett daran gehindert, auf das
somit ein gewisser Zug ausgeubt wird. Auch dies kdnnte ein Weg fur die Zelle sein, Starke
und Ausrichtung des Schwerkraftfeldes zu ermitteln (Todd, 1989). Des Weiteren werden
Zellen aufgrund ihres eigenen Gewichts und dem hydrostatischen Druck auf Oberflachen
oder andere Zellen gedriickt. Zelladhasion funktioniert unter 1g Bedingungen Uber spezielle
Adhasionsmolekiile (Integrine), die als Zwischenstick zwischen Zytoskelett und
extrazellularer Matrix fungieren.

Diese und weitere physikalische Faktoren kénnen die Zelle beeinflussen. In dieser Arbeit
werden vor allem Apoptose, morphologische Veranderungen und Verdnderungen im
Zytoskelett untersucht, die nicht direkt mit der Veranderung der physikalischen Faktoren

erklarbar sind.
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Abb. 15: Links die RPM im Labor der Gruppe Weltraumbiologie, ETH, Zirich, Schweiz;
rechts die RPM (Quelle: Dutch Space).

3.9 Die Zelllinie Ea.hy926

Die permanente humane Zelllinie Ea.hy926 wurde 1983 von Cora-Jean Edgell etabliert. Sie
ist durch die Fusion von Endothelzellen aus humanen Nabelvenen mit der permanenten
humanen Zelllinie A549 entwickelt worden und zeichnet sich durch die Expression des
Faktor Vlll-related Antigen aus (Edgell et al., 1983).

Abb. 16: Bildung tubularer Strukturen durch Ea.hy926 Zellen unter simulierter
Schwerelosigkeit (Infanger et al., 2006a)
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4. EIGENE UNTERSUCHUNGEN

4.1 Materialien und Methoden

4.1.1 Material

4.1.1.1 Gerate

Gerat

ABIPrism 7000 SDS

ABL 555 Analysesystem
Brutschrank UT6

CCD Kamera DIANA

Eismaschine Scotsman AF-20
Farbekammer ,feucht”

FACSCAN

Gefrierschrank (-20°C)
Gefrierschrank Thermo Forma (-80°C)
Gel-Blotting-Paper

Heiz-/Rihrplatte lka Combimag Ret
Klinostat

Kolbenhubpipetten (versch. Volumina)
Kuhlschrank Kiileg 0-15°C
Kuhlzentrifuge 5417 R

Kuvetten Typ-Nr. 105.202-QS
Lichtmikroskop Olympus CK
Microplate Reader Model 3550

Mikrotom HM 355
Mikrowelle MICROMAT
Minikammer Biometra Mini Sub Cell GT

Mini PROTEAN 3

Mini Trans Blot™

PH-Meter

Protan Nitrocellulose Transfermembran
Saughilfen

Scanner GT 7000

Eigene Untersuchungen

Bezugsnachweis

Applied Biosystems, USA
Radiometer, Kopenhagn, DK
Heraeus, Langenselbold
Raytest, Straubenhardt
COTECH, England
Eigenbau

Becton Dickenson, Heidelberg
Linde, Bad Hersfeld

ULT Klatt, Berlin

Schleicher & Schull, Dassel

Janke & Kunkel, Staufen im Breisgau

Dutch Space, Leiden, Netherlands
Eppendorf, Hamburg
Munchhoff, Berlin

Eppendorf, Hamburg

Hellma, Mullheim

Olympus, Hamburg

Bio-Rad Laboratories, Hercules,
California, USA

Microm International, Walldorf
AEG, Zirich

Bio-Rad Laboratories, Hercules,
California, USA

Bio-Rad Laboratories, Hercules,
California, USA

Bio Rad, Minchen

Knick, Berlin

Schleicher & Schiull, Dassel
Carl Roth, Karlsruhe

EPSON, Meerbusch
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Schittler IKA-VIBRAX-VXR

Spectrophotometer UV-VIS UV-1202
Thermometer

Thermomixer 5436

Tischwaage

Tischzentrifuge Biofuge 13

UV-Licht Transilluminator
Vortex-Genie 2

Warmeplatte
Warmeschrank (37°C) UT6
Warmeschrank (60°C)
Warmeschrank (98°C)
Wasserbad Unitherm WA 15
Western Blot Kammer
Zentrifuge 5415 C
Zellkulturbank ,Hera Safe"

4.1.1.1.1 Klinostat

Eigene Untersuchungen

Janke & Kunkel, IKA Labortechnik,
Staufen im Breisgau

Shimadzu, Duisburg
Haake/Thermo Electron, Karlsruhe
Eppendorf, Hamburg

Sartorius, Goéttingen

Heraeus, Langensebold
Stratagene, Heidelberg

Scientific Industries, Bohemia, New York,
USA

MEDAX Nagel, Kiel

Heraeus, Langenselbold
Memmert, Schwabach

Memmert, Schwabach

Unitherm, Wirzburg

Biometra, Géttingen

Eppendorf, Hamburg

Heraeus, Langensebold

Der dreidimensionale Klinostat befindet sich im Labor der Gruppe Weltraumbiologie, ETH
Zurich, im Technopark Zirich, Schweiz und wurde uns freundlicherweise von der
Arbeitsgruppe von Dr. Cogoli zur Verfligung gestellt.

Er besteht aus zwei rotierenden Rahmen, die in orthogonal zueinander stehenden
Rotationsachsen ausgerichtet sind. In der Mitte befindet sich eine Platte, auf der das zu
untersuchende Probenmaterial befestigt wird. Vor dem Klinostaten befindet sich der
Computer, auf dessen Bildschirm sich die Schwerkraftvektoren in alle drei Dimensionen
ablesen lassen, und der zusétzlich deren Summe angibt, die im Idealfall 0 betragen sollte.
Das Probenmaterial (subkonfluente bis konfluente Monolayer-Kulturen) befand sich in T25
Kulturflaschen (Sarstedt), die komplett mit Medium aufgefiillt wurden, um die Scherkrafte so
gut wie mdéglich zu minimieren. Parallel dazu wurden Bodenkontrollen (statische Kontrollen)

im selben Raum Uber denselben Zeitraum angelegt.

4.1.1.1.2 Das Durchflusszytometer

Das FACScan-Durchflusszytometer wird in drei Systeme unterteil:
1. Das Flussigkeitssystem

2. Das optische System
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3. Das elektronische System

Zu 1.

Die Zellsuspension wird in einem Probenrdhrchen aufbereitet und gelangt mittels einer
Kapillare in das Durchflusszytometer. Im Inneren der Kapillare wird nun eine
Flussigkeitssaule erzeugt, in der die Zellen den Laserstrahl, im Idealfall in einer Reihe,
passieren. Bei einer Durchflussgeschwindigkeit von 6 Meter/Sekunde kdnnen so bis zu
50000 Ereignisse/ Sekunde gemessen werden. Nach der Messung gelangen die Zellen in
einen Abfallbehalter.

Zu 2.

Der Laserstrahl muss so exakt wie mdglich ausgerichtet werden, da er beim Erreichen der
Zelloberflache noch genauso groRR ist wie diese selbst, und seine maximale Energie
gesammelt hat. Hieraus wird ersichtlich, dass schon geringe Abweichungen in den
Ausrichtungen zu falschen Ergebnissen fuhren.

Kreuzt eine Zelle den Laserstrahl, so gibt sie zwei Reflexionen ab. Zum einen wird das
Laserlicht in 360 Grad reflektiert, was den so genannten ,forward angel light scatter”, kurz
FSC genannt, ergibt. Hierbei ist die Menge des Lichts, die entlang der Achse des
Laserstrahls gestreut wird, proportional zur GréRRe der Zelle.

Zum anderen wird Licht im 90 Grad Winkel reflektiert, was durch besondere innere
Strukturen der Zelle entsteht. Die Intensitat dieser Reflektion ist daher proportional zur so
genannten Granularitét der Zelle und ergibt den ,side scatter, kurz SSC.

GroRRe und Granularitét einer Zelle, also FSC und SSC, lassen sich bereits ohne Zusatz von
Antikorpern oder fluoreszierender Vitalfarbstoffe messen.

Um Veranderungen an den Epitopen der Zelle zu messen werden Antikérper und mittels
Fluorochromen konjugierte Antikdrper eingesetzt. Wir setzen Fluoresceinisothiocyanat
(FITC) ein, welches das Laserlicht adsorbiert und ein Licht niedrigerer Energie und
Wellenlange reemittiert. Die Messung erfolgt nun &hnlich dem Prinzip des SSC, allerdings
werden die Wege des Lichts durch Spiegel und Filter voneinander getrennt und zu
verschiedenen Detektoren weiter geleitet.

Je héher die Zahl der sich auf der Zelle befindenden Zielproteine ist, desto mehr Licht wird
ausgesendet, was bedeutet, dass die emittierte Lichtmenge direkt proportional zur Anzahl
der markierten Epitope ist.
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Zu 3.

Das elektronische System des Gerats besteht aus Verstarker, PMT-Spannungsregulator,
Kompensationselektronik fur die Restinterferenz zwischen FL1, FL2 und FL3 und dem
Datenspeichersystem.

Die Verstarkersysteme werden wie folgt programmiert: FSC und SSC linear, wobei eine
Ausrichtung der zweidimensionalen Darstellung nétig ist, die die Zellen in der Mitte des
Diagramms hélt, sowie fur FL1, FL2 und FL3 logarithmisch.

Das von der Zelle reflektierte Licht wird durch das optische System aufgefangen und
entsprechend der Wellenlange aufgetrennt. Die jeweiligen Detektoren wandeln die Energie
der Photonen in elektrische Impulse um, deren Starke wiederum proportional zur Anzahl der
Photonen ist. Nun folgt eine Umwandlung der analogen in digitale Signale, welche in

eindimensionalen Histogrammen oder in zweidimensionalen Dot Plots dargestellt werden.

4.1.1.2 Verbrauchsmaterialien

Material Bezugsnachweis

50 ml Rohrchen (sterile)

96-Well Optical Reaction Plate
Gel-Blotting-Paper
Nitrocellulose-Membran 0,45 pm

Objekttrager Elka

Optical Adhesive Covers
Pasteurpipette

PCR Softstrips 0,2 ml, 711030
Petrischale 120 mm
Pipettenspitzen (versch. GréRen)

Pipettenspitzen fir Western Blot

Reaktionsgefafie 0,5 ml, 1,5 ml, 2,0 ml

Super cell chamber slides
Zellkulturflaschen T25
Zellkulturflaschen T75
Zellkulturflaschen T175

4.1.1.3 Chemikalien
Substanz
Acetatbuffer

Agarose

Sarstedt, Nurnberg

Applied Biosystems, USA
Sartorius, Goéttingen

Bio-Rad Laboratories, Hercules,
California, USA

Roth, Karlsruhe

Applied Biosystems, USA
Brand, Wertheim

Biozym Diagnostik, Oldendorf
VWR, Darmstadt

Sarstedt, NUrnbrecht

VWR, Darmstadt

Eppendorf, Hamburg

Becton Dickenson, Heidelberg
Sarstedt, Nirnberg

Sarstedt, Nirnberg

Sarstedt, Niirnberg

Bezugsnachweis
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
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Ammoniumpersulfat (APS)

Azeton
Blotting Grade Blocker (Non-Fat Dry Milk)

Bovines Serum Albumin
Bromphenol Blau

BSA Standard fir Protein Assay
Citronenséure Monohydrat 99,5%
p.a. ACS, M210, 14

Chloroform, p.a.

DEPC, Diethylpyrocarbonat
Diaminobenzidin
Dimethylaminomethylphenol (DMP)
Essigsaure

Ethanol (verschiedene Konz.)
Fetales Kélberserum

25 % Glutaraldehyd

Glycin (MG=75,07)

3 % Hydrogenperoxidase
Isopropanol

Kaiser’s Glyceringelatine Mikroskopie
Kulturmedium RPMI 1640
2-Mercaptoethanol (5 %)

Methanol

Natriumchlorid (0,9 %)

Natronlauge (NaOH)

Penicillin

Pepstatin A
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Phosphate-Buffered Saline (PBS)
0,2 M Phosphatpuffer

Propanol

Salzsaure (HCI)

Skim Milk Powder

Sodium Dodecyl Sulfat (SDS) 20 %
Sodium Dodecyl Sulfat (SDS) MG=288,38

Eigene Untersuchungen

Bio-Rad Laboratories, Hercules,
California, USA

J.T. Baker, England

Bio-Rad Laboratories, Hercules,
California, USA

Sigma, Taufkirchen

Biomol, Hamburg

Uptima, Interchim, Montlucon, Frankreich

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

SERVA, Heidelberg
Sigma, Taufkirchen
SERVA, Heidelberg
Merck, Darmstadt

J.T. Baker, England
Gibco, Eggenstein

Merck, Darmstadt

Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen

Merck, Darmstadt
GIBCO™ Invitrogen, UK
BASF, Ludwigshafen
Merck, Darmstadt
Berlin-Chemie, Berlin

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
GIBCO™ Invitrogen, UK
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
GIBCO™ Invitrogen, UK
Sigma, Taufkirchen

J.T. Baker, England

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Sigma, Taufkirchen

ICN Biomedicals, CA, USA
Sigma, Taufkirchen
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Temed (N, N, N’, N'-Tetramethylethylendiamid)

Triton X-100

Trizma Base (MG=121,1)
TRIzol™-Reagenz

Trypsin EDTA (1x) in HBSS W/O
Tween 20

Rhodamin-Phalloidin

RNase Erase

Streptomycin

Styrol

Vectarshield immunofluorescence
mounting medium
Wasserstoffperoxid (H,0,)

Xylol

4.1.1.4 Antikorper

Antikdrper

Westernblot-primar AK:Caspase-3, p53
Westernblot-primér AK: Bax, Bcl2, Fas

Anti-mouse IgG/Alkal. Phosphatase konj.

Anti-rabbit IgG/Alkal. Phosphatase konj.
Caspase-3-AK MAB 4703 (mouse)
Bax-AK MAB 4601Z (mouse)
Bcl-2-AK MAB 8850 (mouse)
p53-AK (mouse)

Rabbit Anti-Mouse FITC F0261
Swine Anti-Rabbit FITC FO205
o-Tubulin-AK

B-Tubulin-AK

B-Aktin -AK

Kollagen Typ I-AK

Kollagen Typ llI-AK

Bcl-2-AK

Fibronektin-AK

p53-AK

Bax-AK

Fas-AK

Eigene Untersuchungen

Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Invitrogen, UK

GIBCO™ Invitrogen, UK
Roth, Karlsruhe
GIBCO™ Invitrogen, UK
ICN Biomedicala, CA, US
PanSystems, Nurnberg

Merck, Darmstadt

Vector, Burlingame, CA, USA
Sigma, Taufkirchen
J.T. Baker, England

Bezugsnachweis
R&D-Systems, Wiesbaden

BD Transduction Laboratories, USA

Chemicon, Hofheim

Chemicon, Hofheim

Chemicon, Chandlers Ford, UK
Chemicon, Chandlers Ford, UK
Chemicon, Chandlers Ford, UK
CymbusBiotechnology, UK
DAKO, Hamburg

DAKO, Hamburg

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Monosan, Beutelsbach
Chemicon, Chandlers Ford, UK
Sigma, Taufkirchen

BD Transduction Laboratories, USA

Chemicon, Chandlers Ford, UK
Chemicon, Chandlers Ford, UK
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Vimentin-AK Sigma, Taufkirchen

Osteopontin-AK Hybridoma bank, University of lowa,
USA

Laminin-AK Sigma, Taufkirchen

Caspase-3-AK Chemicon, Chandlers Ford, UK

4.1.1.5 Western Blot-Analyse
Lysis-Puffer:

50 mM Tris-HCI, pH 7,2

150 mM NacCl

1 % Triton X-100

1mM Natriumorthovandat

50 mM Natriumpyrophosphat
100 mM Natriumfluorid

0,01 % Aprotinin

4 pg/ml Pepstatin A

10 pg/ml Leupeptin

1 mM Phenylmethylsulfonylfluorid
Block-Reagenz:

Non Fat Dry Milk (2 %)

Tween (0,05 %)

Laufpuffer:

25 mM Trizma Base

192 mM Glycin

2,5 % (viv) SDS
Transfer-Puffer:

48 mM Trizma Base

39 mM Glycin

0,037 % (v/v) SDS

Methanol 20 %

Trenngel:

13 % Rotiphorese (38 % Acrylamid 2 % Bisacrylamid)
375 mM Trizma Base

0,01 % (w/v) SDS

0,1 % (w/v) APS

0,0001 % (v/iV)TEMED
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Tris-Puffer:

5,85 g NaCl

12,11 g Trizma Base

10,17 g Magnesiumchlorid

mittels Aqua bidest auffillen auf 2000 ml

Sammelgel:

7 % Rotiphorese (38 % Acrylamid 2 % Bisacrylamid)
125 mM Trizma Base

0,01 % (w/v) SDS

0,1 % (w/v) APS

0,0001 % (v/v) TEMED

4.1.1.6 Oligonukleotide

Die Primer wurden von der Firma Proglio in Frankreich synthetisiert. Die TagMan®-Sonden
wurden von TIBMolbiol, Syntheselabor GmbH in Berlin hergestellt. Alle Proben wurden am
3’-Ende mit FAM gelabelt. Die CD95L-Probe beinhaltet MGB, alle anderen Proben wurden
mit TAMRA am 5'-Ende gelabelt. Ist die Probe nicht angegeben, so basiert der Assay auf
SYBR Green.

Gene Primer name Sequence

CD95 CD95-Tg-F  AGGGATTGGAATTGAGGAAGACT
CD95-Tg-R  AGTCTGGTTCATCCCCATTGAC
CD95-Pr ACTCAGAACTTGGAAGGCCTGCATCATG

CD95-Ligand CD95L-Tg-F CCCATTTAACAGGCAAGTCCAA
CD95L-Tg-R CTTCACTCCAGAAAGCAGGACAAT
CD95L-Pr CCATGCCTCTGGAATG
Osteopontin ~ OSP-Tg-F CGAGGTGATAGTGTGGTTTATGGA
OSP-Tg-R CGTCTGTAGCATCAGGGTACTG
Endothelin1 EDN1-Tg-F  TGCCACCTGGACATCATTTG
EDN1-Tg-R  CTCCAAGGCTCTCTTGGACCTA
EDN1-Pr ACACTCCCGAGCACGTTGTTCCG
Caspase-3 Casp3-Tg-F  GCAGCAAACCTCAGGGAAAC
Casp3-Tg-R  AACTGCTCCTTTTGCTGTGATCT
TGF-beta; TGFb-Tg-F  AAATTGAGGGCTTTCGCCTTA
TGFb-Tg-R  CCGGTAGTGAACCCGTTGA

18S 18S-Tg-F GGAGCCTGCGGCTTAATTT
18S-Tg-R CAACTAAGAACGGCCATGCA
18S-Pr CAATCTGTCAATCCTGTCCGTGTCCG
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4.1.1.7 Zelllinie

Es wurden Zellen der Zelllinie Ea.hy926 verwendet, da diese die am besten charakterisierte
makrovaskulare Zelllinie ist. Diese entstand durch Fusion humaner Nabelschnur-
Endothelzellen mit der humanen epithelialen Zelllinie A549. Sie hat viele biochemische und
physiologische Eigenschaften der primaren Endothelzellen beibehalten, wie beispielsweise

die Expression des humanen Faktor VIII bezogenen Antigens (Edgell et al., 1983).

4.1.2 Methoden

4.1.2.1 Zellkulturtechnik

Die fUr das Experiment benétigten Zellen wurden im Institut fir Klinische Pharmakologie und
Toxikologie der Charité Universitdtsmedizin Berlin, CBF, gezichtet.

