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1 Einleitung 

1.1 Das Endothel und hämodynamischer Scherstress 

1.1.1 Funktionen des Endothels 

Das Endothel ist ein essentieller Bestandteil mit integrativer Bedeutung für die Ge-

samtfunktion eines Blutgefäßes. Als Monolayer kleiden Endothelzellen das gesamte 

vaskuläre System aus und fungieren dabei als Trennschicht zwischen den tieferliegen-

den Gefäßwandbestandteilen und dem strömenden Blut [1]. Diese exponierte Lage 

bedingt, dass das intakte Endothel an der Detektion und Integration sowohl von me-

chanischen als auch metabolischen Stimuli beteiligt ist. Als Reaktion auf die sich stän-

dig ändernden Flussbedingungen und die variierende Zusammensetzung 

vasoreaktiver Substanzen im Blut setzt das Endothel seinerseits unterschiedliche Re-

agenzien frei. Über die Produktion von vasomotorisch aktivem, dilatatorisch wirken-

dem Stickstoffmonoxid (Nitric Oxide, NO) aus L-Arginin durch die endothelialen NO-

Synthasen (eNOS) wird z.B. die Gefäßweite und damit auch der aktuelle Blutdruck 

reguliert [2]. Eine vasodilatative Wirkung wird neben NO auch Prostazyklin zugeschrie-

ben [3]. Als Gegenspieler dieses gefäßerweiternden Systems kann u.a. Endothelin-1 

gewertet werden. Dieses Peptid wird ebenfalls von Endothelzellen synthetisiert und 

ausgeschüttet. Es hat insbesondere eine langanhaltende vasokonstriktive Wirkung 

und dient damit im Zusammenspiel mit NO der Blutdruck-Balancierung [4]. Zusätzlich 

sind Endothelzellen unter bestimmten Bedingungen auch an der lokalen Fibrinolyse 

beteiligt [5]. Im Gegensatz dazu kann sich das synthetische Profil auch hin zu pro-

thrombotischen, proliferativen und vasokonstriktiven Mediatoren ändern [6]. Außer-

dem spielt die Expression verschiedener Oberflächenmoleküle wie z.B. von Selektinen 

oder Integrinen eine entscheidende Rolle bei der lokalen Ausprägung von Entzün-

dungsprozessen und bei der Leukozytenadhäsion und –diapedese [7]. Dieser hoch-

gradig regulierte Vorgang verdeutlicht eine weitere einzigartige Leistung des Endothels 

– nämlich die selektive Permeabilität für einzelne Blutzellpopulationen unter spezifi-

schen Bedingungen. Das Endothel ist zusätzlich an der Angiogenese bzw. Vaskulo-

genese beteiligt [8].  
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1.1.2 Pathophysiologische Bedeutung des Endothels 

Aus den oben genannten mannigfaltigen regulatorischen Aufgaben des Endothels 

lässt sich schlussfolgern, dass Läsionen des Monolayers weitreichende Folgen für die 

Funktion des gesamten vaskulären Systems nach sich ziehen. Eine besondere Be-

deutung wird dabei der Ausbildung einer endothelialen Dysfunktion zugeschrieben [9]. 

Diese endotheliale Funktionsstörung ist im engeren Sinne charakterisiert durch eine 

reduzierte Vasodilatation, welche insbesondere auf eine reduzierte Bioverfügbarkeit 

von NO zurückgeführt wird. Neuere Untersuchungen haben allerdings gezeigt, dass 

die endotheliale Dysfunktion auch durch proinflammatorische und prothrombotische 

lokale Gefäßeigenschaften charakterisiert ist [10]. Die endotheliale Funktionsstörung 

ist in einem wesentlichen Ausmaß mit der Entstehung und Progression von Arthero-

sklerose verbunden [11] und konnte bereits in der frühen, präklinischen Entstehungs-

phase nachgewiesen werden [12]. In Folge dieser Veränderungen können komplette 

oder inkomplette Lumenverlegungen mit anschließender ischämischer Symptomatik 

auftreten. So sind zahlreiche sehr häufige und z.T. schwerwiegende Krankheitsbilder 

wie die koronare Herzerkrankung [13], die periphere arterielle Verschlusskrankheit 

[14], die Hypertonie, die chronische Herzinsuffizienz, der Diabetes Mellitus und das 

chronisches Nierenversagen mit der endothelialen Dysfunktion assoziiert [15]. Anhand 

dieser manifesten klinischen Erscheinungen wird deutlich, welche entscheidende Be-

deutung ein möglichst umfassendes Verständnis der physiologischen Endothelzellre-

gulation hat.  