Hierzu wurden in Stickstoff eingefrorene Zellen aufgetaut, in RPMI Medium Uberflhrt,
zentrifugiert, und der Uberstand wurde abgesaugt. AnschlieRend wurden die Zellen erneut in
RPMI Medium aufgenommen und in Kulturflaschen Gberfuhrt. Die Kultivierung erfolgte bei
Standardzellkulturbedingungen bei 37°C und 5 % CO,. Alle zwei Tage wurde das Medium
gewechselt. Waren die Zellen subkonfluent bis konfluent, so wurde das Medium abgesaugt,
und die Zellen mit Trypsin-EDTA Uberschichtet. Nach 5-10 min wurde der Ablésungsgrad
beurteilt, und nach vollstandiger Ablésung wurde die Reaktion mit RPMI Medium gestoppt.
Die Zellen wurden mit dem Medium-Trypsin-Gemisch in 50 ml Tubes tberfiihrt, zentrifugiert
(2000 U/min) und die Flissigkeit wurde dekantiert. Danach wurden die Zellen in PBS
resuspendiert und erneut zentrifugiert. Nach erneutem Dekantieren wurden die Zellen in
RPMI Medium aufgenommen und auf mehrere Zellkulturflaschen verteilt.

4.1.2.2 Gewinnung von Zellmaterial nach Kultivierung auf dem Klinostaten

Nach 0 h, 10 min, 30 min, 1 h, 2 h, 7 Tagen und 10 Tagen wurden jeweils die
entsprechenden Kulturen geerntet. Dazu wurden die Uberstinde abpipettiert, zentrifugiert
(2000 U/min), die Zellen sowie der getrennte Uberstand zur weiteren Untersuchung
aufgehoben. Die verbliebenen Einzelzellen und Sphéaroide wurden mit PBS gewaschen und
nochmals zentrifugiert. Der Boden der Kulturflaschen wurde dann mit Trypsin bedeckt, um
eventuell noch adhérente Zellen abzuldsen. Die Trypsinreaktion wurde mit Medium gestoppt,
die Trypsin-Medium-Zell-Suspension aus den Kulturflaschen abpipettiert und zentrifugiert
(2000 U/min). Danach erfolgte wiederum ein Waschvorgang mit PBS. So wurden einerseits
Einzelzellen, andererseits Spharoide gewonnen, die fir Western Blot-Analyse in flissigem
Stickstoff schockgefroren, fur Immunhistochemie auf Supercell chamber slides ausgesaht

und fir Durchflusszytometrie in 70 % Alkohol resuspendiert wurden.
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4.1.2.3 Mikroskopie

Fur die Untersuchung ungefarbter Zellen und Sphéroide in Kulturflaschen wurde ein
Phasenkontrastmikroskop ~ (Olympus, Hamburg) verwendet. Die  Untersuchung
fluoreszenzgefarbter Zellen (F-Aktin) fand entweder mittels eines Fluoreszenz-Mikroskops
(Zeiss Axiophot, Oberkochen) oder mittels eines Konfokalen Laserscan Mikroskops (Leitz,
Wetzlar) statt.

4.1.2.4 Durchflusszytometrie

Zuerst wurden die Zellen aus den Kulturflaschen gel6st, indem das Medium abgesaugt und
der Zellrasen mit Trypsin-EDTA Uberschichtet wurde. Nach dem vollstandigen Lésen der
Zellen wurde die Reaktion mit RPMI-Medium gestoppt und die Suspension in ein 50 ml Tube
berfiihrt. Nach Zentrifugation (2000 U/min) wurde der Uberstand dekantiert und die Zellen
in PBS aufgenommen. Es erfolgte ein erneutes Zentrifugieren. PBS wurde dekantiert und die
Zellen in 70 %-ROH aufgenommen.

Zur Durchfuhrung der Durchflusszytometrie wurde jeweils 1 ml dieser Suspension in ein
Eppendorfrohrchen gegeben. Die Eppendorfrohrchen wurden zentrifugiert (10 min bei 4000
U/min), dekantiert, und mit 500 pl einer FKS-PBS-Waschlosung (2 % FKS) gefillt. Nach
erneutem Zentrifugieren und Dekantieren wurde der Erst-Antikorper in einer zuvor ermittelten
Verdinnungsstufe aufgetragen und fir 1 h im Dunkeln inkubiert (Bax 1:300; Osteopontin,
Kollagen Typ llI; fas 1:100; Kollagen Typ |, Fibronektin 1:20; Laminin 1:10; Bcl-2, p53,
Vimentin 1-2 Tropfen).

AnschlieBend wurden die Eppendorfrohrchen mit 500 pl Waschlésung aufgefillt und erneut
zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert und der Zweitantikérper, passend zum Erst-
Antikorper, aufgetragen. Die Inkubationszeit betrug ebenfalls 1 h im Dunkeln. Danach wurde
erneut mit Waschlésung (500 pl) aufgefillt, zentrifugiert und dekantiert. Nun wurden die
Zellen in FACSFlow-L6sung aufgenommen, in Probenrdhrchen tberfihrt, und es erfolgte die
Messung am Durchflusszytometer der Marke FACScan. Die passenden Einstellungen fiir die
Zellart waren in Vorversuchen ermittelt worden.

Die Messungen erfolgten parallel an Inkubator- und statischen Kontrollen (Bodenkontrollen),
wobei jeweils eine Reihe der Zellen nur mit dem Zweitantikdrper bestiickt worden war, um
unspezifische Bindungen zu eliminieren. Dies geschah, indem die Fluoreszenz dieser
Proben als Nullwert angesehen wurde, d. h., nur Signale oberhalb der Intensitét dieser
Proben waren als positiv angesehen worden.

Die Auswertung der bei der Messung erhaltenen Rohdaten erfolgte mittels eines hierfur

entwickelten Programms (WinList®). Jede Probe wurde 5 Mal, soweit méglich, gemessen.
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4.1.2.5 Western Blot-Analyse

Der Western Blot bedient sich, &hnlich der Immunfluoreszenz und der Durchflusszytometrie,
monoklonaler Antikérper, die speziell an das gesuchte Protein binden. Die Proteine werden
hierzu zunachst mittels der Gelelektrophorese aufgetrennt, wobei man sich deren GroRe,
Form und Ladung zur Auftrennung zunutze macht. AnschlieBend werden die so
aufgetrennten Proteine auf eine Membran Ubertragen, mit Antikdrper inkubiert und die
Antikorperfarbung entwickelt.

Die in der Durchflusszytometrie ermittelten Daten wurden in diesem Experiment mittels
Western Blot verifiziert, wobei der Western Blot ein semiquantitatives Verfahren ist und somit
keine Aussagen Uber Gesamtmengen getroffen werden kénnen.

Die in flussigem Stickstoff schockgefrorenen Zellpellets und bei - 80°C gelagerten Proben,
wurden in Lysispuffer aufgenommen und unter mehrmaligem Auf - und Abziehen mit einer
Pipette 30 Minuten auf Eis homogenisiert und lysiert. Dadurch werden die Zellmembranen
aufgeschlossen. Die dabei freiwerdenden Proteasen, die den Nachweis der Proteine durch
deren Destruktion qualitativ und quantitativ beeintrachtigen, wurden durch die Zugabe von
10 pyl Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) und 5 pl Pepstatin A je Milliliter Lysispuffer
inhibiert. Die Homogenate wurden fir 30 Minuten bei 4°C mit 10.000 U/min zentrifugiert. Die
Uberstande wurden in Eppendorfrohrchen (iberfiihrt und bis zur weiteren Verwendung bei
-80°C gelagert.

Im weiteren Verlauf musste die Gesamtproteinkonzentration der Proben gemessen werden.
Dies geschah mit dem BCA-Protein-Assay-Kit (Pierce Biotechnology, Rockfort, USA) per
Extinktion. Je 10 pl des Proteinextraktes wurden mit 20 pl Reagenz A und 20 pl Reagenz B
versetzt. Zum Vergleich wurden 10 pl BSA (Bovines Serum Albumin) als Standard
verwendet, die wie die eigentliche Probe mit Reagenz A und B vermischt werden. Proben
und Standards mussten gut vermischt und 30 min bei 60°C inkubiert werden. Die
Farbstoffintensitaten wurden im Spektrometer bei einer Wellenlange von 562 nm gemessen.

Aus diesen Messungen errechnete sich die Gesamtproteinkonzentration nach der Formel:

2*Extinktion Prob:
Pro-Konz. [mg/ml]= KON -T00e
Extinktion Standard

Die Auftrennung der Proteine erfolgt mit 10 % Sodium Dodecyl Sulfat (SDS)-PAGE, einem
Polyacrylamidgel, das vor jedem Versuch neu gegossen werden muss. Dazu mussten die
Glasplatten der Gussform zuné&chst grindlich mit 80 % Ethanol gereinigt und entfettet
werden. Das frisch angeriihrte und noch flissige Gel wurde nun eingeflllt und mit
Isopropanol Uberschichtet, um eine gerade Oberflache zu gewahrleisten. Fur die
Polymerisation dieses so genannten Trenngels werden etwa 30 min benétigt. Danach wurde
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das Isopropanol vollstandig entfernt und das Trenngel mit einem weiteren, so genannten
Sammelgel Uberschichtet, in dem ein Kamm platziert wurde, der nach Polymerisation
entfernt wird. Dies dient zur Erzeugung von Kammern, in die spéater die verschiedenen
Proben eingefullt werden kodnnen. Das so entstandene Gel wurde nun in die
Elektrophoresekammer eingebracht und diese mit Laufpuffer gefillt. In jede der oben
beschriebenen Kammern wurden 20 pl der jeweiligen Probe pipettiert und daraufhin die
Proteine 15 min bei 80 Volt und 60 min bei 120 Volt aufgetrennt.

Nachdem dieser Prozess abgeschlossen war, wurde das Gel mit den darin befindlichen
aufgetrennten Proteinen aus der Apparatur herausgenommen und zwischen Filterpapier und
einer Nitrozellulosemembran (Schleicher&Schill, Dassel, Deutschland) in die Blotkammer
(Mini Trans BlotTM, BioRad Laboratories, Richmond, Kalifornien, USA) eingespannt, die mit
Transferpuffer gefillt ist. Nun begann der eigentliche Vorgang des Western Blot. Dazu
wurden 2h lang 160 Volt angelegt, um den Ubergang der Proteine aus dem Gel auf die
Nitrozellulosemembran zu gewdhrleisten. Danach wurde die Membran in Blocking Puffer
(5 % entfettetes Milchpulver in PBS/0,1 % Tween 20 geldst) tber Nacht bei 4°C inkubiert, um
unspezifische Bindungen zu verhindern.

Am folgenden Tag wurde die Membran bei Raumtemperatur fir 1 h in eine Losung aus
Blocking Puffer und Priméar-Antikdrper (Verhéltnis 1:1000) gelegt und danach mit
antikorperfreiem Blocking Puffer funf Mal gewaschen. Daraufhin erfolgte wieder bei
Raumtemperatur die Inkubation mit dem Zweitantikorper (Verhaltnis 1:5000, 30 min). Zuletzt
wurde die Membran finf Mal mit Blocking Puffer und drei Mal mit 0,1 M Tris-Puffer
gewaschen. Spezifische Bindungen der Antikdrper wurden mittels der Entwickler
Nitroblautetrazolium und 5-Bromo-4-chloro-3-indoyl-phosphat sichtbar gemacht. Dazu
wurden die Membranen 160 min bei volliger Dunkelheit in eine mit Entwicklerlésung gefullte
Farbekammer gelegt. Danach wurde die Membran zwei Mal 10 min mit destilliertem Wasser
gespult, getrocknet und in Saran-Film eingepackt. Zur Auswertung wurde die Membran
eingescannt und durch Densitometrie quantifiziert (Molecular Dynamics Personal
Densitometer No. 50301, Krefeld, Deutschland, Aida-Image-Analyse 2.11 Programm).

4.1.2.6 TagMan PCR

Die TagMan-PCR bietet die Mdglichkeit, die Amplifikation und den Nachweis des PCR-
Produkts simultan darzustellen. Zur Detektion Sequenz-speifischer Amplifikationen bedient
man sich der 5°-3"-Exonuklease-Aktivitit der Tag-DNA-Polymerase und einer
fluoreszierenden Sonde, die aus einem Oligonukleotid besteht, dessen 5-Ende mit einem
fluoreszierenden Reporter-Farbstoff (FAM) und dessen 3"-Ende hingegen mit einem
Quencher-Farbstoff (TAMRA) madifiziert ist (Livak et al., 1995). Ist die Sonde intakt, so wird
die Fluoreszenz zwischen Reporter- und Quencher-Farbstoff durch einen Fluoreszenz-
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Energietransfer (FET) unterdrickt. Trifft nun die Tag-DNA-Polymerase wahrend der
Extension auf die intakte Sonde, so wird diese durch die 5°-3"-Exonuklease-Aktivitat der Tag-
DNA-Polymerase hydrolysiert. Es kommt zu einer Unterbrechung des FET und damit zu
einer messbaren Fluoreszenz. Je mehr DNA synthetisiert wird, desto mehr Reporter-
Farbstoffe werden freigesetzt, und entsprechend steigt auch die Signalstarke. Die
Veranderungen der Fluoreszenz bei jedem Zyklus werden mittels des ABI PRISM 7000
Sequence Detection Systems registriert.

Die Quantifizierung erfolgt nicht wie bei der normalen PCR anhand der absoluten Menge des
PCR-Produkts, sondern es wird die Kinetik der PCR-Reaktion ausgenutzt: Im ersten Zyklus
findet eine exponenzielle Vermehrung der DNA statt, danach kommt es auf Grund von
verschiedenen Einflissen zu einer Verlangsamung des Prozesses (grafisch ist dies als
lineare Steigung darstellbar) und schlielich zu einem Stillstand der Reaktion. Zur
Quantifizierung nimmt man den CT-Wert, welcher der Zyklenzahl entspricht, bei der zum
ersten Mal ein Anstieg der Reporter-Fluoreszenz Uber den Schwellenwert erfolgt und die
Vermehrung noch exponentiell ist.

Zur Messung missen die Proben zuvor vorbereitet wurden. Hierzu wurden die Zellen aus
den Kulturflaschen geldst, gewaschen, und mittels 1 ml PBS in ein Eppendorfrohrchen
aufgenommen. Dieses Eppendorfréhrchen wurde zentrifugiert und der Uberstand vollstandig
abgesaugt. Das Rohrchen wurde verschlossen und es wurden mittels einer Kanile drei
Locher im Deckel angebracht. AnschlieBend wurde das Rohrchen sofort in flissigen
Stickstoff verbracht und dann bei —80°C gelagert wurden.

Zur RNA Extraktion wurden in jedes Probenréhrchen 1 ml Trizol gegeben, um die Zellen zu
lysieren. Nach 5 min kamen 200 pl Chloroform hinzu und die Suspension wurde gevortext.
AnschlieBend wurde 15 min bei 12000 U/min zentrifugiert und man erhalt zwei Phasen. In
der festen Phase hatten sich die Zelltrimmer und die DNA gesammelt, in der wassrigen
Phase die RNA. Der Uberstand wurde vorsichtig abpipettiert und in 15 ml
Eppendorfrohrchen tberfihrt. Je Eppendorfréhrchen wurden 500 pl 2-Propanol zugegeben
und gevortext. Nach 10 min Wartezeit war die RNA gefallt. AnschlieRend wurde 10 min bei
12000 U/min und 4°C zentrifugiert und der Uberstand dekantiert. Die R6hrchen wurden mit 1
ml 75% ETOH aufgefillt und erneut zentrigufiert. Nachdem der Uberstand dekantiert worden
war wurden die Réhrchen zum Trocknen aufgestellt. AnschlieBend wurde je Réhrchen 40 pl
DEPC-Wasser zugegeben. Danach kamen die Rohrchen fiir 5 min bei 60°C auf den Ruittler.
Es erfolgte die Konzentrationsbestimmung der RNA. Hierzu wurden die Proben 1:50 mit
DEPC-Wasser verdiinnt und die Extinktion wurde gemessen. Proben, bei denen die Werte
gréRer waren als eins, wurden weiter verdiinnt.

Nun wurden die Proben entsprechend ihres RNA Anteiles in 0,2 ml PCR Softstrips gemischt.
Hierzu wurden 2 pl RNA mit DEPC-Wasser und Random Hexamer Primer vermischt
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(Gesamtvolumen der Probe 11 pl). Die Proben kamen daraufhin in den Peltier Termal Cycler
PTC-200 und das Programm lief fir 5 min auf 72°C, sowie fir weitere 5 min auf 4°C.

Danach wurden die Proben erneut gemischt, dieses Mal mit 4pl Reaction buffer, 1 pl RNAse
Inhibitor, 2 pl dNTP-Mix sowie 2 pl RT-Enzym (Gesamtvolumen je Probe 20 pl). Die Proben
wurden erneut in den Peltier Termal Cycler PTC-200 gegeben (10 min 25°C, 60 min 37°C,
10 min 70°C, 10 min 4°C) und anschlieend mittels nukleasefreiem Wasser auf 40 pl
aufgefullt.

Zur eigentlichen Messung wurde ein Master Mix, bestehend aus MMS Puffer, Primer-F,
Primer-R, Sonde und destilliertem Wasser, hergestellt. 72 pl des Master Mix wurden mit 3 pl
RNA gemischt und gevortext. Auf einer 96 Well Platte wurde nun ein Dreifachansatz
durchgefihrt, wobei je Well 23 pl Mischung eingebracht wurden. Die Platte wurde in das
Gerat eingesetzt und die Messung begann. Die Berechnung mit Hilfe einer Standardkurve
wurde wie folgt durchgefiihrt: Es besteht eine lineare, umgekehrt proportionale Beziehung
zwischen dem Logarithmus der eingesetzten Menge und dem CT. Ist die Ausgangsmenge
bekannt, kann eine Standartkurve durch Auftragen des Logarithmus der Ausgangsmenge
gegen den CT konstruiert wurden. Durch die Geradengleichung x = (CT-b)/m kann an der
Standardkurve flr jede unbekannte Probe der Logarithmus der Kopienzahl bestimmt wurden.
Alle Proben wurden normalisiert, indem die errechnete Kopienzahl des Targetgens durch die
Kopienzahl der internen Referenz geteilt wurde: GEN (normalisiert) = Kopienzahl Target /
Kopienzahl Referenz.

Die unterschiedliche Expression zweier Proben relativ zueinander lasst sich als Quotient
darstellen und ergibt eine n-fache Expression GEN (normalisiert) (Gruppe A) / GEN
(normalisiert) (Gruppe B) = n-Fache Expression Gruppe A zu Gruppe B

Die Berechnung anhand der delta-delta-CT-Methode geschieht auf eine andere Art: Die
unterschiedliche Expression wird als n-fache Expression mit Hilfe des delta-delta-CT-Wertes
angegeben. Wichtig bei diesem Verfahren ist eine gleiche Effizienz der beiden beteiligten
PCR-Reaktion. Die CT-Werte werden hierbei einfach voneinander abgezogen (delta-CT), die
beiden delta-CT-Werte der einzelnen Gruppen (z.B. krank/gesund, mit/ohne Medikament)
voneinander abgezogen (delta-delta-CT-Wert) und in die Gleichung n-Fache Expression

2 -delta-delta-CT

(Gruppe A zu Gruppe B) = eingesetzt.

4.1.2.7 F-Aktin Farbung mittels Rhodamin-Phalloidin

Fir die F-Aktin Darstellung wurden die Zellen mit 3,7 % Formaldehyd fixiert. Nach dem
Waschen mit PBS wurden die Zellen fir 5 min mit 0,1 % Triton X-100 in PBS lysiert und
dreimal mit PBS gewaschen. Die Farbung der F-Aktin Filamente erfolgte mittels Rhodamin-
Phalloidin in PBS, welches 1 % BSA laut Anleitung des Herstellers enthielt. Die Deckglaser
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wurden in Moviol eingedeckt und mit Hilfe eines Zeiss Axiovert wide-field Mikroskops
untersucht. Die Aufnahmen wurden mittels einer CCD Kamera und einem Standard RITC

Filter erstellt.

4.1.2.8 Indirekte Immunfluoreszenz

Die Immunfluoreszenz bedient sich, wie die Durchflusszytometrie, monoklonaler Antikorper,
um Proteine zu markieren und sichtbar zu machen. Hierzu wurden die Zellen bzw. Sphéaroide
auf gekammerte Supercell Kulturkammerobjekttrager ausgeséht und fir 30 min inkubiert
(Adhésionszeit). Daraufhin wurde das Medium abgesaugt, die Objekttrager zwei Mal mit PBS
gewaschen und mit einem Gemisch aus Methanol und Ethanol (1:2) bei Raumtemperatur
fixiert. Das Fixationsmittel wurde abgesaugt und die Objekttrager zum Trocknen bei
Raumtemperatur ausgelegt. Fir die Immunfluoreszenzfarbung wurden die Zellen zweimal
mit PBS gewaschen und mit dem ersten Antikérper (o-Tubulin bzw. B-Tubulin) fur 24 h bei
Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen erneut mit PBS gewaschen und
fur 24 h mit dem Sekundéarantikérper (Anti-Mouse FITC-conjugated Immunglobulin-
Antikorper) inkubiert. Zum Schluss wurden sie erneut mit PBS gewaschen, mit Vectarshield
Immunfluoreszenz Eindeckmedium eingedeckt und mit Nagellack versiegelt. Die
Morphologie der Mikrotubuléren Strukturen wurde mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops
sichtbar gemacht.

4.1.2.9 Statistik

Fir die statistische Auswertung wurde aus den Einzelwerten der jeweiligen Versuche fur die
entsprechende  Versuchsgruppe der arithmetische Mittelwert gebildet und die
Standardabweichung errechnet. Um die Versuchsgruppen miteinander zu vergleichen wurde
ein statistischer Lagetest verwendet. Da in den meisten Gruppen aufgrund der Probenmenge
nur funf mal gemessen werden konnte, war die Versuchszahl (n) relativ gering. Daher war
die Uberpriifung der Einzelwerte auf das Vorliegen einer Normalverteilung nicht maglich.
Echte Normalverteilungen kommen in der Natur ohnehin nicht vor, da der Wartebereich
realer Daten stets beschrankt ist und nur aus endlich vielen diskreten Werten besteht, was
der Normalverteilungsangabe widerspricht (Trampisch und Windeler, 2000).

Damit diese Arbeit mit anderen wissenschaftlichen Verotffentlichungen verglichen werden
kann, wurde der Mann-Whitney-U-Test als nicht-parametrisches Verfahren verwendet. In
dieser Dissertation wurde er fur die Vergleiche zwischen zwei unabhéngigen Stichproben
angewendet und besitzt hier deskriptiven Charakter. Daher dient er der Hypothesenfindung.
Durch die Berechnung von Uberschreitungswahrscheinlichkeiten (p-Wert) soll statistisch

gezeigt werden, wie deutlich sich die miteinander vergleichenden Versuchsgruppen
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unterschieden. Bei einer angenommenen Irrtumswahrscheinlichkeit von a = 5 % wurde bei
einer Hohe von p < 0,05 eine statistische Signifikanz akzeptiert.

Die Einzelwerte der jeweiligen Untersuchung wurden grafisch in vertical points-scatter plots
veranschaulicht. Die statistische Analyse wurde mit SPSS 12.0 durchgefuhrt. Zur Erstellung

der Grafiken wurde das Programm Sigma Plot® (Version Windows 8.0) herangezogen.
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4.2 Ergebnisse

Um voribergehende Effekte von Langzeiteffekten zu unterscheiden, die Endothelzellen
aufweisen, welche der simulierten Mikrogravitation ausgesetzt waren, wurden zeitabhangige
Veranderungen verschiedener ausgewahlter Gene, Verdnderungen von extrazellularen
Matrix-Komponenten, und der Anstieg der Faktoren, welche die Apoptose beeinflussen,
sowie Veranderungen des Zytoskeletts und die Freisetzung I0slicher Faktoren in die

Ubersténde der Kulturen untersucht.

4.2.1 Die Effekte der Schwerelosigkeit auf extrazellulare Matrixproteine
4.2.1.1 Kurzzeitversuche
Es handelt sich hier um Voruntersuchungen fiir ein neues Projekt, in dem Kurzzeiteffekte der

simulierten Schwerelosigkeit auf Endothelzellen im Blickpunkt des Interesses stehen.

4.2.1.1.1 Osteopontin

Durchflusszytometrie

Der Mittelwert der mittels Durchflusszytometrie erzielten Ergebnisse (% der positiven Zellen)
lag fur die Bodenkontrolle (BK) bei 35,38 % + 1,71 %. Bei den Zellen, die fiir eine Stunde
unter den Bedingungen simulierter Schwerelosigkeit kultiviert wurden, lag der Mittelwert bei
29,97 % £ 1,88 %. Nach zwei Stunden Kultivierung unter pg lag der Mittelwert bei 22,47 % *
1,30 %. Fir BK ergab sich n=4, fiir 1 h yg und 2 h pg jeweils n=5.

Osteopontin 1. Wert 2. Wert 3. Wert 4. Wert 5. Wert MW St.Abw.
BK 35,9 37,5 33,54 34,58 35,38 1,71
1h ug 31,62 31,2 28,92 27,16 30,94 29,97 1,88
2h ug 22 21,7 24,7 22,48 21,48 22,47 1,3

Tab. 1: Analyse der mittels Durchflusszytometrie ermittelten Daten; Osteopontin-Protein; %
der positiven Zellen mit Angabe der Einzelwerte, der Mittelwerte (MW) und der
Standardabweichung (St.Abw.).
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Abb. 17:

Durchflusszytometrische Untersuchung von Ea.hy926 Zellen bezlglich

Osteopontin: Nach einer und zwei Stunden unter simulierter Schwerelosigkeit kam es zu
einer Reduktion des Osteopontingehalts der Zellen.

Bodenkontrolle O0g 1h
O0g 1h 0,016
Og 2h 0,016 0,008

Tab. 2: Tabellarische Darstellung der Ergebnisse flir Osteopontin. Nicht-parametrischer Test
(Mann-Whitney U-Test); Angabe der Signifikanzwerte (P=); Signifikanz bei P<0,05.
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4.2.1.2 Langzeitversuche

4.2.1.2.1 Kollagen Typ |

Durchflusszytometrie

Der Mittelwert der mittels Durchflusszytometrie erzielten Ergebnisse (% der positiven Zellen)
lag fiir die Bodenkontrolle (BK) bei 9,9 % * 1,3 %. Bei den Zellen, die fir zehn Tage unter
den Bedingungen simulierter Schwerelosigkeit kultiviert wurden, lag der Mittelwert bei 79,3 %

+ 1,4 %. Fur BK und 10 d pg ergaben sich jeweils n=4.

Kollagen Typ | 1. Wert 2. Wert 3. Wert 4. Wert MW St.Abw.
10d BK 9,7 10,3 11,3 8,2 9,9 1,3
10d pg 78,8 80,9 79,8 77,5 79,3 1,4

Tab. 3: Analyse der mittels Durchflusszytometrie ermittelten Daten; Kollagen Typ I-Protein;
% der positiven Zellen mit Angabe der Einzelwerte, der Mittelwerte (MW) und der
Standardabweichung (St.Abw.).
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Abb. 18: Durchflusszytometrische Untersuchung von Ea.hy926 Zellen bezlglich Kollagen
Typ I: Nach 10 Tagen unter simulierter Schwerelosigkeit kam es zu einem deutlichen Anstieg
von Kollagen Typ | im Vergleich zur Bodenkontrolle. (Infanger et al., 2007)
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4.2.1.2.2 Kollagen Typ Ill

Durchflusszytometrie

Der Mittelwert der mittels Durchflusszytometrie erzielten Ergebnisse (% der positiven Zellen)
lag fiir die Bodenkontrolle (BK) bei 7,6 % + 1,0 %. Bei den Zellen, die fir zehn Tage unter
den Bedingungen simulierter Schwerelosigkeit kultiviert wurden, lag der Mittelwert bei 24,4 %
+ 3,1 %. Fur BK und 10 d pg ergaben sich jeweils n=4.

Kollagen Typ IlI 1. Wert 2. Wert 3. Wert 4. Wert MW St.Abw.
10d BK 7,9 8,4 8,0 6,1 7,6 1,0
10d pg 26,1 27,1 24,2 20,1 24,4 3,1

Tab. 4: Analyse der mittels Durchflusszytometrie ermittelten Daten; Kollagen Typ llI-Protein;
% der positiven Zellen mit Angabe der Einzelwerte, der Mittelwerte (MW) und der
Standardabweichung (St.Abw.).
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Abb. 19: Durchflusszytometrische Untersuchung von Ea.hy926 Zellen beziiglich Kollagen
Typ lll: Nach 10 Tagen unter simulierter Schwerelosigkeit kam es zu einem deutlichen
Anstieg von Kollagen Typ Il im Vergleich zur Bodenkontrolle (Infanger et al., 2007).
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4.2.1.2.3 Fibronektin
Durchflusszytometrie

Eigene Untersuchungen

Der Mittelwert der mittels Durchflusszytometrie erzielten Ergebnisse (% der positiven Zellen)
lag fur die Bodenkontrolle (BK) bei 98,6 % + 0,7 %. Bei den Zellen, die fir zehn Tage unter
den Bedingungen simulierter Schwerelosigkeit kultiviert wurden, lag der Mittelwert bei 98,3 %

+ 0,6 %. Fur BK und 10 d pg ergaben sich jeweils n=4.

Fibronektin 1. Wert 3. Wert 4. Wert MW St.Abw.
10d BK 98,8 97,6 98,9 98,6 0,7
10d pg 98,5 98,8 97,5 98,3 0,6

Tab. 5: Analyse der mittels Durchflusszytometrie ermittelten Daten; Fibronektin-Protein; %
der positiven Zellen mit Angabe der Einzelwerte, der Mittelwerte

Standardabweichung (St.Abw.).
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Abb. 20: Durchflusszytometrische Untersuchung von Ea.hy926 Zellen bezuglich Fibronektin:
Es besteht kein Unterschied im Gehalt an Fibronektin im Vergleich zwischen der
Bodenkontrolle und den Zellen, die 10 d simulierter Schwerelosigkeit ausgesetzt waren.
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Eigene Untersuchungen

4.2.1.2.4 Laminin

Durchflusszytometrie

Der Mittelwert der mittels Durchflusszytometrie erzielten Ergebnisse (% der positiven Zellen)
lag fir die Bodenkontrolle (BK) bei 84,4 % + 1,8 %. Bei den Zellen, die flr zehn Tage unter
den Bedingungen simulierter Schwerelosigkeit kultiviert wurden, lag der Mittelwert bei 89,0 %
+ 2,6 %. Fir BK und 10d pg ergaben sich jeweils n=4.

Laminin 1. Wert 2. Wert 3. Wert 4. Wert MW St.Abw.
10d BK 83,3 84,1 83,2 87,1 84,4 1,8
10d pg 90,5 91,8 87,3 86,4 89,0 2,6

Tab. 6: Analyse der mittels Durchflusszytometrie ermittelten Daten; Laminin-Protein; % der
positiven Zellen mit Angabe der Einzelwerte, der Mittelwerte (MW) und der
Standardabweichung (St.Abw.).
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Abb. 21: Durchflusszytometrische Untersuchung von Ea.hy926 Zellen bezliglich Laminin: Es
kam zu einem moderaten Anstieg von Laminin nach 10 d unter simulierter Schwerelosigkeit
im Vergleich zur Bodenkontrolle.
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4.2.1.2.5 Osteopontin

a) Durchflusszytometrie

Eigene Untersuchungen

Der Mittelwert der mittels Durchflusszytometrie erzielten Ergebnisse (% der positiven Zellen)
lag fur die Bodenkontrolle (BK) bei 69,5 % + 1,1 %. Bei den Zellen, die fir zehn Tage unter

den Bedingungen simulierter Schwerelosigkeit kultiviert wurden, lag der Mittelwert bei 77,4 %

+ 3,1 %. Fur BK und 10 d pg ergaben sich jeweils n=4.

Osteopontin 1. Wert 2. Wert 3. Wert 4. Wert MW St.Abw.
10d BK 69,0 69,6 70,9 68,4 69,5 1,1
10d ug 77,9 80,4 78,1 73,1 774 3,1

Tab. 7: Analyse der mittels Durchflusszytometrie ermittelten Daten; Osteopontin-Protein; %

der positiven Zellen mit Angabe der Einzelwerte, der Mittelwerte

Standardabweichung (St.Abw.).
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Abb. 22: Durchflusszytometrische Untersuchung von Ea.hy926 Zellen
Osteopontin: Nach 10 Tagen unter simulierter Schwerelosigkeit kam es zu einem leichten
Anstieg von Osteopontin im Vergleich zur Bodenkontrolle (Infanger et al., 2007).

bezlglich
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b) PCR

Der Mittelwert der mittels TagMan PCR erzielten Ergebnisse (% der Kontrolle) lag fir die
Zellen, die 10 min unter simulierter Schwerelosigkeit kultiviert wurden, bei 10,08 % *
10,04 %. Nach 20 min Kultivierung lag der Mittelwert bei 5,03 % + 3,10 % und nach einer
Stunde bei 0,58 % + 0,02 %. Nach vier Tagen lag der Mittelwert der Bodenkontrolle bei
0,14 % * 0,12 % und der Mittelwert der unter ug kultivierten Zellen bei 0,73 % + 0,31 %.
Nach sieben Tagen lag der Mittelwert der Bodenkontrolle bei 0,2 % + 0,05 % und der
Mittelwert der unter pg kultivierten Zellen bei 0,19 % * 0,08 %. Nach zehn Tagen lag der
Mittelwert der Bodenkontrolle bei 0,79 % + 0,14 % und der Mittelwert der unter pg kultivierten
Zellen bei 1,30 % * 0,15 %. Fur die Gruppe 1 h pg ergab sich n=2, fir die Gruppen 10 min
Mg und 30 min ug n=3, fir die Gruppe 4 d BK n=4, fiir die Gruppen 4 d ug, 7 d BK und 10 d
BK n=5, fiir die Gruppe 10 d pg n=6 und fir die Gruppe 7 d ug n=9.

Osteopontin | 1. Wert | 2. Wert | 3. Wert | 4. Wert | 5. Wert | 6. Wert | 7. Wert | 8. Wert | 9. Wert MW St.Abw.
10 min pg 1 8,38 20,87 10,08 10,04
30 min ug 7,29 6,31 1,49 5,03 3,10

1h ug 0,6 0,57 0,58 0,02
4d pg 1,14 0,57 0,59 0,96 0,40 0,73 0,31
4d BK 0,12 0,08 0,06 0,31 0,14 0,12
7d ug 0,08 0,18 0,18 0,10 0,14 0,23 0,17 0,28 0,34 0,19 0,08
7d BK 0,15 0,18 0,22 0,17 0,28 0,20 0,05
10d pg 1,37 1,27 1,10 1,18 1,34 1,54 1,30 0,15
10d BK 0,89 0,80 0,57 0,77 0,94 0,79 0,14

Tab. 8: Analyse der mittels TagMan PCR ermittelten Daten; Osteopontin-Gen; % der
Kontrolle mit Angabe der Einzelwerte, der Mittelwerte (MW) und der Standardabweichung
(St.Abw.).
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10 min 30 min
0Og

1h0g 4dGC 4d0g 7dGC 7d0g 10d GC 10d Og

Abb. 23: Ergebnis der PCR-Untersuchung von Ea.hy926 Zellen beziglich Osteopontin:
Zusammenfassung unterschiedlicher Kurz- und Langzeitversuche. Es zeigte sich eine rapide
Reduktion der Osteopontin Genexpression bei Einsetzen simulierter Schwerelosigkeit. Erst
nach 4 d unter 0 g kam es zu einem Anstieg der Genexpression, die jeweils die Osteopontin
Expression der dazugehérigen Bodenkontrolle {iberstieg (Infanger et al., 2007).

7d GC 7d Og 10d GC
7d Og n.s.
10d GC 0,008 0,001
10d Og 0,004 0 0,004

Tab. 9: Tabellarische Darstellung der Ergebnisse fiir Osteopontin. Nicht-parametrischer Test
(Mann-Whitney U-Test); Angabe der Signifikanzwerte (P=); Signifikanz bei P<0,05.
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Eigene Untersuchungen

4.2.1.3 Einfluss des basic Fibroblast Growth Factor auf die EZM

4.2.1.3.1 Kollagen Typ |

a) Durchflusszytometrie

Der Mittelwert der mittels Durchflusszytometrie erzielten Ergebnisse (% der positiven Zellen)
lag fiir die Bodenkontrolle (BK + VEH) bei 78,78 % + 0,92 %, bzw. fir BK + bFGF bei 62,1 %
+ 1,12 %. Bei den Zellen, die fir 24 Stunden ohne BFGF unter den Bedingungen simulierter
Schwerelosigkeit kultiviert wurden, lag der Mittelwert bei 78,49 % + 1,21 %, bzw. fir die mit
bFGF behandelten Zellen bei 75,15 % + 2,08 %. Fur alle Gruppen ergaben sich jeweils n=5.

Kollagen Typ | 1. Wert 2. Wert 3. Wert 4. Wert 5. Wert MW St.Abw.
BK VEH 77,68 78,04 78,8 79,86 79,5 78,78 0,93
BK bFGF 61,78 63,06 62,84 62,58 60,22 62,10 1,16
ug VEH 79,78 79,12 78,9 78,02 76,64 78,49 1,21
ug bFGF 75,94 76,12 76,94 75,12 71,62 75,15 2,08

Tab. 10: Analyse der mittels Durchflusszytometrie ermittelten Daten; Kollagen Typ I-Protein;
% der positiven Zellen mit Angabe der Einzelwerte, der Mittelwerte (MW) und der
Standardabweichung (St.Abw.).
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Abb. 24: Durchflusszytometrische Untersuchung von Ea.hy926 Zellen bezlglich Kollagen
Typ |I: bFGF senkt den Gehalt an Kollagen Typ | positiven Zellen im Vergleich der
behandelten zur nicht-behandelten Bodenkontrolle. Ebenso zeigte sich eine Senkung des
Kollagen Typ | Gehaltes im Vergleich der 0 g kultivierten behandelten zu den 0 g kultivierten

nicht-behandelten Zellen.

Bodenkontrolle VEH Bodenkontrolle + bFGF 0g VEH
Bodenkontrolle + bFGF 0,008
O0g VEH n.s. 0,008
0g bFGF 0,008 0,008 0,016

Tab. 11: Tabellarische Darstellung der Ergebnisse fiir Kollagen Typ I. Nicht-parametrischer

Test (Mann-Whitney U-Test); Angabe der Signifikanzwerte (P=); Signifikanz bei P<0,05.
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b) Western Blot-Analyse

Der Mittelwert der mittels Densitometrie erzielten Ergebnisse (Integral-Bkg [%]) lag fur die
Bodenkontrolle (BK + VEH) bei 7,61 % + 1,77 %, bzw. fir BK + bFGF bei 9,6 % + 2,63 %.
Bei den Zellen, die fir 24 Stunden ohne BFGF unter den Bedingungen simulierter
Schwerelosigkeit kultiviert wurden, lag der Mittelwert bei 9,25 % * 2,27 %, bzw. fir die mit
bFGF behandelten Zellen bei 9,12 % + 2,32 %. Fur alle Gruppen ergaben sich jeweils n=5.