1.1.3 Hämodynamischer Scherstress 

Da Endothelzellen innerhalb eines Gefäßes stets direkt mit dem strömenden Blut in-

teragieren, sind sie auch den jeweiligen mechanischen Kräften ausgesetzt. So wirkt 

auf alle Schichten der Gefäßwand, bedingt durch den Blutdruck, eine sog. Ringspan-

nung (p) ein. In Adaptation daran kommt es im Rahmen der Autoregulation zur Vaso-

dilatation oder -konstriktion. Außerdem wirkt der sog. Endotheliale Scherstress (ESS), 

der durch den Blutfluss an der Gefäßwand entsteht, exklusiv auf das Endothel und soll 

im Folgenden eingehender beschrieben werden [16].  

Der ESS ist die tangentiale Kraft pro Flächeneinheit, die durch die Reibung des flie-

ßenden Blutes auf die Oberfläche von Endothelzellen einwirkt. Er ist proportional zu 

dem Produkt aus der Viskosität des Blutes (µ) und dem räumlichen Gradienten der 
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Fließgeschwindigkeit, also dem Verhältnis, mit welchem sich benachbarte Flüssig-

keitsschichten zueinander verschieben (auch als Scherrate 
𝑑𝑣

𝑑𝑦
 bezeichnet). Demnach 

gilt: 𝐸𝑆𝑆 = µ × 
𝑑𝑣

𝑑𝑦
. Die Angabe erfolgt als Kraft pro Flächeneinheit (in N/m², Pa oder 

dyne/cm²)[17].  

In Hinblick auf eine genauere Charakterisierung der lokalen Fließgeschwindigkeit kann 

eine Unterteilung in sog. laminaren vs. turbulenten Fluss (physikalisch genauer: lami-

nare oder turbulente Strömung) erfolgen. Der laminare Fluss ist durch das Auftreten 

von Stromlinien (streamlined flow) und Fehlen von Turbulenzen charakterisiert. Im Ge-

gensatz zum laminaren Fluss lassen sich beim turbulenten Fluss keine geordneten 

Stromlinien erkennen und die Flussgeschwindigkeit und -richtung ändert sich an jedem 

Punkt des Gefäßes stetig über die Zeit. Die sog. Reynolds-Zahl (Re) hilft, in Abhängig-

keit von der Gefäßgeometrie, eine Unterscheidung zwischen laminarem und 

turbulentem Fluss zu treffen. Die dimensionslose Reynolds-Zahl drückt das Verhältnis 

der Trägheitskräfte zu Zähigkeitskräften einer Strömung aus und erlaubt Rückschlüsse 

auf das Turbulenzverhalten einer Strömung. Gemeinhin wird ab einer Re > 2000 von 

einer turbulenten Strömung ausgegangen. Es muss dabei aber in Betracht gezogen 

werden, dass in vivo durch den Herzschlag insbesondere im arteriellen System stets 

ein pulsatiler Fluss herrscht, der durch sich ändernde Flussgeschwindigkeiten in Ab-

hängigkeit vom kardialen Auswurf charakterisiert ist [18–20].  

Der ESS ist neben den oben beschriebenen Parametern in erheblichem Ausmaß auch 

von den anatomischen Verhältnissen und der komplexen Gefäßgeometrie (z.B. an Bi-

furkationen oder Gefäßabgängen) abhängig. Dies führt dazu, dass in einigen geraden, 

unverzweigten Bereichen des Gefäßsystems pulsatiler, unidirektionaler Scherstress 

unterschiedlichen Ausmaßes auftritt. In verzweigten Gefäßbereichen oder hinter loka-

len Gefäßstenosen ist hingegen turbulenter Fluss mit daraus resultierendem oszillato-

rischem Scherstress zu beobachten. Oszillatorischer Scherstress bezeichnet dabei 

bidirektionalen Scherstress unterschiedlichen Ausmaßes in Abhängigkeit vom Herz-

schlag [21,22]. Bereiche des Gefäßbaumes, in denen solche Flussbedingungen herr-

schen, können Prädilektionsstellen für die Entwicklung pathologischer Gefäß-

situationen wie z.B. Artherosklerose darstellen, was sich strukturell z.B. auch an der 

fehlenden Ausrichtung der Endothelzellen am Schervektor (s.u.) beobachten lässt 
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[23,24]. Hingegen ist laminarer Fluss und pulsatiler Scherstress mit der Induktion eines 

protektiven endothelialen Phänotyps assoziiert [25]. 

Die Oberflächenstruktur eines kontinuierlichen Endothelzell-Monolayers lässt für ex-

perimentelle Zwecke die Annahme eines kontinuierlichen, laminaren Flusses in Wand-

nähe zu, auch wenn (wie erläutert) in vivo pulsatile, laminare Bedingungen vorherr-

schen [26]. So wurde auch in dieser Arbeit kontinuierlicher, laminarer Fluss in vitro 

appliziert. 

1.1.4 Endotheliale Mechanotransduktion 

Endothelzellen sind physiologischerweise dauerhaft einem ESS ausgesetzt, was kon-

tinuierlich zu einer Deformation und anschließenden Adaptation der Zellen an die lo-

kalen Flussbedingungen führt [26]. Der Prozess der Übersetzung mechanischer Kräfte 

in biochemische Signale wird als endotheliale Mechanotransduktion bezeichnet [27].  

Dieser multifunktionale Prozess ist trotz zahlreicher Anstrengungen bis heute noch 

nicht umfassend verstanden. Einigkeit besteht darüber, dass zahlreiche mechano-

sensitive Strukturen (sog. Mechanosensoren) an der Erfassung der mechanischen 

Zelldeformation beteiligt sind und auf unterschiedliche Art die Endothelzellfunktion und 

-morphologie beeinflussen. Besonders sensitiv reagieren Endothelzellen auf 

räumliche [28] und zeitliche [29] Scherstressgradienten. Die verschiedenen 

Adaptationsprozesse umfassen initial z.B. intrazelluläre Ionenfluktuationen (v.a. 

Änderungen der Kalziumkonzentration), G-Protein-Aktivierungen und die Ausschüt-

tung potenter Mediatoren wie z.B. NO oder Prostazyklin [26,30–32]. Im späteren Ver-

lauf erfolgt eine Änderung der Gen- und Proteinexpression, in der von zellulären 

Mechanosensoren getriggerte, intrazelluläre Signalwege zur Phosphorylierung ver-

schiedener Transkriptionsfaktoren (z.B. Rel-related nuclear factor kappa B [NFκB] und 

JNK/activator protein 1 [AP-1]) führen [33]. Diese binden daraufhin an sog. Shear 

stress responsive elements mechanosensitiver Gene, was zu deren verstärkter oder 

reduzierter Expression führt [34,35].  

Das Konzept der dezentralen Mechanotransduktion 

Die wesentlichen Schritte der endothelialen Mechanotransduktion sind in sehr unter-

schiedlichen Zellbereichen lokalisiert, obwohl nur die luminale Membran direkt mit dem 

Blutfluss interagiert. Dieser räumlichen Heterogenität trägt das von Davies et al. [26] 
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entwickelte Modell der dezentralen Mechanotransduktion Rechnung, auf welches im 

Folgenden überblicksartig eingegangen werden soll. 