Kollagen Typ | 1. Wert 2. Wert 3. Wert 4. Wert 5. Wert MW St.Abw.
BK VEH 9,29 54 8,47 6,03 8,88 7,61 1,77
BK bFGF 9,15 6,32 12,73 11,74 8,05 9,60 2,63
ug VEH 11,13 7,48 12,22 8,1 7,32 9,25 2,27
ug bFGF 12,65 7,48 9,5 6,62 9,37 9,12 2,32

Tab. 12: Analyse der mittels Densitometrie ermittelten Daten; Kollagen Typ I-Protein; % der
positiven Zellen mit Angabe der Einzelwerte, der Mittelwerte (MW) und der
Standardabweichung (St.Abw.).
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Abb. 25: Western Blot-Analyse von Ea.hy926 Zellen beziglich Kollagen Typ I: Die hier
gezeigteen Werte liegen eng beieinander, einzelne Ausreifler lassen einen anderen Schluss
der Ergebnisse zu als bei der Durchflusszytometrie. Fir die Mehrzahl der Messergenisse
zeigte sich jedoch eine Senkung des Kollagen Typ | Gehalts durch bFGF, jeweils verglichen
mit der unbehandelten Probe. In der Auswertung ergaben sich keinerlei Signifikanzen
(Ulbrich et al., 2008).
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4.2.1.3.2 Kollagen Typ Ill

a) Durchflusszytometrie
Der Mittelwert der mittels Durchflusszytometrie erzielten Ergebnisse (% der positiven Zellen)
lag fiir die Bodenkontrolle (BK + VEH) bei 27,14 % * 2,37 %, bzw. fir BK + bFGF bei 32,04
% £ 3,07 %. Bei den Zellen, die fur 24 Stunden ohne bFGF unter den Bedingungen

Eigene Untersuchungen

simulierter Schwerelosigkeit kultiviert wurden, lag der Mittelwert bei 37,43 % * 2,84 %, bzw.
fur die mit bFGF behandelten Zellen bei 37,84 % + 4,57 %. Fur alle Gruppen ergaben sich

jeweils n=5.
Kollagen Typ Il 1. Wert 2. Wert 3. Wert 4. Wert 5. Wert MW St.Abw.
BK VEH 24,64 28,94 29,36 28,22 24,52 27,14 2,37
BK bFGF 34,6 33,78 33,24 31,7 26,88 32,04 3,07
ug VEH 40,46 38,36 39,34 35,32 33,66 37,43 2,84
g bFGF 41,1 41,44 39,64 36,58 30,42 37,84 4,57

Tab. 13: Analyse der mittels Durchflusszytometrie ermittelten Daten; Kollagen Typ IlI-
Protein; % der positiven Zellen mit Angabe der Einzelwerte, der Mittelwerte (MW) und der
Standardabweichung (St.Abw.).
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Abb. 26: Durchflusszytometrische Untersuchung von Ea.hy926 Zellen beziglich Kollagen
Typ lll: bFGF erhdht den Gehalt an Kollagen Typ Ill positiven Zellen im Vergleich der
behandelten zur nicht-behandelten Bodenkontrolle. Bei den unter 0 g kultivierten Proben
waren die Werte nahezu gleich, vergleicht man die behandelten und nicht-behandelten
Zellen.

Bodenkontrolle VEH Bodenkontrolle + bFGF 0g VEH
Bodenkontrolle + bFGF 0,047
O0g VEH 0,008 0,032
0g bFGF 0,008 n.s. n.s.

Tab. 14: Tabellarische Darstellung der Ergebnisse fur Kollagen Typ lll. Nicht-parametrischer
Test (Mann-Whitney U-Test); Angabe der Signifikanzwerte (P=); Signifikanz bei P<0,05.
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b) Western Blot Analyse

Der Mittelwert der mittels Densitometrie erzielten Ergebnisse (Integral-Bkg [%]) lag fur die
Bodenkontrolle (BK + VEH) bei 8,51 % + 0,68 %, bzw. fir BK + bFGF bei 8,43 % + 0,31 %.
Bei den Zellen, die fir 24 Stunden ohne bFGF unter den Bedingungen simulierter
Schwerelosigkeit kultiviert wurden, lag der Mittelwert bei 7,77 % * 0,29 %, bzw. fir die mit
bFGF behandelten Zellen bei 9,06 % + 0,37 %. Fur alle Gruppen ergaben sich jeweils n=5.

Kollagen Typ Il 1. Wert 2. Wert 3. Wert 4. Wert 5. Wert MW St.Abw.
BK VEH 8,09 9,44 8,1 7,91 9,03 8,51 0,68
BK bFGF 8,56 8,62 8,53 8,58 7,88 8,43 0,31
ug VEH 7,64 7,99 7,72 7.4 8,12 7,77 0,29
ug bFGF 9,47 9,11 9,27 8,5 8,95 9,06 0,37

Tab. 15: Analyse der mittels Densitometrie ermittelten Daten; Kollagen Typ llI-Protein; % der
positiven Zellen mit Angabe der Einzelwerte, der Mittelwerte (MW) und der
Standardabweichung (St.Abw.).
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Abb. 27: Western Blot-Analyse von Ea.hy926 Zellen beziglich Kollagen Typ lll: Die hier
gezeigten Werte lagen eng beieinander, deutlich zu sehen war jedoch eine Seigerung des
Kollagen Typ Ill Gehalts der Zellen nach 24 h 0 g im Vergleich der behandelten zu den nicht-
behandelten Zellen.

Bodenkontrolle VEH | Bodenkontrolle + bFGF O0g VEH
Bodenkontrolle + bFGF n.s.
O0g VEH n.s. 0,032
Og bFGF n.s. n.s. 0,008

Tab. 16: Tabellarische Darstellung der Ergebnisse fir Kollagen Typ Ill. Nicht-parametrischer
Test (Mann-Whitney U-Test); Angabe der Signifikanzwerte (P=); Signifikanz bei P<0,05.
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4.2.1.3.3 Fibronektin

Western Blot-Analyse

Der Mittelwert der mittels Densitometrie erzielten Ergebnisse (Integral-Bkg [%]) lag fir die
Bodenkontrolle (BK + VEH) bei 17,72 % + 0,32 %, bzw. fir BK + bFGF bei 19,85 % +*
0,23 %. Bei den Zellen, die fir 24 Stunden ohne bFGF unter den Bedingungen simulierter
Schwerelosigkeit kultiviert wurden, lag der Mittelwert bei 30,81 % * 0,45 %, bzw. fur die mit
bFGF behandelten Zellen bei 31,62 % * 0,32 %. Fir alle Gruppen ergaben sich jeweils n=5.

Fibronektin 1. Wert 2. Wert 3. Wert 4. Wert 5. Wert MW St.Abw.
BK VEH 17,93 17,69 18,03 17,21 17,76 17,72 0,32
BK bFGF 19,65 20,09 19,79 20,09 19,61 19,85 0,23
ug VEH 31,01 30,35 30,43 30,78 31,46 30,81 0,45
ug bFGF 31,42 31,86 31,75 31,92 31,17 31,62 0,32

Tab. 17: Analyse der mittels Densitometrie ermittelten Daten; Fibronektin-Protein; % der
positiven Zellen mit Angabe der Einzelwerte, der Mittelwerte (MW) wund der
Standardabweichung (St.Abw.).
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Abb. 28: Western Blot-Analyse von Ea.hy926 Zellen bezuglich Fibronektin: Im Vergleich
zwischen 0 g kultivierten Zellen und der Bodenkontrolle kam es zu einer deutlichen
Steigerung des Fibronektin-Gehalts. bFGF erhohte diese Werte zusatzlich, wenn auch nur
gering (Ulbrich et al., 2008).
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Bodenkontrolle VEH Bodenkontrolle + bFGF O0g VEH
Bodenkontrolle + bFGF 0,008
O0g VEH 0,008 0,008
0g bFGF 0,008 0,008 0,032

Tab. 18: Tabellarische Darstellung der Ergebnisse fir Fibronektin. Nicht-parametrischer Test
(Mann-Whitney U-Test); Angabe der Signifikanzwerte (P=); Signifikanz bei P<0,05.

64



Eigene Untersuchungen

4.2.1.3.4 Laminin

Western Blot-Analyse

Der Mittelwert der mittels Densitometrie erzielten Ergebnisse (Integral-Bkg [%]) lag fir die
Bodenkontrolle (BK + VEH) bei 7,18 % % 2,5 %, bzw. fir BK + bFGF bei 7,46 % + 2,68 %.
Bei den Zellen, die fur 24 Stunden ohne BFGF unter den Bedingungen simulierter
Schwerelosigkeit kultiviert wurden, lag der Mittelwert bei 12,12 % * 2,32 %, bzw. fur die mit
bFGF behandelten Zellen bei 13,23 % * 2,91 %. Fir alle Gruppen ergaben sich jeweils n=5.

Laminin 1. Wert 2. Wert 3. Wert 4. Wert 5. Wert MW St.Abw.
BK VEH 5,02 5,24 6 9,01 10,62 7,18 2,50
BK bFGF 5,44 6,54 4,72 10,27 10,35 7,46 2,68
ug VEH 9,42 10,1 12,64 13,5 14,96 12,12 2,32
ug bFGF 11,18 11,7 11,98 18,3 13,01 13,23 2,91

Tab. 19: Analyse der mittels Densitometrie ermittelten Daten; Laminin-Protein; % der
positiven Zellen mit Angabe der Einzelwerte, der Mittelwerte (MW) und der
Standardabweichung (St.Abw.).
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Abb. 29: Western Blot-Analyse von Ea.hy926 Zellen bezlglich Laminin: Im Vergleich
zwischen unter 0 g kultivierten Zellen und der Bodenkontrolle kam es zu einer Steigerung
des Laminin-Gehalts. bFGF veranderte diese Werte kaum (Ulbrich et al., 2008).

Bodenkontrolle VEH | Bodenkontrolle + bFGF O0g VEH
Bodenkontrolle + bFGF n.s.
0g VEH 0,032 n.s.
0g bFGF 0,008 0,008 n.s.

Tab. 20: Tabellarische Darstellung der Ergebnisse fur Laminin. Nicht-parametrischer Test
(Mann-Whitney U-Test); Angabe der Signifikanzwerte (P=); Signifikanz bei P<0,05.
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4.2.1.3.5 Osteopontin

a) Durchflusszytometrie

Der Mittelwert der mittels Durchflusszytometrie erzielten Ergebnisse (% der positiven Zellen)
lag fiir die Bodenkontrolle (BK + VEH) bei 70,66 % * 2,01 %, bzw. fir BK + bFGF bei 69,13
% = 2,83 %. Bei den Zellen, die fir 24 Stunden ohne BFGF unter den Bedingungen
simulierter Schwerelosigkeit kultiviert wurden, lag der Mittelwert bei 68,47 % + 3,1 %, bzw.
fur die mit bFGF behandelten Zellen bei 72,2 % * 3,95 %. Fir alle Gruppen ergaben sich

jeweils n=5.

Osteopontin 1. Wert 2. Wert 3. Wert 4. Wert 5. Wert MW St.Abw.
BK VEH 71,04 73 71,42 70,34 67,52 70,66 2,01
BK bFGF 71,36 70,92 69,56 69,54 64,28 69,13 2,83
ug VEH 70,24 70,82 70,26 67,64 63,38 68,47 3,10
ug bFGF 75,72 74,92 74,1 69,82 66,42 72,20 3,95

Tab. 21: Analyse der mittels Durchflusszytometrie ermittelten Daten; Osteopontin-Protein; %
der positiven Zellen mit Angabe der Einzelwerte, der Mittelwerte (MW) und der
Standardabweichung (St.Abw.).
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Abb. 30: Durchflusszytometrische Untersuchung von Ea.hy926 Zellen bezlglich
Osteopontin:  bFGF erhohte den Gehalt an Osteopontin-positiven Zellen unter
Schwerelosigkeit leicht, vergleicht man die behandelte mit der unbehandelten Gruppe. Es
fanden sich keine signifikanten Unterschiede.
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b) Western Blot-Analyse

Der Mittelwert der mittels Densitometrie erzielten Ergebnisse (Integral-Bkg [%]) lag fur die
Bodenkontrolle (BK + VEH) bei 12,84 % + 2,38 %, bzw. fir BK + bFGF bei 11,96 % *
0,79 %. Bei den Zellen, die fiir 24 Stunden ohne BFGF unter den Bedingungen simulierter
Schwerelosigkeit kultiviert wurden, lag der Mittelwert bei 13,57 % + 0,66 %, bzw. fir die mit
bFGF behandelten Zellen bei 13,66 % * 0,43 %. Fir alle Gruppen ergaben sich jeweils n=5.

Osteopontin 1. Wert 2. Wert 3. Wert 4. Wert 5. Wert MW St.Abw.
BK VEH 16,77 11,63 12,8 12,54 10,48 12,84 2,38
BK bFGF 11,55 12,7 12,36 10,76 12,42 11,96 0,79
ug VEH 14,04 14,11 12,84 12,87 14 13,57 0,66
ug bFGF 13,83 13,6 13,94 13,98 12,94 13,66 0,43

Tab. 22: Analyse der mittels Densitometrie ermittelten Daten; Osteopontin-Protein; % der
positiven Zellen mit Angabe der Einzelwerte, der Mittelwerte (MW) und der
Standardabweichung (St.Abw.).
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Abb. 31: Western Blot-Analyse von Ea.hy926 Zellen bezugllch Osteopontm Im Vergleich
zwischen unter 0 g kultivierten Zellen und der Bodenkontrolle kam es zu einer Steigerung
des Osteopontin-Gehalts. Auch hier lagen die Werte eng beieinander.

Bodenkontrolle VEH Bodenkontrolle + bFGF 0g VEH
Bodenkontrolle + bFGF n.s.
0g VEH n.s. 0,008
0g bFGF n.s. 0,008 n.s.

Tab. 23: Tabellarische Darstellung der Ergebnisse fiir Osteopontin. Nicht-parametrischer
Test (Mann-Whitney U-Test); Angabe der Signifikanzwerte (P=); Signifikanz bei P<0,05.
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Zusammenfassend ist zu sagen, dass es nach Kurzzeitkultivierung der Endothelzellen in
simulierter Schwerelosigkeit zu einem Rickgang der EZM Proteine kam, diese jedoch bei
langer andauernder Exponierung dann entweder auf dem selben hohen Niveau stehen
blieben (Fibronektin) oder noch weiter gesteigert wurden (Kollagen Typ | und lll, Laminin,
Osteopontin). Bei zusatzlicher Behandlung der Zellen mit bFGF kam es zu keiner weiteren
Steigerung (Kollagen Typ I), bzw. zu einer weiteren geringgradigen Erhdhung der EZM-
Proteine (Kollagen Typ lll, Fibronektin, Laminin, Osteopontin).
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4.2.2 Die Auswirkungen von simulierter Schwerelosigkeit in Bezug auf Apoptose
4.2.2.1 Kurzzeitversuche

4.2.2.1.1 Bax

Durchflusszytometrie

Der Mittelwert der mittels Durchflusszytometrie erzielten Ergebnisse (% der positiven Zellen)
lag flir die Bodenkontrolle (BK) bei 6,57 % * 0,92 %. Bei den Zellen, die fiir eine Stunde
unter den Bedingungen simulierter Schwerelosigkeit kultiviert wurden, lag der Mittelwert bei
6,22 % * 0,83 %, bzw. fir die Zellen, die fir zwei Stunden kultiviert wurden, bei 4,52 % +
0,48 %. Fur BK ergab sich n=4, firr die Gruppen 1 h pg und 2 h pg ergaben sich jeweils n=5.

bax 1. Wert 2. Wert 3. Wert 4. Wert 5. Wert MW St.Abw.

BK 7,44 6,66 5,6 6,57 0,92
1h ug 6,84 6,8 6,62 5,94 4,88 6,22 0,83
2h pg 4,76 5,06 4,1 4,74 3,94 4,52 0,48

Tab. 24: Analyse der mittels Durchflusszytometrie ermittelten Daten; Bax-Protein; % der
positiven Zellen mit Angabe der Einzelwerte, der Mittelwerte (MW) wund der
Standardabweichung (St.Abw.).
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Abb. 32: Durchflusszytometrische Untersuchung von Ea.hy926 Zellen beziglich Bax: Im
Kurzzeitversuch zeigte sich eine Reduktion der Bax-positiven Zellen nach einer und noch
deutlicher nach zwei Stunden unter simulierter Schwerelosigkeit.

Bodenkontrolle VEH Og 1h
0g 1h n.s.
0g 2h n.s. 0,016

Tab. 25: Tabellarische Darstellung der Ergebnisse fiir Bax. Nicht-parametrischer Test
(Mann-Whitney U-Test); Angabe der Signifikanzwerte (P=); Signifikanz bei P<0,05.
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4.2.2.1.2 Bcl-2

Durchflusszytometrie

Der Mittelwert der mittels Durchflusszytometrie erzielten Ergebnisse (% der positiven Zellen)
lag fir die Bodenkontrolle (BK) bei 1,3 % + 0,24 %. Bei den Zellen, die fir eine Stunde unter
den Bedingungen simulierter Schwerelosigkeit kultiviert wurden, lag der Mittelwert bei 3,74 %
+ 0,52 %, bzw. fir die Zellen, die fir zwei Stunden kultiviert wurden, bei 2,76 % * 0,22 %.
Fir BK ergab sich n=4, fir die Gruppen 1 h ug und 2 h ug ergaben sich jeweils n=5.

bcl-2 1. Wert 2. Wert 3. Wert 4. Wert 5. Wert MW St.Abw.
BK 1.3 1,06 1.2 1,62 1,30 0,24

1h yg 3,86 4,08 3,48 2,98 4,28 3,74 0,52

2h ug 2,5 2,82 3,08 2,78 2,62 2,76 0,22

Tab. 26: Analyse der mittels Durchflusszytometrie ermittelten Daten; Bcl-2-Protein; % der
positiven Zellen mit Angabe der Einzelwerte, der Mittelwerte (MW) und der
Standardabweichung (St.Abw.).

‘ a
0
&]

Bcl-2
Oh 2h
3%

Number

Numbenr
10 20 30 40 50 80 70 80

o 10" 108 108 10° 10
Fluorescence 1 ——>

1 10 10° 10°
Fluorescence 1 -—=>

1o it it
Fluorescence 1 -——>

71



45
40
= 35
2
©
N 30
G
2
(&} =
® 25
m (o]
o
o}
S 20
X
s
15
1,0
05

Eigene Untersuchungen

GC 0g 1h

0g 2h

Abb. 33: Durchflusszytometrische Untersuchung von Ea.hy926 Zellen beziiglich Bcl-2: Im
Kurzzeitversuch zeigte sich zuerst ein Anstieg der Bcl-2 positiven Zellen, dann eine
Reduktion. Allgemein lagen die Werte eng beieinander.

Bodenkontrolle VEH Og 1h
0g 1h 0,016
0g 2h 0,016 0,016

Tab. 27: Tabellarische Darstellung der Ergebnisse fir Bcl-2. Nicht-parametrischer Test

(Mann-Whitney U-Test); Angabe der Signifikanzwerte (P=); Signifikanz bei P<0,05.
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4.2.2.1.3 Fas

Durchflusszytometrie

Der Mittelwert der mittels Durchflusszytometrie erzielten Ergebnisse (% der positiven Zellen)
lag fur die Bodenkontrolle (BK) bei 10,15 % + 0,82 %. Bei den Zellen, die fir eine Stunde
unter den Bedingungen simulierter Schwerelosigkeit kultiviert wurden, lag der Mittelwert bei
8,59 % * 1,13 %, bzw. fir die Zellen, die fiir zwei Stunden kultiviert wurden, bei 6,37 % +

0,53 %. Fir BK ergab sich n=4, fir die Gruppen 1 h pg und 2 h pg ergaben sich jeweils n=5.

Fas 1. Wert 2. Wert 3. Wert 4. Wert 5. Wert MW St.Abw.

BK 11 10,12 9,04 10,44 10,15 0,82
1h ug 8,72 8 7,52 8,24 10,46 8,59 1,13
2h ug 7,12 6,18 6,68 6,08 5,8 6,37 0,53

Tab. 28: Analyse der mittels Durchflusszytometrie ermittelten Daten; Fas-Protein; % der
positiven Zellen mit Angabe der Einzelwerte, der Mittelwerte (MW) und der
Standardabweichung (St.Abw.).
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Abb. 34: Durchflusszytometrische Untersuchung von Ea.hy926 Zellen beziglich Fas: Es
zeigte sich ein kontinuierliches Absinken der Fas-positiven Zellen unter simulierter
Schwerelosigkeit.

Bodenkontrolle VEH Og 1h
0g 1h n.s.
0g 2h 0,016 0,008

Tab. 29: Tabellarische Darstellung der Ergebnisse flir Fas. Nicht-parametrischer Test
(Mann-Whitney U-Test); Angabe der Signifikanzwerte (P=); Signifikanz bei P<0,05.
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4.2.2.2 Langzeitversuche

4.2.2.2.1 Bax

Durchflusszytometrie

Der Mittelwert der mittels Durchflusszytometrie erzielten Ergebnisse (% der positiven Zellen)
lag fur die Bodenkontrolle (BK) bei 12,9 % * 1,0 %. Bei den Zellen, die fir zehn Tage unter
den Bedingungen simulierter Schwerelosigkeit kultiviert wurden, lag der Mittelwert bei 16,8 %

+ 0,7 %. Fir alle Gruppen ergaben sich jeweils n=5.

Bax 1. Wert 2. Wert 3. Wert 4. Wert 5. Wert MW St.Abw.
10d BK 12,8 14,4 13,0 12,6 11,8 12,9 1,0
10d pg 16,1 16,5 16,7 17,8 16,7 16,8 0,7

Tab. 30: Analyse der mittels Durchflusszytometrie ermittelten Daten; Bax-Protein; % der
positiven Zellen mit Angabe der Einzelwerte, der Mittelwerte (MW) und der
Standardabweichung (St.Abw.).
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Abb. 35: Durchflusszytometrische Untersuchung von Ea.hy926 Zellen beziiglich Bax: Es
zeigte sich ein deutlicher Anstieg der Bax-positiven Zellen nach 10 Tagen unter simulierter
Schwerelosigkeit (Infanger et al., 2007).

Bodenkontrolle VEH
0g 10d 0,008

Tab. 31: Tabellarische Darstellung der Ergebnisse fir Bax. Nicht-parametrischer Test
(Mann-Whitney U-Test); Angabe der Signifikanzwerte (P=); Signifikanz bei P<0,05.
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4.2.2.2.2 Bcl-2

a) Durchflusszytometrie

Der Mittelwert der mittels Durchflusszytometrie erzielten Ergebnisse (% der positiven Zellen)
lag fur die Bodenkontrolle (BK) bei 27,8 % + 0,7 %. Bei den Zellen, die fir zehn Tage unter
den Bedingungen simulierter Schwerelosigkeit kultiviert wurden, lag der Mittelwert bei 34,9 %

+ 2,1 %. Fur alle Gruppen ergaben sich jeweils n=5.

Bcl-2 1. Wert 2. Wert 3. Wert 4. Wert 5. Wert MW St.Abw.
10d BK 27,8 28,1 28,5 28,1 26,7 27,8 0,7
10d pg 37,0 37,3 33,9 33,1 33,1 34,9 2,1

Tab. 32: Analyse der mittels Durchflusszytometrie ermittelten Daten; Bcl-2-Protein; % der
positiven Zellen mit Angabe der Einzelwerte, der Mittelwerte (MW) und der
Standardabweichung (St.Abw.).
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Abb. 36: Durchflusszytometrische Untersuchung von Ea.hy926 Zellen bezlglich Bcl-2: Es
zeigte sich ein deutlicher Anstieg der Bax-positiven Zellen nach 10 Tagen unter simulierter
Schwerelosigkeit (Infanger et al., 2007).

Bodenkontrolle VEH
0g 10d 0,008

Tab. 33: Tabellarische Darstellung der Ergebnisse fir Bcl-2. Nicht-parametrischer Test
(Mann-Whitney U-Test); Angabe der Signifikanzwerte (P=); Signifikanz bei P<0,05.
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4.2.2.2.3 Caspase-3
a) Durchflusszytometrie

Eigene Untersuchungen

Der Mittelwert der mittels Durchflusszytometrie erzielten Ergebnisse (% der positiven Zellen)

lag fir die Bodenkontrolle (BK) bei 14,0 % * 1,5 %. Bei den Zellen, die flir zehn Tage unter

den Bedingungen simulierter Schwerelosigkeit kultiviert wurden, lag der Mittelwert bei 27,1 %

+ 4,1 %. Fur alle Gruppen ergaben sich jeweils n=4.

Caspase-3 1. Wert 2. Wert 3. Wert 4. Wert MW St.Abw.
10d BK 13,8 14,4 15,7 12,2 14,0 1,5
10d ug 29,4 30,1 27,7 21,1 27,1 4,1

Tab. 34: Analyse der mittels Durchflusszytometrie ermittelten Daten; Caspase-3-Protein; %

der positiven Zellen mit Angabe der Einzelwerte, der

Standardabweichung (St.Abw.).
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Abb. 37: Durchflusszytometrische Untersuchung von Ea.hy926 Zellen bezuglich Caspase-3:
Es zeigte sich ein deutlicher Anstieg der Bax-positiven Zellen nach 10 Tagen unter
simulierter Schwerelosigkeit (Infanger et al., 2007).
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b) PCR

Der Mittelwert der mittels TagMan PCR erzielten Ergebnisse (% der Kontrolle) lag fir die
Zellen, die 10 min unter simulierter Schwerelosigkeit kultiviert wurden, bei 4,62 % + 3,51 %.
Nach 20 min Kultivierung lag der Mittelwert bei 3,12 % * 1,86 % und nach einer Stunde bei
1,84 % + 0,66 %. Nach vier Tagen lag der Mittelwert der Bodenkontrolle bei 0,26 % + 0,28 %
und der Mittelwert der unter pg kultivierten Zellen bei 1,17 % + 0,63 %. Nach sieben Tagen
lag der Mittelwert der Bodenkontrolle bei 0,36 % + 0,14 % und der Mittelwert der unter pg
kultivierten Zellen bei 0,3 % + 0,12 %. Nach zehn Tagen lag der Mittelwert der
Bodenkontrolle bei 1,51 % + 0,28 % und der Mittelwert der unter pg kultivierten Zellen bei
3,11 % % 0,58 %. Fir die Gruppe 1 h pg ergab sich n=2, fur die Gruppen 10 min pg und 30
min pg n=3, flr die Gruppe 4 d BK n=4, firr die Gruppen 4 d ug, 7 d BK und 10 d BK n=5, fiir
die Gruppe 10 d pg n=6 und fiir die Gruppe 7 d ug n=9.

Caspase-3 | 1. Wert | 2. Wert | 3. Wert | 4. Wert | 5. Wert | 6. Wert | 7. Wert | 8. Wert | 9. Wert MW St.Abw.

10 min g 1,00 4,87 8,00 4,62 3,51

30 min pg 527 2,15 1,96 3,12 1,86
1h pg 2,31 1,38 1,84 0,66
4d g 1,51 1,87 1,19 1,10 0,19 1,17 0,63
4d BK 0,19 0,12 0,06 0,66 0,26 0,28
7d ug 0,16 0,41 0,24 0,27 0,22 0,24 0,26 0,37 0,56 0,30 0,12
7d BK 0,19 0,37 0,49 0,30 0,53 0,38 0,14
10d ug 3.24 3,00 3.71 2,15 2,87 3,66 3.1 0,58
10d BK 1,71 1,77 1,12 1,65 1,31 1,51 0,28

Tab. 35: Analyse der mittels TagMan PCR ermittelten Daten; Caspase-3-Gen; % der
Kontrolle mit Angabe der Einzelwerte, der Mittelwerte (MW) und der Standardabweichung
(St.Abw.).
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Abb. 38: Ergebnis der PCR-Untersuchung von Ea.hy926 Zellen bezliglich Caspase-3:
Zusammenfassung unterschiedlicher Kurz- und Langzeitversuche. Zu beobachten ist eine
Reduktion der Genexpression bis zu 7. Tag unter simulierter Schwerelosigkeit sowie ein

erneuter Anstieg am Tag 10 (Infanger et al., 2007).

4d GC 4d 0g 7d GC 7d 0g 10d GC
4d Og n.s.
7d GC n.s. n.s.
7d Og n.s. n.s. n.s.
10d GC 0,016 n.s. 0,008 0,001
10d Og 0,01 0,004 0,004 0 0,004

Tab. 36: Tabellarische Darstellung der Ergebnisse fir Caspase-3. Nicht-parametrischer Test

(Mann-Whitney U-Test); Angabe der Signifikanzwerte (P=); Signifikanz bei P<0,05.
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4.2.2.2.4 Fas

PCR

Der Mittelwert der mittels TagMan PCR erzielten Ergebnisse (% der Kontrolle) lag fir die
Zellen, die 10 min unter simulierter Schwerelosigkeit kultiviert wurden, bei 4,56 % * 3,27 %.
Nach 20 min Kultivierung lag der Mittelwert bei 2,25 % * 1,35 % und nach einer Stunde bei
0,46 % * 0,03 %. Nach vier Tagen lag der Mittelwert der Bodenkontrolle bei 0,17 % + 0,17 %
und der Mittelwert der unter pg kultivierten Zellen bei 0,35 % * 0,18 %. Nach sieben Tagen
lag der Mittelwert der Bodenkontrolle bei 0,09 % + 0,02 % und der Mittelwert der unter pg
kultivierten Zellen bei 0,07 % % 0,03 %. Nach zehn Tagen lag der Mittelwert der
Bodenkontrolle bei 0,69 % + 0,2 % und der Mittelwert der unter pug kultivierten Zellen bei
0,84 % % 0,26 %. Fir die Gruppe 1 h ug ergab sich n=2, firr die Gruppen 10 min pg und 30
min ug n=3, fur die Gruppe 4 d BK n=4, fiir die Gruppen 4 d ug, 7 d BK und 10 d BK n=5, fiir
die Gruppe 10 d ug n=6 und fiir die Gruppe 7 d ug n=9.

Fas 1. Wert | 2. Wert | 3. Wert | 4. Wert | 5. Wert | 6. Wert | 7. Wert [ 8. Wert | 9. Wert MW St.Abw.
10 min ug 1 5,26 7,42 4,56 3,27
30 min pg 2,71 3,31 0,74 2,25 1,35
1h ug 0,48 0,43 0,46 0,03
4d ug 0,54 0,31 0,24 0,52 0,13 0,35 0,18
4d BK 0,12 0,10 0,04 0,42 0,17 0,17
7d ug 0,05 0,12 0,08 0,05 0,04 0,07 0,04 0,07 0,09 0,07 0,03
7d BK 0,06 0,10 0,11 0,09 0,09 0,09 0,02
10d ug 0,83 0,79 0,94 0,39 0,95 1,15 0,84 0,26
10d BK 0,47 0,98 0,55 0,75 0,71 0,69 0,20

Tab. 37: Analyse der mittels TagMan PCR ermittelten Daten; Fas-Gen; % der Kontrolle mit
Angabe der Einzelwerte, der Mittelwerte (MW) und der Standardabweichung (St.Abw.).
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Abb. 39: Ergebnis der

PCR-Untersuchung von Ea.hy926 Zellen bezlglich Fas:
Zusammenfassung unterschiedlicher Kurz- und Langzeitversuche. Zu beobachten ist eine
Reduktion der Genexpression bis zu 7. Tag unter simulierter Schwerelosigkeit sowie ein
erneuter Anstieg am Tag 10 (Infanger et al., 2007).

4d GC 4d Og 7d GC 7d 0g 10d GC
4d Og n.s.
7d GC n.s. 0,008
7d Og n.s. 0,001 n.s.
10d GC 0,016 0,032 0,008 0,001
10d Og 0,019 0,017 0,004 0 n.s.

Tab. 38: Tabellarische Darstellung der Ergebnisse fir Fas. Nicht-parametrischer Test

(Mann-Whitney U-Test); Angabe der Signifikanzwerte (P=); Signifikanz bei P<0,05.
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4.2.2.2.5p53

Durchflusszytometrie

Der Mittelwert der mittels Durchflusszytometrie erzielten Ergebnisse (% der positiven Zellen)
lag fir die Bodenkontrolle (BK) bei 9,2 % *1,7 %. Bei den Zellen, die fir zehn Tage unter
den Bedingungen simulierter Schwerelosigkeit kultiviert wurden, lag der Mittelwert bei 9,0 %

+ 1,6 %. Fur alle Gruppen ergaben sich jeweils n=4.

p53 1. Wert 2. Wert 3. Wert 4. Wert MW St.Abw.
10d BK 10,2 10,1 9,6 6,7 9,2 1,7
10d ug 10,4 9,5 9,3 6,6 9,0 1,6

Tab. 39: Analyse der mittels Durchflusszytometrie ermittelten Daten; p53-Protein; % der
positiven Zellen mit Angabe der Einzelwerte, der Mittelwerte (MW) wund der
Standardabweichung (St.Abw.).
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Abb. 40: Durchflusszytometrische Untersuchung von Ea.hy926 Zellen bezuglich p53: Es
zeigte sich nahezu kein Unterschied zwischen den unter O g kultivierten Zellen und den
Zellen der Bodenkontrolle.
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Eigene Untersuchungen

4.2.2.3 Einfluss des basic Fibroblast Growth Factor auf die Apoptosefaktoren

4.2.2.3.1 Bax

a) Durchflusszytometrie

Der Mittelwert der mittels Durchflusszytometrie erzielten Ergebnisse (% der positiven Zellen)
lag fur die Bodenkontrolle (BK + VEH) bei 7,83 % * 0,79 %, bzw. fir die mit bFGF
behandelten Zellen bei 6,11 % + 0,78 %. Bei den Zellen, die ohne BFGF fiir 24 Stunden
unter den Bedingungen simulierter Schwerelosigkeit kultiviert wurden, lag der Mittelwert bei
7,54 % * 2,41 %, bzw. fir die mit bFGF behandelten Zellen bei 9,41 % + 1,0 %. Fir alle
Gruppen ergaben sich jeweils n=5.

bax 1. Wert 2. Wert 3. Wert 4. Wert 5. Wert MW St.Abw.
BK VEH 3,76 4,16 3,6 3,56 3,82 7,83 0,79
BK bFGF 6,94 6,76 6,12 5,66 5,06 6,11 0,78
ug VEH 8,62 8,34 8,72 8,76 3,24 7,54 2,41
ug bFGF 10,52 9,9 9,86 8,76 8,02 9,41 1,00

Tab. 40: Analyse der mittels Durchflusszytometrie ermittelten Daten; Bax-Protein; % der
positiven Zellen mit Angabe der Einzelwerte, der Mittelwerte (MW) und der
Standardabweichung (St.Abw.).
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Eigene Untersuchungen
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Abb. 41: Durchflusszytometrische Untersuchung von Ea.hy926 Zellen bezlglich Bax: Es
zeigte sich ein deutlicher Anstieg Bax-positiver Zellen jeweils im Vergleich zwischen den
behandelten und unbehandelten Zellen, bezogen auf unter 0 g kultivierten Zellen, bzw. der
Bodenkontrolle (Ulbrich et al., 2008).

Bodenkontrolle VEH Bodenkontrolle + bFGF 0g VEH
Bodenkontrolle + bFGF 0,008
0g VEH n.s. n.s.
0g bFGF 0,008 0,008 n.s.

Tab. 41: Tabellarische Darstellung der Ergebnisse fiir Bax. Nicht-parametrischer Test
(Mann-Whitney U-Test); Angabe der Signifikanzwerte (P=); Signifikanz bei P<0,05.
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Eigene Untersuchungen

b) Western Blot-Analyse

Der Mittelwert der mittels Densitometrie erzielten Ergebnisse (Integral-Bkg [%]) lag fur die
Bodenkontrolle (BK + VEH) bei 6,92 % * 6,19 %, bzw. fir BK + bFGF bei 9,2 % + 4,01 %.
Bei den Zellen, die fir 24 Stunden ohne BFGF unter den Bedingungen simulierter
Schwerelosigkeit kultiviert wurden, lag der Mittelwert bei 11,2 % + 1,8 %, bzw. fur die mit
bFGF behandelten Zellen bei 12,68 % * 2,95 %. Fur alle Gruppen ergaben sich jeweils n=5.

bax 1. Wert 2. Wert 3. Wert 4. Wert 5. Wert MW St.Abw.
BK VEH 4,09 4,25 4,92 3,39 17,96 6,92 6,19
BK bFGF 4,82 7,11 9,45 9,02 15,59 9,20 4,01
ug VEH 8,64 13,05 10,06 12,09 12,16 11,20 1,80
ug bFGF 12,44 12,12 9,04 12,53 17,27 12,68 2,95

Tab. 42: Analyse der mittels Densitometrie ermittelten Daten; Bax-Protein; % der positiven
Zellen mit Angabe der Einzelwerte, der Mittelwerte (MW) und der Standardabweichung
(St.Abw.).
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Abb. 42: Western Blot-Analyse von Ea.hy926 Zellen beziiglich Bax: Abgesehen von
wenigen Ausreissern spiegelte das Ergebnis der Western Blot-Analyse die Ergebnisse der
durchflusszytometrischen Untersuchung wieder (Ulbrich et al., 2008).
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Eigene Untersuchungen

4.2.2.3.2 Bcl-2

Durchflusszytometrie

Der Mittelwert der mittels Durchflusszytometrie erzielten Ergebnisse (% der positiven Zellen)
lag fir die Bodenkontrolle (BK + VEH) bei 54,58 % + 2,14 %, bzw. fir die mit bFGF
behandelten Zellen bei 40,22 % + 4,19 %. Bei den Zellen, die ohne BFGF fir 24 Stunden
unter den Bedingungen simulierter Schwerelosigkeit kultiviert wurden, lag der Mittelwert bei
65,54 % = 1,71 %, bzw. fir die mit bFGF behandelten Zellen bei 36,07 % * 2,85 %. Fir alle

Gruppen ergaben sich jeweils n=5.

bcl-2 1. Wert 2. Wert 3. Wert 4. Wert 5. Wert MW St.Abw.
BK VEH 57,58 55,06 54,94 53,5 51,8 54,58 2,14
BK bFGF 45,58 38,3 43,24 38,92 35,04 40,22 4,19
ug VEH 65,88 65,14 64,34 68,3 64,02 65,54 1,71
ug bFGF 36,58 38,66 38,5 34,8 31,82 36,07 2,85

Tab. 43: Analyse der mittels Durchflusszytometrie ermittelten Daten; Bcl-2-Protein; % der
positiven Zellen mit Angabe der Einzelwerte, der Mittelwerte (MW) und der
Standardabweichung (St.Abw.).
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Eigene Untersuchungen
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Abb. 43: Durchflusszytometrische Untersuchung von Ea.hy926 Zellen bezlglich Bcl-2: Es
zeigte sich eine deutliche Reduktion Bcl-2-positiver Zellen jeweils im Vergleich zwischen den
behandelten und unbehandelten Zellen, bezogen auf unter 0 g kultivierten Zellen, bzw. der
Bodenkontrolle (Ulbrich et al., 2008).

Bodenkontrolle VEH | Bodenkontrolle + bFGF O0g VEH
Bodenkontrolle + bFGF 0,008
0g VEH 0,008 0,008
0g bFGF 0,008 n.s. 0,008

Tab. 44: Analyse der mittels Densitometrie ermittelten Daten; Bcl-2-Protein; % der positiven
Zellen mit Angabe der Einzelwerte, der Mittelwerte (MW) und der Standardabweichung
(St.Abw.).
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Eigene Untersuchungen

4.2.2.3.3 Caspase-3

a) Durchflusszytometrie

Der Mittelwert der mittels Durchflusszytometrie erzielten Ergebnisse (% der positiven Zellen)
lag fir die Bodenkontrolle (BK + VEH) bei 17,66 % + 1,13 %, bzw. fir die mit bFGF
behandelten Zellen bei 20,8 % * 1,13 %. Bei den Zellen, die ohne BFGF fiir 24 Stunden
unter den Bedingungen simulierter Schwerelosigkeit kultiviert wurden, lag der Mittelwert bei
33,17 % £ 0,81 %, bzw. fir die mit bFGF behandelten Zellen bei 26,64 % + 1,33 %. Fir alle

Gruppen ergaben sich jeweils n=5.

caspase-3 1. Wert 2. Wert 3. Wert 4. Wert 5. Wert MW St.Abw.
BK VEH 18,14 18,7 18,04 17,68 15,76 17,66 1,13
BK bFGF 22,3 19,28 20,54 21,42 20,44 20,80 1,13
ug VEH 33,66 33,76 33,54 33,1 31,8 33,17 0,81
ug bFGF 26,88 28,26 27,4 24,92 25,74 26,64 1,33

Tab. 45: Analyse der mittels Durchflusszytometrie ermittelten Daten; Caspase-3-Protein; %
der positiven Zellen mit Angabe der Einzelwerte, der Mittelwerte (MW) und der
Standardabweichung (St.Abw.).
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Eigene Untersuchungen
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Abb. 44: Durchflusszytometrische Untersuchung von Ea.hy926 Zellen beziiglich Caspase-3:
Es zeigte sich ein Anstieg der Caspase-3-positiven Zellen im Vergleich der behandelten zur
unbehandelten Bodenkontrolle. Bei den unter 0 g kultivierten Zellen zeigte sich ein genau
umgekehrter Effekt durch bFGF (Ulbrich et al., 2008).