Demnach kommt es initial durch die Einwirkung des ESS auf die Zelloberfläche zu 

einer mechanischen Deformation der Endothezelloberfläche (Schritt 1). Vermittelt 

durch das Zytoskelett erfolgt anschließend die intrazelluläre Transmission dieser 

Kräfte in andere Zellbereiche (Schritt 2). Darauf folgt die Mechanotransduktion im ei-

gentlichen Sinne, nämlich die Übertragung der mechanischen Kräfte in biochemische 

Aktivität durch verschiedene Mechanotransducer. Dieser Prozess ist im Sinne des hier 

erläuterten Konzeptes in unterschiedlichen Zellbereichen lokalisiert, zu denen die lu-

minale, junktionale und basale Plasmamembran sowie der Nukleus gehören (Schritt 

3). Letztlich folgt die Änderung biochemischer Signalwege mit Feedback (Schritt 4) 

[26,36,37]. 

Es bleibt jedoch zu beachten, dass die im Rahmen der konzeptionellen Chronologie 

aufgezeigten Schritte in vivo teilweise zeitlich parallel ablaufen. Beispielsweise wird 

davon ausgegangen, dass Schritt 1 und Schritt 2 nahezu simultan stattfinden, was z.B. 

an der zeitgleichen Öffnung scherstresssensitiver Ionenkanäle und der Aktivierung von 

G-Proteinen festgemacht werden kann [36]. 

Relevante endotheliale Mechanosensoren und -transducer 

Dem oben eingeführten Konzept von Davies et al. folgend sollen hier nun eine Auswahl 

relevanter mechanosensitiver Endothelzellstrukturen und einige wesentliche Mecha-

notransducer näher erläutert werden. 

Schritt 1 der Mechanotransduktion: Bei der mechanischen Oberflächendeformation 

durch Scherstress dienen neben der Zellmembran an sich z.B. die Glykokalyx [38] und 

primäre Zilien als Interface zwischen Blutstrom und Endothelzellen [39]. 

Schritt 2 der Mechanotransduktion: Die intrazelluläre Transmission der wirkenden me-

chanischen Kräfte erfolgt unter Vermittlung des endothelialen Zytoskeletts 

[36,37,40,41]. Dabei hat die Gesamtheit der zytoskelettalen Komponenten eine duale 

Funktion. Einerseits registrieren sie lokale Flussbedingungen und vermitteln eine pas-

sive Übertragung der Kräfte auf die luminale [42], junktionale [43] und basale 

Plasmamembran [44] sowie den Nukleus [45]. Zusätzlich findet aber auch eine stetige 

Reorganisation in Anpassung an den lokalen Scherstress z.B. durch Umbau von Aktin-
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Zytoskelett-Komponenten [46], Intermediärfilamenten (IF) [37] und Mikrotubuli (MT) 

[47] statt.  

Schritt 3 & 4 der Mechanotransduktion: Die endothelialen Mechanosensoren und -

transducer sollen im Folgenden, nach ihrer Lokalisation geordnet, näher charakterisiert 

werden: 

Luminale Membran: Die luminale Plasmamembran von Endothelzellen ist jener Be-

reich, der direkt mit dem strömenden Blut interagiert. Hier finden sich u.a. mechano-

sensitive Ionenkanäle, welche insbesondere durch hämodynamischen Scherstress di-

rekt mechanisch geöffnet werden. Es handelt sich dabei v.a. um Kalium-, Kalzium- und 

unspezifische Kationenkanäle, aus deren Öffnung sowohl direkte Effekte wie z.B. die 

NO-Ausschüttung als auch indirekte, über second messenger vermittelte Signalüber-

tragungen resultieren [48–51].  

Weiterhin sind auf der Oberfläche von Endothelzellen G-Protein-gekoppelte Rezepto-

ren (G-Protein coupled Receptor, GPCR) exprimiert, die mit ihren sieben Transmem-

brandomänen die Plasmamembran durchspannen und auf der zytosolischen Seite mit 

heterotrimeren G-Proteinen interagieren. Es konnte gezeigt werden, dass für die Akti-

vierung und folgende G-Protein-abhängige Signalübertragung sowohl eine direkte 

Ligand-Rezeptor-Interaktion als auch eine ligandenunabhängige mechanische Dislo-

kation des Rezeptors selbst verantwortlich sein können [52]. Für diese ligandenunab-

hängige Aktivierung kommen generell zwei Mechanismen in Frage.  

1.) Eine direkte Aktivierung des GPCR durch die mechanische Deformation der 

Membran in Folge der wirkenden hämodynamischen/mechanischen Kräfte, wie von 

Chachisvilis et al. [53] am Beispiel des Bradykinin B2 Rezeptors (B2R) nachgewiesen.  

2.) Die GPCR werden aber auch sekundär durch Interaktionen mit andere Mechano-

sensoren (z.B. Integrinen oder mechanosensiblen Ionen-Kanälen) aktiviert [54].  

Diese Aktivierung des Rezeptors führt zu einer Konformationsänderung desselben, 

welche über die drei G-Protein-Untereinheiten (α-, β-, γ-Untereinheit) intrazelluläre 

Signalkaskaden aktiviert und darüber z.B. die Genexpression beeinflusst [55]. Dass 

diese Mechanismen auch bei scherstressabhängigen Mechanotransduktions-
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vorgängen relevant sind, wird bei näherer Betrachtung der G-Protein-abhängigen En-

dothelzellfunktionen deutlich. So konnte z.B. bei der Prostazyklin- und Endothelin-1-

Ausschüttung eine Mediation durch G-Proteine gezeigt werden [56,57]. 

Weitere Strukturen auf der luminalen Plasmamembran von Endothelzellen, die me-

chanosensitiv reagieren, sind Tyrosin Rezeptor Kinasen. Ein relevanter Vertreter die-

ser Gruppe ist z.B. ein Rezeptor des Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), die 

Fetal Liver Kinase 1 (Flk-1). Diese ist (wie oben angedeutet) auch unabhängig von 

ihrem Liganden VEGF an der Mechanotransduktion beteiligt [58]. Außerdem befinden 

sich auf der luminalen Membran auch Caveolae, von denen eine direkte Interaktion 

mit dem Aktin-Zytoskelett und eine Krafttransmission auf dasselbe bekannt sind 

[59,60]. 

Junktionale Membran: Auf der junktionalen Oberfläche von Endothelzellen befinden 

sich z.B. die Vascular endothelial (VE)-Cadherine, die im Wesentlichen die Adhärens-

kontakte als mechanische Verbindung zu Nachbarzellen ausmachen [61]. Über die 

u.a. assoziierten α- und β-Catenine sowie Plaktoglobin (entspricht γ-Catenin) wird die 

Konnektion zum zellulären Zytoskelett hergestellt [62]. VE-Cadherine sind integraler 

Bestandteil eines mechanosensorischen Komplexes, der auf der junktionalen Oberflä-

che von Endothelzellen lokalisiert ist und im Folgenden noch eine wichtige Rolle spie-

len soll. Dieser besteht neben den VE-Cadherinen auch aus der bereits erwähnten Flk-

1, also dem VEGF-Rezeptor 2 (VEGFR2), und dem Platelet Endothelial Cell Adhesion 

Molecule 1 (PECAM-1) [63].  

Basale Membran: Im Bereich der abluminalen, d.h. basalen Plasmamembran befinden 

sich auf Endothelzellen Fokale Adhäsionskontakte (engl. Focal Adhesions, FA), die als 

Membrankomponenten eine Verbindung des zellulären Zytoskeletts mit dem Substrat 

(in vivo also der Extrazellulären Matrix [EZM]) vermitteln [64]. Diese Verankerung ge-

währleistet die Aufrechterhaltung der Zellspannung sowie -gestalt [65] und realisiert 

neben zahlreichen weiteren Endothelzellfunktionen auch Mechanotransduktions-

prozesse [40,42,66,67]. Obwohl Fokale Adhäsionskontakte auf der abluminalen 

Membran nicht direkt einer mechanischen Kraft ausgesetzt sind, konnten doch zahl-

reiche scherstressabhängige Reorganisationsvorgänge an diesen Molekülkomplexen 

beobachtet werden [40,68]. Es konnte gezeigt werden, dass die essenzielle Verbin-

dung von Zytoskelett und EZM (z.B. von Fibronektin, Vitronektin und Kollagenen) 

durch Integrine als heterodimere Transmembrankomponente aufrechterhalten wird 
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und sie ihrerseits als mechanosensitive Strukturen über einen spezifischen molekula-

ren Signalweg zu einer Reorganisation des Zytoskeletts führen [69–72]. Die Aktivie-

rung dieses Signalweges wird durch die Interaktion der zytoplasmatischen Domänen 

der Integrine mit Molekülen wie der Focal Adhesion Kinase (FAK), c-Src oder Paxillin 

vermittelt [73]. Die strukturelle Verbindung zwischen den Integrinen und dem Aktin-

Zytoskelett wird dabei durch α-Actinin, Talin und Vinculin aufrechterhalten [44].  