Bodenkontrolle VEH Bodenkontrolle + bFGF 0g VEH
Bodenkontrolle + bFGF 0,008
O0g VEH 0,008 0,008
0g bFGF 0,008 0,008 0,008

Tab. 46: Tabellarische Darstellung der Ergebnisse fiir Caspase-3. Nicht-parametrischer Test
(Mann-Whitney U-Test); Angabe der Signifikanzwerte (P=); Signifikanz bei P<0,05.
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Eigene Untersuchungen

b) Western Blot-Analyse

Der Mittelwert der mittels Densitometrie erzielten Ergebnisse (Integral-Bkg [%]) lag fur die
Bodenkontrolle (BK + VEH) bei 4,76 % + 1,22 %, bzw. fir BK + bFGF bei 6,46 % + 0,9 %.
Bei den Zellen, die fir 24 Stunden ohne BFGF unter den Bedingungen simulierter
Schwerelosigkeit kultiviert wurden, lag der Mittelwert bei 11,3 % * 2,27 %, bzw. fir die mit
bFGF behandelten Zellen bei 12,2 % + 0,61 %. Fur alle Gruppen ergaben sich jeweils n=5.

caspase-3 1. Wert 2. Wert 3. Wert 4. Wert 5. Wert MW St.Abw.
BK VEH 2,66 5,53 5,56 5,3 4,73 4,76 1,22
BK bFGF 5,82 59 7.1 5,75 7,72 6,46 0,90
ug VEH 7,3 11,73 12,54 12,18 12,77 11,30 2,27
ug bFGF 11,88 12,86 12,11 11,4 12,75 12,20 0,61

Tab. 47: Analyse der mittels Densitometrie ermittelten Daten; Caspase-3-Protein; % der
positiven Zellen mit Angabe der Einzelwerte, der Mittelwerte (MW) und der
Standardabweichung (St.Abw.).
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Abb. 45: Western Blot-Analyse von Ea.hy926 Zellen bezlglich Caspase-3: Die Ergebnisse
der Western Blot-Analyse bestatigten das Ergebnis der Durchflusszytometrie.

Bodenkontrolle VEH | Bodenkontrolle + bFGF O0g VEH
Bodenkontrolle + bFGF 0,008
0g VEH 0,008 0,016
0g bFGF 0,008 0,008 n.s.

Tab. 48: Tabellarische Darstellung der Ergebnisse fiir Caspase-3. Nicht-parametrischer Test
(Mann-Whitney U-Test); Angabe der Signifikanzwerte (P=); Signifikanz bei P<0,05.
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4.2.2.3.4 Fas

a) Durchflusszytometrie

Eigene Untersuchungen

Der Mittelwert der mittels Durchflusszytometrie erzielten Ergebnisse (% der positiven Zellen)
lag fir die Bodenkontrolle (BK + VEH) bei 9,61 % = 1,8 %, bzw. fir die mit bFGF
behandelten Zellen bei 12,5 % * 1,49 %. Bei den Zellen, die ohne BFGF fiir 24 Stunden
unter den Bedingungen simulierter Schwerelosigkeit kultiviert wurden, lag der Mittelwert bei
13,81 % % 3,11 %, bzw. flir die mit bFGF behandelten Zellen bei 13,81 % + 1,73 %. Fir alle

Gruppen ergaben sich jeweils n=5.

Fas 1. Wert 2. Wert 3. Wert 4. Wert 5. Wert MW St.Abw.
BK VEH 10,6 10,24 11,36 9,12 6,72 9,61 1,80
BK bFGF 13,3 13,42 12,46 13,38 9,92 12,50 1,49
ug VEH 16,36 15,54 15,78 12,38 8,98 13,81 3,11
ug bFGF 15,88 15,28 13,02 11,7 13,16 13,81 1,73

Tab. 49: Analyse der mittels Durchflusszytometrie ermittelten Daten; Caspase-3-Protein; %
der positiven Zellen mit Angabe der Einzelwerte, der Mittelwerte (MW) und der
Standardabweichung (St.Abw.).
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Eigene Untersuchungen
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Abb. 46: Durchflusszytometrische Untersuchung von Ea.hy926 Zellen bezuglich Fas: Es
zeigte sich ein Anstieg der Fas-positiven Zellen im Vergleich der behandelten zur
unbehandelten Bodenkontrolle. Bei den unter 0 g kultivierten Zellen zeigte sich ein genau
umgekehrter Effekt durch bFGF (Ulbrich et al., 2008).

Bodenkontrolle VEH Bodenkontrolle + bFGF 0g VEH
Bodenkontrolle + bFGF 0,047
0g VEH n.s. n.s.
Og bFGF 0,008 n.s. n.s.

Tab. 50: Tabellarische Darstellung der Ergebnisse fiir Fas. Nicht-parametrischer Test
(Mann-Whitney U-Test); Angabe der Signifikanzwerte (P=); Signifikanz bei P<0,05.
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Eigene Untersuchungen

b) Western Blot-Analyse

Der Mittelwert der mittels Densitometrie erzielten Ergebnisse (Integral-Bkg [%]) lag fur die
Bodenkontrolle (BK + VEH) bei 7,16 % * 2,58 %, bzw. fir BK + bFGF bei 8,58 % + 1,68 %.
Bei den Zellen, die fir 24 Stunden ohne BFGF unter den Bedingungen simulierter
Schwerelosigkeit kultiviert wurden, lag der Mittelwert bei 12,52 % + 3,31 %, bzw. fir die mit
bFGF behandelten Zellen bei 11,75 % * 3,23 %. Fur alle Gruppen ergaben sich jeweils n=5.

Fas 1. Wert 2. Wert 3. Wert 4. Wert 5. Wert MW St.Abw.
BK VEH 6,05 5,06 6,09 6,97 11,61 7,16 2,58
BK bFGF 6,33 7,56 9,51 8,85 10,63 8,58 1,68
ug VEH 8,35 11,2 11,21 15,78 16,05 12,52 3,31
ug bFGF 9,29 10,31 9,04 16,52 13,6 11,75 3,23

Tab. 51: Analyse der mittels Densitometrie ermittelten Daten; Fas-Protein; % der positiven
Zellen mit Angabe der Einzelwerte, der Mittelwerte (MW) und der Standardabweichung
(St.Abw.).
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Abb. 47: Western Blot-Analyse von Ea.hy926 Zellen beziiglich Fas: Die Ergebnisse der
Western Blot-Analyse bestatigten das Ergebnis der Durchflusszytometrie (Ulbrich et al.,
2008).

Bodenkontrolle VEH | Bodenkontrolle + bFGF O0g VEH
Bodenkontrolle + bFGF n.s.
O0g VEH 0,047 0,047
Og bFGF 0,047 n.s. n.s.

Tab. 52: Tabellarische Darstellung der Ergebnisse fiir Fas. Nicht-parametrischer Test
(Mann-Whitney U-Test); Angabe der Signifikanzwerte (P=); Signifikanz bei P<0,05.
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Eigene Untersuchungen

4.2.2.3.5p53

a) Durchflusszytometrie

Der Mittelwert der mittels Durchflusszytometrie erzielten Ergebnisse (% der positiven Zellen)
lag fir die Bodenkontrolle (BK + VEH) bei 23,48 % + 1,15 %, bzw. fir die mit bFGF
behandelten Zellen bei 25,2 % * 1,27 %. Bei den Zellen, die ohne BFGF fiir 24 Stunden
unter den Bedingungen simulierter Schwerelosigkeit kultiviert wurden, lag der Mittelwert bei
37,38 % + 1,17 %, bzw. fir die mit bFGF behandelten Zellen bei 31,81 % £ 7,9 %. Fir alle

Gruppen ergaben sich jeweils n=5.

p53 1. Wert 2. Wert 3. Wert 4. Wert 5. Wert MW St.Abw.
BK VEH 24,36 23,84 24,44 23,08 21,66 23,48 1,15
BK bFGF 26,46 25,58 26 24,74 23,24 25,20 1,27
ug VEH 37,82 35,72 37,92 38,72 36,7 37,38 1,17
ug bFGF 41,64 41,7 42,76 41,24 38,56 31,81 7,90

Tab. 53: Analyse der mittels Durchflusszytometrie ermittelten Daten; p53-Protein; % der
positiven Zellen mit Angabe der Einzelwerte, der Mittelwerte (MW) und der
Standardabweichung (St.Abw.).
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Eigene Untersuchungen
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Abb. 48: Durchflusszytometrische Untersuchung von Ea.hy926 Zellen beziglich p53: Es
zeigte sich ein Anstieg der p53-positiven Zellen im Vergleich der behandelten zur
unbehandelten Bodenkontrolle. Bei den unter 0 g kultivierten Zellen zeigte sich ein analoger
Effekt durch bFGF (Ulbrich et al., 2008).

Bodenkontrolle VEH Bodenkontrolle + bFGF 0g VEH
Bodenkontrolle + bFGF 0,047
O0g VEH 0,008 0,008
0g bFGF 0,008 0,008 0,016

Tab. 54: Tabellarische Darstellung der Ergebnisse fiir p53. Nicht-parametrischer Test
(Mann-Whitney U-Test); Angabe der Signifikanzwerte (P=); Signifikanz bei P<0,05.

96



Eigene Untersuchungen

b) Western Blot-Analyse

Der Mittelwert der mittels Densitometrie erzielten Ergebnisse (Integral-Bkg [%]) lag fur die
Bodenkontrolle (BK + VEH) bei 5,91 % * 2,35 %, bzw. fir BK + bFGF bei 10,91 % + 2,03 %.
Bei den Zellen, die fir 24 Stunden ohne BFGF unter den Bedingungen simulierter
Schwerelosigkeit kultiviert wurden, lag der Mittelwert bei 11,53 % + 3,54 %, bzw. fir die mit
bFGF behandelten Zellen bei 11,64 % * 2,7 %. Fur alle Gruppen ergaben sich jeweils n=5.

p53 1. Wert 2. Wert 3. Wert 4. Wert 5. Wert MW St.Abw.
BK VEH 3,43 3,93 5,53 8,17 8,51 5,91 2,35
BK bFGF 9,51 10,12 10,72 14,45 9,76 10,91 2,03
ug VEH 7,51 9,55 10,08 15,15 15,38 11,53 3,54
ug bFGF 9,62 10,38 9,62 12,65 15,93 11,64 2,70

Tab. 55: Analyse der mittels Densitometrie ermittelten Daten; p53-Protein; % der positiven
Zellen mit Angabe der Einzelwerte, der Mittelwerte (MW) und der Standardabweichung
(St.Abw.).
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Abb. 49: Western Blot-Analyse von Ea.hy926 Zellen bezuglich p53: Die Ergebnisse der
Western Blot-Analyse bestatigten das Ergebnis der Durchflusszytometrie (Ulbrich et al.,
2008).

Bodenkontrolle VEH | Bodenkontrolle + bFGF O0g VEH
Bodenkontrolle + bFGF 0,008
0g VEH 0,032 n.s.
0g bFGF 0,008 n.s. n.s.

Tab. 56: Tabellarische Darstellung der Ergebnisse fir p53. Nicht-parametrischer Test
(Mann-Whitney U-Test); Angabe der Signifikanzwerte (P=); Signifikanz bei P<0,05.
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Eigene Untersuchungen

4.2.2.3.6 NFkB

Western Blot-Analyse

Der Mittelwert der mittels Densitometrie erzielten Ergebnisse (Integral-Bkg [%]) lag fur die
Bodenkontrolle (BK + VEH) bei 3,34 % * 0,63 %, bzw. fir BK + bFGF bei 4,75 % + 0,53 %.
Bei den Zellen, die fir 24 Stunden ohne BFGF unter den Bedingungen simulierter
Schwerelosigkeit kultiviert wurden, lag der Mittelwert bei 17,69 % + 5,78 %, bzw. fir die mit
bFGF behandelten Zellen bei 14,23 % * 4,08 %. Fir alle Gruppen ergaben sich jeweils n=5.

NFkB 1. Wert 2. Wert 3. Wert 4. Wert 5. Wert MW St.Abw.
BK VEH 3,33 3,13 3,06 2,76 4.4 3,34 0,63
BK bFGF 4,41 5,04 5,44 4,07 4,79 4,75 0,53
ug VEH 13,69 13,74 13,99 26,72 20,3 17,69 5,78
ug bFGF 11,21 11,58 11,38 20,25 16,71 14,23 4,08

Tab. 57: Analyse der mittels Densitometrie ermittelten Daten; NF«B-Protein; % der positiven
Zellen mit Angabe der Einzelwerte, der Mittelwerte (MW) und der Standardabweichung
(St.Abw.).
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Abb. 50: Western Blot-Analyse von Ea.hy926 Zellen bezlglich NFkB: Bei den unter 0 g
kultivierten, behandelten Zellen kam es im Vergleich zur nicht-behandelten Gruppe zu einer
Reduktion des NFxB Gehalts (65 kDa) (Ulbrich et al., 2008).
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Bodenkontrolle VEH Bodenkontrolle + bFGF O0g VEH
Bodenkontrolle + bFGF 0,016
O0g VEH 0,008 0,008
0g bFGF 0,008 0,008 n.s.

Tab. 58: Tabellarische Darstellung der Ergebnisse fiir NFkB. Nicht-parametrischer Test
(Mann-Whitney U-Test); Angabe der Signifikanzwerte (P=); Signifikanz bei P<0,05.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass es im Kurzzeitversuch mit simulierter Schwerelosigkeit

auf Endothelzellen zu einer Reduktion der Apoptosefaktoren Bax, Bcl-2 und Fas kam. Dieser

Effekt wurd nach langer andauernder Exposition aufgehoben und umgedreht. Nach 10

Tagen unter simulierter Schwerelosigkeit stiegen nahezu alle Apoptosefaktoren, bis auf p53,

welches sein Level hielt, deutlich an.

Die Wirkungen von bFGF waren unterschiedlich. Wahrend bax und p53 unter dem Einfluss

von bFGF leicht anstiegen, sanken die Werte von Bcl-2, Caspase-3, Fas und NF«B leicht ab.
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4.2.3 Effekte von bFGF auf Endothelin-1, eNOS und TGFf,

4.2.3.1 Endothelin-1

a) PCR

Der Mittelwert der mittels TagMan PCR erzielten Ergebnisse (% der Kontrolle) lag fur die
Zellen, die fur vier Stunden als Bodenkontrolle kultiviert wurden (BK + VEH) bei 1,12 % *
0,54 %, bzw. fir die mit bFGF behandelten Zellen bei 0,87 % * 0,36 %. Fur die vier Stunden
unter simulierter Schwerelosigkeit kultivierten unbehandelten Zellen lag der Mittelwert bei
1,59 % £ 0,66 %, bzw. fir die behandelten Zellen bei 1,01 % + 0,24 %. Bei den Zellen, die
fiir 24 Stunden als Bodenkontrolle kultiviert wurden (BK + VEH) lag der Mittelwert bei 0,17 %
+ 0,09 %, bzw. fiir die mit bFGF behandelten Zellen bei 0,18 % + 0,06 %. Fir die 24 Stunden
unter simulierter Schwerelosigkeit kultivierten unbehandelten Zellen lag der Mittelwert bei
0,42 % £ 0,11 %, bzw. fir die mit bFGF behandelten Zellen bei 0,37 % + 0,11 %.

Endothelin-1 1. Wert 2. Wert 3. Wert 4. Wert 5. Wert MW St.Abw.
4h BK VEH 1 1,65 0,59 0,64 1,7 1,12 0,54
4h BK bFGF 0,57 1,47 0,94 0,67 0,7 0,87 0,36
4h pg VEH 1,45 1,02 1,31 1,44 2,72 1,59 0,66
4h pg bFGF 0,93 1,31 1,19 0,68 0,96 1,01 0,24
24h BK VEH 0,12 0,14 0,33 0,18 0,1 0,17 0,09
24h BK bFGF 0,17 0,15 0,14 0,16 0,28 0,18 0,06
24h yg VEH 0,46 0,52 0,26 0,49 0,37 0,42 0,11
24h ug bFGF 0,36 0,37 0,28 0,55 0,31 0,37 0,11

Tab. 59: Analyse der mittels TagMan PCR ermittelten Daten; Endothelin-1-Gen; % der
Kontrolle mit Angabe der Einzelwerte, der Mittelwerte (MW) und der Standardabweichung
(St.Abw.).
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Abb. 51: Ergebnis der PCR von Ea.hy926 Zellen beziiglich Endothelin-1: Es zeigte sich
zuerst eine verminderte Endothelin-1 Expression nach 24 h im Vergleich zu 4 h. Nach 4 h
zeigten sich keine signifikanten Veranderungen zwischen 0 g, 1 g, behandelt und nicht
behandelten Gruppen. Nach 24 h kam es unter simulierter Schwerelosigkeit zu einer
Erhéhung der Expression (Ulbrich et al., 2008).
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4h GC VEH | 4h GC bFGF | 4h ug VEH | 4h ug bFGF | 24h GC VEH [ 24h GC bFGF| 24h ug VEH

4h GC bFGF n.s.

4h ug VEH n.s. n.s.

4h ug bFGF n.s. n.s. 0,032

24h GC VEH 0,008 0,008 0,008 0,008
24h GC bFGF 0,008 0,008 0,008 0,008 n.s.

24h ug VEH 0,008 0,008 0,008 0,008 0,016 0,016
24h ug bFGF 0,008 0,008 0,008 0,008 0,032 0,008 n.s.

Tab. 60: Tabellarische Darstellung der Ergebnisse fir Endothelin-1: Nicht-parametrischer
Test (Mann-Whitney U-Test); Angabe der Signifikanzwerte (P=); Signifikanz bei P<0,05.

b) Western Blot-Analyse

Der Mittelwert der mittels Densitometrie erzielten Ergebnisse (Integral-Bkg [%]) lag fur die
Zellen, die fir 24 Stunden als Bodenkontrolle kultiviert wurden (BK + VEH) bei 21,72 % +
0,9 %, bzw. fir die mit bFGF behandelten Zellen bei 21,2 % + 1,73 %. Fir die 24 Stunden
unter simulierter Schwerelosigkeit kultivierten unbehandelten Zellen lag der Mittelwert bei
27,58 % + 0,98 %, bzw. flr die mit bFGF behandelten Zellen bei 29,49 % *+ 2,12 %.

Endothelin-1 1. Wert 2. Wert 3. Wert 4. Wert 5. Wert MW St.Abw.
BK VEH 21,85 20,66 21,41 23,12 21,58 21,72 0,90
BK bFGF 20,68 22,05 22,11 22,76 18,42 21,20 1,73
ug VEH 29,25 26,76 27,41 27,03 27,45 27,58 0,98
ug bFGF 28,22 30,53 29,07 27,09 32,55 29,49 2,12

Tab. 61: Analyse der mittels Densitometrie ermittelten Daten; Endothelin-1-Protein; % der
Kontrolle mit Angabe der Einzelwerte, der Mittelwerte (MW) und der Standardabweichung

(St.Abw.).
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Abb. 52: Ergebnis der Western Blot-Analyse von Ea.hy926 Zellen bezliglich Endothelin-1:
Nach 24h kam es unter simulierter Schwerelosigkeit zu einer Erhéhung der Endothelin-1
Gehalts. Dieser Effekt wurde durch bFGF verstarkt (Ulbrich et al., 2008).