An dieser Stelle soll die in dieser Arbeit verwendete Terminologie in Bezug auf die 

endotheliale Adhäsion geklärt werden. Fokale Adhäsionskontakte sind jene Haftkon-

takte, die die basale Zellmembran mit der ECM verbinden. Abzugrenzen davon sind 

die Adhärenzkontakte (engl. Adherens Junctions, AJ), die ein Beispiel für interzelluläre 

Haftkontakte sind und dementsprechend die Verbindung der junktionalen Membranen 

benachbarter Zellen herstellen. Wird von Adhäsionskomplexen gesprochen, ist die Ge-

samtheit beider Haftkontakte, also FA und AJ, gemeint. Die Adhäsion beschreibt all-

gemein die Fähigkeit der Zellen zur basalen Adhäsion wie auch junktionalen Adhärenz. 

Nukleus: Es ist hinlänglich bekannt, dass das Zytoskelett den Nukleus von Endothel-

zellen an das zelluläre Binnengerüst anbindet [74]. Aus dieser engen Verbindung leitet 

sich auch die Hypothese ab, dass der Nukleus bei mechanischer Deformation der Zelle 

ebenfalls komprimiert bzw. elongiert wird und diese strukturelle Einwirkung sich direkt 

auf die Regulation mechanosensitiver Gene auswirkt [26,37,75,76]. Die Rolle der Nuk-

leusdeformation ist allerdings im Gesamtkonzept der (endothelialen) Mechano-

transduktion noch weitgehend ungeklärt [77].   

Die oben beschriebenen Mechanotransducer aktivieren unterschiedliche intrazelluläre 

Signalwege, die oft miteinander interagieren. Viele dieser nachgeschalteten Signal-

kaskaden konvergieren jedoch in eine gemeinsame Endstrecke. Es handelt sich dabei 

um den Mitogen-Activated-Protein-Kinase (MAPK) Signalweg, was dessen Schlüssel-

rolle im Konzept der Mechanotransduktion herausstellt [73,78]. 

Der Effekt von Scherstress auf die Endothelzellfunktion 

Nachdem deutlich gemacht wurde, durch welche Strukturen und Mechanismen En-

dothelzellen hämodynamische Kräfte detektieren, soll nun ein Überblick über einige 

wesentliche endotheliale Adaptationsvorgänge gegeben werden [73], nachdem bereits 

einzelne Effekte in Kapitel 1.1.3 angedeutet wurden. 
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Die Exposition von Endothelzellen gegenüber laminarem Scherstress führt zu einer 

Reduktion der Zellproliferation. Dies wird darauf zurückgeführt, dass vermehrt Zellen 

in der G0- oder G1-Phase des Zellzyklus verbleiben [79,80]. Zusätzlich wird der Zell-

umsatz durch eine scherstressabhängige Suppression der Apoptose reduziert [81]. 

Dies macht einen protektiven Effekt auf die endotheliale Integrität aus, indem Läsionen 

im Endothelzell-Monolayer verhindert werden sowie die endotheliale Permeabilität und 

somit der transendotheliale Durchtritt von Makromolekülen reduziert wird [82,83]. Au-

ßerdem konnten durch laminaren Scherstress vermehrt positive Effekte auf die mit 

dem FAK-Signalweg assoziierte Endothelzellmigration beobachtet werden, was unter 

experimentellen Bedingungen zu einer signifikant verbesserten vaskulären Wund-

heilung beigetragen hat [67,84]. Dewey et al. [41] konnten bereits im Jahr 1981 die 