24h GC VEH | 24h GC bFGF| 24h ug VEH
24h GC bFGF n.s.
24h ug VEH 0,008 0,008
24h ug bFGF 0,008 0,008 n.s.

Tab. 62: Tabellarische Darstellung der Ergebnisse fir Endothelin-1: Nicht-parametrischer
Test (Mann-Whitney U-Test); Angabe der Signifikanzwerte (P=); Signifikanz bei P<0,05.
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4.2.3.2 eNOS

PCR

Der Mittelwert der mittels TagMan PCR erzielten Ergebnisse (% der Kontrolle) lag fir die
Zellen, die fur vier Stunden als Bodenkontrolle kultiviert wurden (BK + VEH) bei 1,19 % *
0,8 %, bzw. fir die mit bFGF behandelten Zellen bei 0,76 % + 0,49 %. Fur die vier Stunden
unter simulierter Schwerelosigkeit kultivierten unbehandelten Zellen lag der Mittelwert bei
1,46 % £ 0,77 %, bzw. fir die behandelten Zellen bei 0,66 % * 0,15 %. Bei den Zellen, die
fiir 24 Stunden als Bodenkontrolle kultiviert wurden (BK + VEH) lag der Mittelwert bei 1,3 % *
0,18 %, bzw. fiir die mit bFGF behandelten Zellen bei 0,89 % + 0,25 %. Fur die 24 Stunden
unter simulierter Schwerelosigkeit kultivierten unbehandelten Zellen lag der Mittelwert bei
0,74 % £ 0,18 %, bzw. fur die mit bFGF behandelten Zellen bei 0,61 % + 0,1 %.

eNOS 1. Wert 2. Wert 3. Wert 4. Wert 5. Wert MW St.Abw.
4h BK VEH 1 1,96 0,49 0,39 2,1 1,19 0,80
4h BK bFGF 0,56 1,64 0,56 0,48 0,58 0,76 0,49
4h ug VEH 2,71 0,79 1 1,11 1,67 1,46 0,77
4h pg bFGF 0,7 0,73 0,75 0,74 0,39 0,66 0,15
24h BK VEH 1,51 1,27 1,08 1,44 1,19 1,30 0,18
24h BK bFGF 0,96 0,64 0,62 1,09 1,16 0,89 0,25
24h yg VEH 0,98 0,61 0,57 0,88 0,66 0,74 0,18
24h ug bFGF 0,46 0,72 0,6 0,67 0,59 0,61 0,10

Tab. 63: Analyse der mittels TagMan PCR ermittelten Daten; eNOS-Gen; % der Kontrolle
mit Angabe der Einzelwerte, der Mittelwerte (MW) und der Standardabweichung (St.Abw.).
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Abb. 53: Ergebnis der PCR von Ea.hy926 Zellen bezliglich eNOS: bFGF reduzierte in allen
Gruppen die Expression von eNOS. Nach 24 h unter simulierter Schwerelosigkeit kam es zu
einer deutlichen Reduktion der Expression im Vergleich zur Bodenkontrolle (Ulbrich et al.,

2008).
4h GC VEH | 4h GC bFGF [ 4h ug VEH | 4h ug bFGF | 24h GC VEH | 24h GC bFGF| 24h ug VEH
4h GC bFGF n.s.
4h ug VEH n.s. 0,047
4h ug bFGF n.s. n.s. 0,008
24h GC VEH n.s. n.s. n.s. 0,008
24h GC bFGF n.s. n.s. n.s. n.s. 0,032
24h ug VEH n.s. n.s. 0,032 n.s. 0,008 n.s.
24h pg bFGF n.s. n.s. 0,008 n.s. 0,008 n.s. n.s.

Tab. 64: Tabellarische Darstellung der Ergebnisse fir eNOS: Nicht-parametrischer Test

(Mann-Whitney U-Test); Angabe der Signifikanzwerte (P=); Signifikanz bei P<0,05.
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4.2.3.3 TGFB,

PCR

Der Mittelwert der mittels TagMan PCR erzielten Ergebnisse (% der Kontrolle) lag fir die
Zellen, die fur vier Stunden als Bodenkontrolle kultiviert wurden (BK + VEH) bei 0,93 % *
0,51 %, bzw. fiir die mit bFGF behandelten Zellen bei 0,67 % + 0,28 %. Fiir die vier Stunden
unter simulierter Schwerelosigkeit kultivierten unbehandelten Zellen lag der Mittelwert bei
1,28 % + 0,58 %, bzw. fiir die behandelten Zellen bei 0,61 % * 0,24 %. Bei den Zellen, die
fur 24 Stunden als Bodenkontrolle kultiviert wurden (BK + VEH) lag der Mittelwert bei 0,43 %
+ 0,11 %, bzw. fir die mit bFGF behandelten Zellen bei 0,26 % * 0,12 %. Fir die 24 Stunden
unter simulierter Schwerelosigkeit kultivierten unbehandelten Zellen lag der Mittelwert bei
0,75 % £ 0,29 %, bzw. fur die mit bFGF behandelten Zellen bei 0,45 % + 0,13 %.

TGFR1 1. Wert 2. Wert 3. Wert 4. Wert 5. Wert MW St.Abw.
4h BK VEH 1 1,62 0,41 0,42 1,32 0,93 0,51
4h BK bFGF 0,48 1,14 0,73 0,53 0,48 0,67 0,28
4h ug VEH 1,7 0,73 0,94 0,93 2,07 1,28 0,58
4h ug bFGF 0,74 0,78 0,82 0,39 0,32 0,61 0,24
24h BK VEH 0,41 04 0,61 0,41 0,31 0,43 0,11

24h BK bFGF 0.4 0,13 0,16 0,35 0,24 0,26 0,12
24h ug VEH 0,78 1,17 0,36 0,69 0,74 0,75 0,29
24h ug bFGF 0,32 0,43 0,38 0,48 0,65 0,45 0,13

Tab. 65: Analyse der mittels TagMan PCR ermittelten Daten; TGFB4-Gen; % der Kontrolle
mit Angabe der Einzelwerte, der Mittelwerte (MW) und der Standardabweichung (St.Abw.).
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Abb. 54: Ergebnis der PCR von Ea.hy926 Zellen beziiglich TGFB+: bFGF reduzierte in allen
Gruppen die Expression von TGFB4. Nach 24 h unter simulierter Schwerelosigkeit kam es zu
einer deutlichen Steigerung der Expression im Vergleich zur Bodenkontrolle (Ulbrich et al.,
2008).
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4h GC VEH | 4h GC bFGF | 4h ug VEH | 4h ug bFGF | 24h GC VEH | 24h GC bFGF| 24h g VEH
4h GC bFGF n.s.

4h ug VEH n.s. n.s.

4h ug bFGF n.s. n.s. 0,047

24h GC VEH 0,045 0,047 0,008 n.s.
24h GC bFGF 0,008 0,008 0,008 0,047 0,047

24h pg VEH n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. 0,016

24h ug bFGF n.s. n.s. 0,008 n.s. n.s. 0,047 n.s.

Tab. 66: Tabellarische Darstellung der Ergebnisse fur TGFB4: Nicht-parametrischer Test

(Mann-Whitney U-Test); Angabe der Signifikanzwerte (P=); Signifikanz bei P<0,05.

4.2.4 Korrelation von Endothelin-1 und TGFB,
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Abb. 55: Korrelation zwischen TGFR; und Endothelin-1. Die Korrelation ist auf dem Niveau
von 0,01 (2-seitig) signifikant (R= 0,858); Korrelation berechnet nach Pearson.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass es unter dem Einfluss von bFGF zu einer erhéhten

Expression von Endothelin-1 kam, wahrend die eNOS und TGFB, mRNA reduziert wurden.

Bemerkenswert ist die deutliche Korrelation zwischen Endothelin-1 und TGFp;.

106



Eigene Untersuchungen

4.2.5 Das Zytoskelett
4.2.5.1 F-Aktin

Zur Verdeutlichung der Veranderungen des Zytoskeletts wurde F-Aktin angefarbt.

30 min Og

Abb. 56: F-Aktin Farbung. F-Aktin war nach 30 min (A), 2 h (B) und 4 Tagen (C) unter
simulierter Schwerelosigkeit herabgesetzt. Nach 10 Tagen unter simulierter Schwerelosigkeit
akkumulierte F-Aktin an der zellularen Membran und perinuklear (E, siehe Pfeile) verglichen
mit den dazu gehorigen 1 g Kontrollzellen (D) (Infanger et al., 2007).
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4.2.5.2 F-Aktin und alpha-/beta-Tubulin

F-actin 10 d F-actin 10 d
1g HY

Abb. 57: F-Aktin, o- und B-Tubulin Farbung. Endothelzellen als Kontrolle (A) und nach 10
Tagen Klinorotation (B). F-Aktin akkumuliert an der zellularen Membran (Pfeil) multizellularer
Spharoide (B). Alpha- (C) und beta (D)-Tubulin Immunfluoreszenz: Unter Mikrogravitation
strecken sich die mikrotubuldren Filamente von schlecht definierten Organisationszentren
und werden vereinigt, verdickt und verkurzt (Pfeile) (Infanger et al., 2007).
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4.2.5.3 Vimentin

Duchflusszytometrie

Der Mittelwert der mittels Durchflusszytometrie erzielten Ergebnisse (% der positiven Zellen)
lag fur die Bodenkontrolle (BK) bei 80,3 % + 2,0 %. Bei den Zellen, die fir zehn Tage unter
den Bedingungen simulierter Schwerelosigkeit kultiviert wurden, lag der Mittelwert bei 89,8 %
+ 0,9 %. Fur BK und 10 d pg ergaben sich jeweils n=4.

Vimentin 1. Wert 2. Wert 3. Wert 4. Wert MW St.Abw.
10d BK 81,2 82,3 79,9 77,6 80,3 2,0
10d pg 90,5 89,6 90,3 88,6 89,8 0,9

Tab. 67: Analyse der mittels Durchflusszytometrie ermittelten Daten; Vimentin-Protein; % der
positiven Zellen mit Angabe der Einzelwerte, der Mittelwerte (MW) und der
Standardabweichung (St.Abw.).
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Abb. 58: Durchflusszytometrische Untersuchung von Ea.hy926 Zellen bezuglich Vimentin:
Es zeigte sich ein Anstieg der Vimentin-positiven Zellen nach 10 Tagen unter simulierter
Schwerelosigkeit.
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Der Aufenthalt unter simulierter Schwerelosigkeit flhrte bei Endothelzellen zu gravierenden
Veranderungen des Zytoskeletts. Die Menge und Lokalisation von F-Aktin bei Zellen, die 0 g
Bedingungen ausgesetzt waren, variierte stark im Vergleich zu den Bodenkontrollen. Bei
alpha-/ und beta-Tubulinen war eine deutliche morphologische Veréanderung der unter 0 g
kultivierten Zellen zu erkennen. Betrachtet man die Ergebnisse fir Vimentin, so war eine

gesteigerte Positivitat nach Exposition der Zellen an Schwerelosigkeit deutlich zu sehen.
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5. DISKUSSION

Fir die vorliegende Arbeit wurden Endothelzellen des Menschen unter den Bedingungen
simulierter Schwerelosigkeit fur einen Zeitraum von 10 Tagen unter Zuhilfenahme eines
dreidimensionalen Klinostaten (Random Positioning Machine, RPM) untersucht. Diese
Doktorarbeit ist die Grundlage fur das Sheroids Experiment ESA-AO-2004-006 ,Effects of
weightlessness on tube formation, differentiation, and the mechanisms of apoptosis in
human endothelial cells®, das 2011 zur ISS geflogen wird.

5.1 Endothelzellen und Schwerelosigkeit

Seit der Zeit, als die ersten flugtauglichen Weltraumbioreaktoren konstruiert wurden,
(Gmunder et al., 1988) wurden immer wieder bei Weltraummissionen Zellkulturen mitgefihrt
und wahrend, bzw. nach dem Flug analysiert. Das besondere Augenmerk bei den
Untersuchungen lag bislang auf der Veranderung zellularer Eigenschaften unter dem
Einfluss von Schwerelosigkeit. Fanden die ersten Untersuchungen noch an Lymphozyten
statt (Pippia et al., 1996; Cogoli-Greuter et al., 1996), so begann man recht bald, auch
Einzelzellsuspensionen aus Gewebszellen auf Weltraumfliige mitzunehmen. Interessiert
waren die Forscher vor allem am Einfluss kosmischer Strahlung auf Gewebszellen im
Hinblick auf Schaden an den Zellen, und der Mdéglichkeit, diese Schadigung zu verhindern
(Meli et al., 1998). Des Weiteren war die Genexpression interessant, bzw. ihre Verédnderung
unter Schwerelosigkeit (Stein et al., 1999; Ohnishi et al., 2000). Wéhrend der STS-90 und
STS-86 Fluge wurden Ratten-Nierenzellen als dreidimensionale Kulturen gezichtet,
anschlieend fixiert, und nach der Landung hinsichtlich der Genexpression untersucht. Es
stellte sich heraus, dass wahrend der sechstagigen Inkubation im Space Shuttle, im
Vergleich zu den Laborproben, mehr als 1600 Gene in ihrer Expression beeinflusst wurden
(Hammond et al., 2000). Die Forschung im Bereich Endothelzellen unter Schwerelosigkeit ist
neu, wobei die angewendete Methode der Kultivierung mithilfe eines Klinostaten bereits
etabliert ist (Grimm et al., 2006). Diese Dissertation beschaftigt sich mit dem Verhalten von
Endothelzellen unter Schwerelosigkeit, zum einen hinsichtlich des Unterschieds zwischen
Kurz- und Langzeiteffekten, zum anderen hinsichtlich des Einflusses von bFGF. Es stellte
sich die Frage nach den Adaptationsprozessen, die Endothelzellen in der fir sie neuen
Umgebung durchlaufen. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass der Gehalt an
extrazellularen Matrixproteinen stark ansteigt, was dafir spricht, das die Zellen sich in ihrer
neuen Umgebung stabilisieren. Bekannt ist bereits, dass sich Endothelzellen schon nach
kurzer Zeit zu dreidimensionalen Spharoiden zusammenlagern. Nachdem nun gezeigt
werden konnte, dass die Zellen auch einen langeren Aufenthalt unter diesen Bedingungen
kompensieren, und sich der neuen Umgebung anpassen, ist ein weiterer wichtiger Schritt in

Richtung Tissue Engineering getan. Es stellt sich nunmehr die Frage ob es mdglich ist,
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mithilfe dieser Methode MikrogefédRBe zu zilchten, die einerseits in der Mikrochirurgie
eingesetzt werden kdnnten, andererseits fur Pharmakatest verwendet werden kénnen, um so

auf Dauer Tierversuche einzusparen.

5.2 Dreidimensionale multizellulare Sphéaroide

Um Gewebszellen in einer moglichst realistischen Umgebung beurteilen zu kénnen ist es
notig, sie nicht im zweidimensionalen Wachstum zu untersuchen, sondern eingebunden in
dreidimensionale Strukturen. Die derzeit noch angewendeten Standardverfahren haben
groBe Nachteile. Bei der Liquid-overlay-Technik beeinflussen Sedimentationskrafte die Zell-
Zell-Interaktion, und bei der Spinner flask entstehen durch das Rihren hohe Scherkréfte,
welche sich ebenfalls negativ auf die Zell-Zell-Interaktionen auswirken.

Eine neue Technik ist das Anwenden von RPM oder RWV zur Bildung dreidimensionaler
Spharoide. Erste Ergebnisse waren viel versprechend (Ingram et al., 1997; Yoffe et al., 1999;
Hedlund et al., 1999; Khaoustov et al., 1999; Battle et al., 1999).Schon beim derzeitigen
Stand der Technik ermdglichen es die Spharoide, in vitro Antworten auf Fragen beziglich
der Diffusion von Luft, Nahrstoffen, Proteinen usw. zu liefern (Gorlach und Acker, 1994).

Es soll zukiinftig moglich werden, Sphéaroide herzustellen, deren dreidimensionaler Aufbau
dem Ursprungsgewebe derart &hnelt, dass man mit ihrer Hilfe schnellere Riickschliusse auf
die in vivo Situation anstellen kann. Hierfur war es nétig zu zeigen, dass Zellen auch langere
Zeit unter den Bedingungen simulierter Schwerelosigkeit kultiviert werden kénnen und das
entstandene Sphéaroide wahrend dieser Zeit stabil bleiben. Diese Bedingungen konnten
durch diese Arbeit Uberprift und bestatigt werden. Das Erzeugen multizellularer Spharoide
mithilfe einer RPM ist schnell und einfach durchzufiihren. Uberprift werden muss in
Folgeversuchen die Frage, wie sich Suspensionen aus mehreren Kulturen unter diesen

Bedingungen verhalten.

5.3 Veranderungen des Zytoskeletts der Endothelzellen unter simulierter
Schwerelosigkeit

Wie bereits in Studien an anderen Zellen beobachtet, so verandern auch Endothelzellen ihre
strukturellen  Anordnungen der zytoskelettalen Filamente, wenn sie simulierter
Schwerelosigkeit ausgesetzt werden. Das F-Aktin Netzwerk verschwindet voriibergehend
innerhalb weniger Stunden zu Beginn der Klinorotation. Nach 4 Tagen wurde eine
Reorganisation in einigen, wenn auch nicht in allen Zellen sichtbar. Nach einer 10-tégigen
Wachstumsphase unter Mikrogravitation konnte eine Filamentanhaufung in der Néhe der
Zellmembran beobachtet werden, sowie in der perinukledren Gegend, jeweils im Vergleich
zu den Bodenkontrollen. Aktinfilamente stabiliseren die Zelle. Nachdem es im

Langzeitversuch zu einer Reorganisation dieser Filamente kam liegt die Vermutung nahe,
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dass dies ein Hinweis auf eine beginnende Anpassung der Zellen an die veranderten
Bedingungen sein kénnte. Eine Unterbrechung der zytoskelettalen Integritdt wurde bereits
lange als ein gravitationssensibler Mechanismus in einzelnen Zellen vermutet (Hughes-
Fulford, 2003; Hoeger und Gruener, 1990). Neuere Untersuchungen, die auf dieser Arbeit
aufbauen konnen, sollten der Frage nachgehen, welche Pathways aktiviert werden, und in
wieweit das Zytoskelett hierin involviert ist. Obwohl die Veranderungen der Filamentstruktur
auf einem direkten Einfluss der Mikrogravitat auf die Proteine zu beruhen scheinen (Gruener
et al., 1993), kann es nicht ausgeschlossen werden, dass einige Faktoren, die wahrend der
Klinorotation iberaus stark produziert werden, eine Rolle spielen kénnten (Pellegrino et al.,
2004). Ein intaktes Zytoskelett ist fur eine Signallibertragung von groRer Bedeutung.
Membranare zytoskelettale Interaktionen sind in die Ubertragung von second messengern
durch Signalverstarkung involviert (Carraway und Carraway, 1989). Hierfir kann eine
Beziehung zwischen zytoskelettaler Zerstérung und Apoptose postuliert werden (Lewis et al.,
1998). Apoptose wird in vielen verschiedenen Zelltypen induziert, die unter simulierter
Schwerelosigkeit wachsen (Lewis et al., 1998; Maccarrone et al., 2003; Sakar et al., 2000).
Uber &hnliche Veranderungen des Zytoskeletts in verschiedenen Zelltypen wurden bereits
bei anderen berichtet (Meloni et al., 2004; Meyers et al., 2005; Guignandon et al., 2001).
Geklart werden muss in neuen Untersuchungen die Frage, ob es Uber einen langeren
Zeitraum (<10d) zu einer exakten Wiederherstellung des Zytoskeletts kommt, und inwieweit
dies die Proliferation von Spharoiden beeinflusst.