Bedeutung der scherstressinduzierten Ausrichtung der Endothelzellen entlang des 

Schervektors beobachten. Weitere Untersuchungen bestätigten anschließend, dass 

für die physiologische Ausprägung des Zytoskeletts (und damit der Endothelzell-Mor-

phologie) Scherstress eine wesentliche Bedeutung hat. Diese morphologischen Er-

scheinungen konnten insbesondere von der Gruppe um Sato et al. [85] auch bio-

mechanisch validiert werden, so dass heute auch von den elastischen Eigenschaften 

der Endothelzellen eine Scherstressabhängigkeit bekannt ist. Es soll nicht unerwähnt 

bleiben, dass auch die Produktion und Ausschüttung zahlreicher endothelialer Media-

toren scherstressinduziert verläuft. Exemplarisch sollen hier die bereits in Kapitel 1.1.1 

erwähnten Vasodilatatoren NO und Prostazyklin genannt werden [56,86]. Hingegen 

wird die Produktion des Vasokonstriktors Endothelin-1 durch Scherstress reduziert 

[87].      

 

1.2 Das Apelin/APJ-System 

Im Jahre 1993 wurde von O’Dowd et al. [88] erstmals ein intronloses Gen (Apelin-

Rezeptor, APLNR) auf dem Chromosom 11q12 beschrieben. Dieses kodiert für einen 

380 Aminosäuren langen GPCR, der große strukturelle Ähnlichkeit mit dem GPC An-

giotensin II Typ 1 Rezeptor (AT-1) aufweist.  

Nachdem sich jedoch zeigte, dass trotz der großen strukturellen Ähnlichkeit zwischen 

APLNR (APJ) und AT-1-Rezeptor der Ligand Angiotensin nicht in der Lage ist, an den 

APJ zu binden, konnte im Jahre 1998 ein endogenes Peptid als APJ-Ligand isoliert 
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werden. Apelin wird aus dem 77 Aminosäuren langen Peptid Preproapelin synthetisiert 

und liegt in verschiedenen Isoformen, nämlich u.a. Apelin-36, Apelin-17, Apelin-13, 

dessen pyroglutamatierter Form [Pyr1]Apelin-13 und Apelin-12 vor. Die kürzesten Iso-

formen zeigen dabei die größte biologische Aktivität [89–91]. Das humane Apelin kann 

nach Interaktion mit dem APJ zahlreiche verschiedene intrazelluläre Signalwege akti-

vieren [92]. In Endothelzellen führt z.B. Apelin-12 via Aktivierung des Phosphoinositid-

3-Kinase (PI3K)/Akt Signalweges zu einer vermehrten NO-Produktion und Apelin-13 

zur Phosphorylierung von Extracellular Regulated Kinase 1/2 (ERK1/2) mit Einfluss 

auf die Endothelzell-Proliferation [93]. Es konnten im humanen Plasma relevante 

Apelinmengen nachgewiesen werden und Apelin als zirkulierendes Peptid im 

gesunden Organismus nachgewiesen werden. Bei Patienten mit einer chronischen 

Herzinsuffizienz bei koronarer Herzkrankheit war die plasmatische Apelin-Aktivität sig-

nifikant reduziert [94,95]. 

Das Apelin/APJ-System wird in unterschiedlichen Geweben, wie z.B. weißem Fettge-

webe, dem zentralen Nervensystem, dem Nierengewebe und der Lunge exprimiert 

[96–98]. In besonderem Ausmaß konnten Komponenten des Systems jedoch im kar-

diovaskulären System (in glatten Muskelzellen, Endothelzellen und Kardiomyozyten) 

nachgewiesen werden. Zieht man zusätzlich in Betracht, dass eine Apelin-

immunoreaktivität beim Menschen insbesondere im kardialen und vaskulären Gewebe 

beobachtet wurde, mag dies erklären, warum dort eine besondere Bedeutung des A-

pelin/APJ-Systems angenommen wird [99,100].    