5.4 Die Rolle der Extrazellularen Matrix bei Endothelzellen

Endothelzellen sind in die EZM eingebettet. Die Hauptbestandteile der EZM sind
verschiedene Typen von Kollagenen, Laminin und Fibronektin. Im gesunden Gewebe
unterliegt die EZM einem kontrollierten Metabolismus (Blobel, 2000), welcher es der Zelle
trotz Einbindung in ein Stutzgewebe erlaubt, mit ihrer Umgebung zu kommunizieren. Kommt
es zu einem gesteigerten Abbau der EZM, so fiihrt dies zur Inaktivierung wichtiger
Rezeptoren der Zell-Zell-Interaktion, und somit zum Zerfall des Gewebes. Ein verzdgerter
Abbau hingegen fiihrt zu einer Uberproduktion extrazellularer Matrix, was eine Fibrose mit
Gewebeverhartung und Zerstérung der Zell-Zell-Interaktion nach sich zieht (Grimm et al.,
1998).

Unter den Bedingungen simulierter Schwerelosigkeit zeigte sich ein Anstieg samtlicher
untersuchter EZM-Proteine im Langzeitversuch. Bei Osteopontin konnte im Kurzzeitversuch
ein Absinken der Werte beobachtet werden, welcher sich dann jedoch tiber die Dauer der
10-tagigen Inkubation relativierte. Dies spricht daflr, dass die Zellen sich an ihre neue
Umgebung anpassen. Interessant wére ein langer dauernder Aufenthalt (<10d) um der Frage

nachzugehen, ob die Expression von Matrixproteinen einen Hohepunkt erreicht und dann
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abfallt, oder ob ein gleich hohes Niveau gehalten wird. Unter dem Einfluss von bFGF zeigten
sich keine wesentlichen Veranderungen an der EZM, die Werte schwankten nur leicht oder
veranderten sich nicht.

Gerade am Beispiel von Osteopontin lasst sich erkennen, dass es zu einem Einfluss der
Schwerelosigkeit auf die EZM kommt. Nach einer und zwei Stunden unter simulierter
Schwerelosigkeit kommt es zu einem Absinken der Werte, die dann jedoch Uber das
Ausgangsniveau hinweg ansteigen. Dies ist eine Reaktion auf die Schwerelosigkeit. Ob es
nun allerdings zuerst zu einem gestorten Zell-Zell-Kontakt und darauf folgender
Matrixiiberproduktion kommt, oder ob die Uberproduktion der EZM-Proteine als Antwort auf
Schwerelosigkeit erfolgt, und es infolgedessen zu einem gestorten Zell-Zell-Kontakt kommt,

muss in weiteren Studien genauer geklart werden.

5.5 Apoptose und Schwerelosigkeit

Ein ausgewogenes Verhéltnis aus Zellvermehrung, Wachstumsstillstand und Zelltod ist eine
Grundvoraussetzung sowohl fir die embryonale und postembryonale als auch fiur die
Homdostase eines erwachsenen Organismus. Die Mechanismen, die diesem Gleichgewicht
zugrunde liegen, wurden allerdings erst in den letzten 20 Jahren entdeckt und erforscht.
Kommt es bei Astronauten in verschiedenen Gewebearten zu einer gesteigerten Apoptose?
Ist diese gesteigerte Apoptose als Ursache fur Erkrankungen des Herz-Kreislaufsystems, der
Schilddriise oder fiir Osteoporose anzusehen? Wie lasst sich der gesteigerte Muskelabbau
unter Schwerelosigkeit erklaren? Dies alles sind Fragen, auf die der programmierte Zelltod
eine Antwort sein kann. Erste Untersuchungen haben sich bereits mit diesen Fragen
beschaftigt und zu neuen Erkenntnissen gefuhrt (Aoshiba et al.,, 1997; Baldwin 1996;
Boonyaratanakornkit et al., 2005; Grimm et al., 2002).

Betrachtet man die Kurzzeiteffekte simulierter Schwerelosigkeit im Bezug auf Bax, Bcl-2 und
Fas, so wird jeweils eine Reduktion der Proteine im Vergleich zur Bodenkontrollgruppe
deutlich. Dieser Effekt verschwindet allerdings im Langzeitversuch. Hier ist ein deutlicher
Anstieg aller untersuchten Proteine, Bax, Bcl-2, Fas und Caspase-3 zu verzeichnen, sowie
eine Stagnation von p53 auf hohem Niveau. Die Veranderung der Proteine ist auf die
Verédnderung der Schwerkraftverhdltnisse zuriickzufuhren. Wie jedoch genau die
verschiedenen Regelmechanismen funktionieren, die diesen Ergebnissen zugrunde liegen,
ist noch nicht geklart. Zu welchem Zeitpunkt beginnen die Veranderungen im Inneren der
Zelle? Was ist der exakte Ausloser dieses Signals? Diese und weitere Fragen mussen in
nachfolgenden Untersuchungen geklart werden.

Bei Behandlung mit bFGF kommt es zu unterschiedlichem Verhalten der untersuchten
Proteine. Wahrend Bax und p53 weiter ansteigen, kommt es bei Bcl-2, Fas, Caspase-3 und

NFkB zu einer Reduktion der Proteinmenge. BFGF scheint also durchaus eine gewisse
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Schutzfunktion auszuliben, welche sich jedoch nicht auf alle Faktoren gleichermassen
auswirkt. Hierbei ist hinzuzufligen, dass die Untersuchungen mit Applikation von bFGF nur
fur 24h getatigt wurden, und eine weitere Untersuchung hinsichtlich der Langzeiteffekte

daher sehr interessant ist.

5.6 Langzeiteffekte der simulierten Schwerelosigkeit auf Genexpression und
Proteingehalt

In bisherigen Untersuchungen wurde dokumentiert, dass die Expression von Genen
maoglicherweise innerhalb von 10 min erhéht wird, nachdem eine Zelle ein adaquates
stimulierendes Signal empfangen hat, welches sowohl chemischer als auch mechanischer
Natur sein kann (Choi et al., 2004; Ben Rejeb et al., 2004; Ortega et al., 2005; Varanasi und
Datta, 2005). Betrachtet man die Gene dieser Proteine, so wurde das Signal untersucht, das
die Zellen erreicht, nachdem die Schwerkraft ,ausgeschaltet* wurde. Dies scheint den
schnellen Anstieg der mRNA Transkription zu induzieren. Ahnlich wie bei der c-fos mMRNA
Expression in Mausen nach Gabe der Substanz P (Choi et al., 2004) hatten die mRNA
Konzentrationen der ausgewahlten Gene ihren starksten Anstieg in der 10. Minute und fielen
anschlieRend von der 10. zur 30. Minute wieder ab. Das Maximum, das innerhalb der ersten
10 Minuten erreicht wird, wird bis zum 10. Tag der Inkubation nicht Giberschritten, obwohl die
Caspase-3 mRNA einen zweiten Anstieg zwischen Tag 4 und Tag 10 der Kultivierung zeigt.
Aus den Ergebnissen kann geschlossen werden, dass ein Haupteffekt der Mikrogravitat auf
einem Signal beruht, welches die Zellen in dem Moment des Ubergangs von 1 g zur
Mikrogravitat erreicht. Wie auch immer, ein lang andauernder zusatzlicher Einfluss der
Mikrogravitat scheint vorhanden zu sein, wie es bereits bei der Struktur der Caspase-3
Genexpression vermutet wird. Friihe voribergehende und Langzeiteffekte der Mikrogravitat
wurden ebenfalls beobachtet, als der Umbau von extrazellularen Matrixkomponenten,
Apoptosefaktoren und Wachstumsfaktoren untersucht wurde. Es ist aus der Literatur
bekannt, dass es eine Hochregulierung der mRNA innerhalb von 10 Minuten nach Erreichen
des aktivierenden Signals moglicherweise vom Prozess des korrespondierenden Proteins
nach 24 bis 72 Stunden gibt (Ortega et al., 2005; Varanasi und Datta, 2005). Hierfuir konnte
die Anreicherung der verschiedenen Proteine innerhalb von 4, 12 oder 24 Stunden, die an
Ea.hy926 Zellen in einer fruiheren Studie beobachtet werden konnten, zu der sehr frihen
Expression der korrespondierenden mRNA (Infanger et al., 2006a) in Bezug gebracht
werden. Die Erkenntnisse aus dieser Untersuchung sind neu, zeigen sie erstmalig die
Auswirkung eines langer dauernden Aufenthaltes unter den Bedingungen simulierter
Schwerelosigkeit. Interessant wéare nun ein exakter zeitlicher Verlauf, der in regelméafligen

Abstanden das Absinken bzw. Ansteigen der Werte dokumentiert. Auf diese Weise kdnnte
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gezeigt werden, wann es zu Veranderungen kommt, und ob dies in Relation zu
beispielsweise Verdnderungen am Zytoskelett steht.

5.7 Vorubergehende Veranderungen und Langzeiteffekte der Mikrogravitation

Betrachtet man die Ergebnisse dieser Studie, so zeigt es sich, dass der dreidimensionale
Klinostat ein wichtiges experimentelles System darstellt, um Endothelzellen zu kultivieren,
die in dreidimensionalen Verbéanden wachsen. Es war hierbei zum ersten Mal mdglich zu
zeigen, dass der Ubergang von Schwerkraft zu verminderter Schwerkraft einen Haupteffekt
auf Endothelzellen des Menschen ausibt, die unter Bedingungen der simulierten
Schwerelosigkeit kultiviert wurden. Ein zweiter Langzeiteffekt ist mdglicherweise in den
Proteinen der extrazellularen Matrix zu finden, im zytoskelettalen Netzwerk und in den
Mikrotubuli. Es ist moglicherweise auch der Grund fur den anhaltenden Anstieg des Levels
der apoptotischen Zellen. Von einer Vielfalt I6slicher Faktoren, Zytokinen und
Wachstumsfaktoren wurde beobachtet, dass sie von humanen Endothelzellen in Kultur
freigesetzt wurden. Die Mehrheit dieser Zytokine wurde in konstanter Menge (Bodenkontrolle
verglichen mit Klinorotierten Zellen) sezerniert, wie es mittels der benannten
immunologischen Methode ermittelt werden konnte, was nicht notwendig die Veranderungen
der biologische Aktivitat der Faktoren ausschliet (Hymer et al., 1996). Die ET-1 Freisetzung
wurde deutlich unter simulierter Schwerelosigkeit vermindert, was auf eine Schlisselrolle
dieser Substanz bei der Entwicklung der endothelialen Dysfunktion im Weltall schlieRen
lasst. Die RPM ist hier wieder einmal ein wichtiges ground-based System, um die Effekte der
Schwerelosigkeit an einzelnen Zellen auf der Erde zu untersuchen, auch als Vorbereitung fiir

zukinftige Weltallmissionen auf der ISS.

5.8 Der basic Fibroblast Growth Factor

BFGF ist ein Mitglied der Fibroblast Growth Factor Familie. Es wirkt chemoattraktiv fur
kapillare Endothelzellen (Gospodarowicz et al., 1985) und spielt mdglicherweise eine Rolle
bei der Angiogenese. In dieser Arbeit wurde die Auswirkung von bFGF im 24 Stunden
Versuch auf Endothelzellen der humanen Zelllinie Ea.hy926 erforscht.

Es zeigte sich, dass bFGF zu einer weiteren geringen Erhéhung von Kollagen Typ IlI,
Fibronektin, Laminin und Osteopontin fihrt. Dieses Ergebnis legt den Schluss nach, dass
bFGF die Endothelzellen bei ihrer Adaptation an eine neue Umgebung unterstiitzt. Im
Hinblick auf die Apoptosefaktoren kommt es durch bFGF zu einer Senkung von Caspase-3,
Bcl-2, Fas und NFxB. Mdglicherweise tbt bFGF somit eine Schutzfunktion fir die Zellen aus.
In dieser Arbeit wurde nur der Zeitraum bis 24 h untersucht. Zu klaren ware, ob der bFGF
erst bei langer dauernder Anwendung oder sogar zu Beginn der Gravitationsanderung wirkt,

sodass es zu unterschiedlichen Effekten bei verschiedenen Zeitpunkten kommt. Es empfiehlt
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sich somit, eine erneute Applikation von bFGF in einer Langzeitstudie, sowie in einer
Ultrakurzzeitstudie zu testen.

5.9 Der Klinostat als Research-Tool

Die Vorteile des Klinostaten liegen in der Simulation von Schwerelosigkeit, ohne die bereits
erwahnten Schwierigkeiten, wie sie bei Liquid-overlay Methode oder den Spinner flask
Techniken auftreten. Allerdings ist auch der Klinostat nicht in der Lage, die im Weltraum
angetroffenen Veranderungen in allen Aspekten zu simulieren. Weder kosmische Strahlung
noch die verénderten Diffusionsverhaltnisse kénnen vom Klinostaten nachempfunden
werden. Im Bezug auf die Fragestellung, ob es unter den gegebenen Umsténden vertretbar
ist, Experimente auf dem Klinostaten durchzufiihren, lasst sich sagen, dass Strahlung selbst
Apoptose auslésen kann, wie dies tagtéglich in der Strahlentherapie angewandt wird.
Effekte der kosmischen Strahlung sind unter anderem DNS-Briiche, Mutationen,
Verénderungen in der Zelldifferenzierung und die vermehrte Expression von p53 (Ohnishi et
al., 2001). Auch sind Ergebnisse bekannt, die den Schluss nahe legen, dass Zellen, die der
Schwerelosigkeit ausgesetzt sind, strahlungsempfindlicher sind, bzw. dass beide Einflisse
einen synergistischen Effekt haben kénnten (Morrison, 1994).

Wie beeinflusst Diffusion die Zelle? Unter Schwerelosigkeit kommt es zu einem
verlangsamten Austausch von N&hrstoffen und Metaboliten. Dies bedeutet fir die Zelle eine
Beeinflussung hinsichtlich ihres Wachstums und ihrer Differenzierung.Ist nun das Fehlen
dieses Faktors beim Einsatz des Klinostaten ein Nachteil, der die gewonnenen Ergebnisse
unbrauchbar werden lasst? Es handelt sich bei der RPM um ein Simulationsgerat, mit dem
die Schwerelosigkeit besser dargestellt werden kann, als dies mit herkdbmmlichen Methoden
der Fall war. Eine 100%ige Ubereinstimmung mit realer Schwerelosigkeit ist mit einer
.ground based facility* derzeit nicht zu erreichen. Das Fehlen von verénderten
Diffusionsverhaltnisse ist eher als Vorteil denn als Nachteil zu betrachten.

Die gewonnenen Ergebnisse zeigen somit den direkten Einfluss der Schwerelosigkeit auf die
untersuchten Zellen. Durch die Eliminierung der anderen Faktoren ist es mdglich, Schlusse
zu ziehen, welcher Faktor nun die Veranderungen in den Zellen hervorruft. Der Klinostat
verandert nur einen der Faktoren, die im Orbit gegeben sind, namlich die Schwerelosigkeit.
Des Weiteren ist zu betonen, dass die auf dem Klinostat gefundenen Verédnderungen mit den
Ergebnissen aus Untersuchungen im Weltraum ohne weiteres vergleichbar sind
(Schwarzenberg et al., 1999; Ayed et al., 1992; Hoson et al., 1997). Der Klinostat ist somit
ein geeignetes Werkzeug, um eine Vorauswahl geplanter Weltraumuntersuchungen zu
treffen. Untersuchungen auf dem Klinostaten sind billiger als reale Flige und vor allem
beliebig oft reproduzierbar, was ihn unter anderem zu einem wichtigen Instrument der

Grundlagenforschung macht.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Endothelzellen in der Schwerelosigkeit

Viele Weltraummissionen haben gezeigt, dass langer dauernde Weltraumfliige das Risiko
kardiovaskuléarer Probleme erhéhen. In dieser Arbeit wurden zum einen erstmalig humane
Endothelzellen der Zelllinie EA.hy926 Uber einen Zeitraum von 10 Tagen unter den
Bedingungen der Mikrogravitation mithilfe eines dreidimensionalen Klinostaten untersucht,
um vorubergehende von langer andauernden Effekten der Schwerelosigkeit zu
unterscheiden. Die maximale Expression aller untersuchten Gene war 10 min nach Beginn
der Klinorotation erreicht. Die Genexpression (Osteopontin, Fas, TGF-3;) sank auf niedrigere
aber hochregulierte Level oder stieg erneut (Caspase-3) nach dem vierten Tag der
Klinorotation an. Der Caspase-3-, Bax- und Bcl-2-Proteingehalt erhéhte sich nach 10 Tagen
Mikrogravitation. Darlber hinaus fanden sich im Langzeitversuch ein vermehrter Gehalt an
Kollagen Typ | und Ill, sowie Veranderungen des Zytoskeletts im Bezug auf alpha- und beta-
Tubulin sowie F-Aktin.

Dariiber hinaus untersucht diese Arbeit die Wirkung von bFGF im Hinblick auf
Kurzzeiteffekte. Die Fibroblast Growth Factor-Familie besteht aus Wachstumsfaktoren, die in
Wundheilung und Embryonalentwicklung involviert sind. Die Interaktion mit an
Zelloberflachen-gebundene Heparansulfat-Proteoglykane ist fur die FGF Signaltransduktion
essenziell. In normalem Gewebe kommt bFGF in Basalmembranen und in der
subendothelialen extrazellularen Matrix von BlutgefaRen vor. Das Ziel dieser Arbeit ist es, die
moglichen Effekte von bFGF auf den programmierten Zelltod und die extrazellularen
Matrixproteine, den Proteingehalt von Induktoren und Inhibitoren der Apoptose und der
Genexpression von Endothelin-1 und eNOS zu untersuchen. Diese Arbeit hat erstmalig
gezeigt, dass bFGF unter Bedingungen von 0 g den Gehalt an Kollagen Typ |, Bcl-2,
Caspase-3, Fas und NFxB reduziert und den Gehalt an Kollagen Typ Ill, Fibronektin,
Laminin, Bax, p53, Endothelin-1, eNOS und TGF; steigert.

In folgenden Studien muss nun geklart werden, wie sich Endothelzellen Uber einen Zeitraum
von > 10 d unter den Bedingungen simulierter Schwerelosigkeit verhalten, zu welchen
exakten Zeitpunkten signifikante Veranderungen eintreten, welche Rolle bFGF bei diesen
Vorgangen spielt und ob es mdglich ist, die Methode der Kultivierung von Endothelzellen
mithilfe einer RPM im Bereich des Tissue Engineering einzusetzen.
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7. SUMMARY

Endothelial cells under microgravity

Many space missions have shown that prolonged space flights may increase the risk of
cardiovascular problems. Using a three-dimensional clinostat, this work investigated for the
first time human endothelial EA.hy926 cells up to 10 days under conditions of microgravity to
distinguish transient from long-term effects of weightlessness. Maximum expression of all
selected genes occurred after 10 minutes of clinorotation. Gene expression (osteopontin,
Fas, TGF-R,) declined to slightly upregulated levels or rose again (caspase-3) after the fourth
day of clinorotation. Caspase-3, Bax and Bcl-2 protein content was enhanced for 10 days of
microgravity. In addition, long-term accumulation of collagen type | and Ill and alterations of
the cytoskeletal alpha- and beta-tubulins and F-actin were detectable.

Besides that, this work investigates the effects of bFGF on short-term investigations.
Fibroblast growth factors are a family of growth factors involved in wound healing and
embryonic development. The interaction with cell-surface associated heparin sulfate
proteoglycans has been shown to be essential for FGF signal transduction.

In normal tissue, bFGF is present in basement membranes and in the subendothelial
extracellular matrix of blood vessels. The specific goal of this work was to examine possible
effects of bFGF on programmed cell death and extracellular matrix proteins, protein contents
of inducers and inhibitors of apoptosis and the gene expression of endothelin-1 and eNOS.
This work clearly demonstrates for the first time that bFGF reduces collagen type |, bcl-2,
caspase-3, fas and NFkB and increases collagen type Ill, fibronectin, laminin, bax, p53,
endothelin-1, eNOS and TGFp;.

New experiments should show how endothelial cells react to conditions of simulated
microgravity for a time period > 10d, at which defined time points significant changes occur, if
bFGF plays a key role in this changes and if it is possible to use this method of cultivation of

endothelial cells with the help of a RPM for tissue engineering in future.
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