1.2.1 Das Apelin/APJ im kardiovaskulären System 

Apelin wurde als positiv inotroper, peripherer Vasodilatator beschrieben, der aufgrund 

seines zusätzlichen Einflusses auf die Flüssigkeitshomöostase bereits als potenzielles 

Therapeutikum zur Behandlung der Herzinsuffizienz beschrieben wurde [101]. Für den 

vasodilatatorischen Effekt des Systems konnten zwei Mechanismen ausgemacht wer-

den: einerseits für Apelin-12 eine endothelabhängige, autokrine APJ-Aktivierung mit 

endothelialer NO-Ausschüttung [102] und andererseits für Apelin-13 und [Pyr1] Apelin-

13 ein durch Prostazyklin-Ausschüttung vermittelter Mechanismus [103]. Wirkte Ape-

lin-13 allerdings parakrin auf vaskuläre, glatte Muskelzellen, z.B. weil ein funktionales 

Endothel fehlte, wurde ein vasokonstriktiver Effekt beobachtet [104]. 
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Die positive Inotropie tritt interessanterweise nicht nur unter physiologischen Umstän-

den, sondern auch in den pathologischen Situationen einer akuten Myokardischämie 

und frühen ischämischen Herzinsuffizienz auf. Dabei spielt folgende Tatsache eine 

besondere Rolle: Unter experimentellen Bedingungen konnte nachgewiesen werden, 

dass eine längerfristige Apelinstimulation die kardiale Auswurfleistung erhöhte, ohne 

allerdings zu einer ventrikulären Hypertrophie zu führen [105]. Hingegen konnte ge-

zeigt werden, dass die Apelin-Konzentrationen im Zustand einer chronischen Herz-

insuffizienz reduziert sind [106]. Daraus wird oftmals abgeleitet, dass das Apelin/APJ-

System bei der Entstehung einer Herzinsuffizienz initial einen protektiven Effekt hat, 

welcher sich aber bei Progression der Erkrankung erschöpft [107].  

Für die Fragestellung dieser Arbeit sind Erkenntnisse zum Einfluss des Apelin/APJ-

Systems auf die Integrität des Endothels bzw. auf die Entstehung artherosklerotischer 

Läsionen entscheidend. Obwohl gemeinhin angenommen wird, dass insbesondere die 

Apelinwirkung einen positiven Effekt auf die „vaskuläre Gesundheit“ habe, ist die aktu-

elle Studienlage dazu widersprüchlich. Es scheint erwiesen, dass die Apelinexpression 

in artherosklerotischen Gefäßen beim Menschen hochreguliert ist und im speziellen 

Fall eines diabetischen Mausmodells Apelin einen verstärkenden Effekt auf die Patho-

genese der endothelialen Dysfunktion hat. Allerdings wurden in anderen Tiermodellen 

sowohl gefäßprotektive als auch Artherosklerose fördernde Tendenzen des Ape-

lin/APJ-Systems ausgemacht [108–112]. Dementsprechend erscheint es umso wichti-

ger, auch in vitro detaillierte Erkenntnisse zum Einfluss des APJ auf funktionelle und 

biomechanische Eigenschaften des Endothels zu eruieren. 

1.2.2 Der mechanosensitive APJ 

Entscheidende Hinweise auf eine mechanosensitive Funktion des APJ erbrachte die 

Studie von Scimia et al. [113], die in murinen Kardiomyozyten eine ligandenunabhän-

gige mechanische Aktivierung des APJ nach elastischer Dehnung beschrieb. Für eine 

ligandenunabhängige, rein mechanische Aktivierung des APJ muss im Gegensatz zur 

ligandenabhängigen Aktivierung ein Trend zur Induktion einer ventrikulären Hypertro-

phie bei den untersuchten herzinsuffizienten Mäusen konstatiert werden. Dies als 

Grundlage nutzend, gelang es, eine scherstressabhängige Regulation des 

Apelin/APJ-Systems in humanen Endothelzellen nachzuweisen. So führte die Scher-

stressexposition von Humanen Umbilikalen Venösen Endothelzellen (Human Umbili-

cal Vein Endothelial Cells, HUVEC) zu einer vermehrten Apelin- und APJ-messenger 
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RNA (mRNA)- sowie -Proteinexpression. Um die mechanosensitive Funktion des APJ 

genauer zu untersuchen, wurden Apelin Knock-down (KD) HUVEC hämodynami-

schem Scherstress ausgesetzt und der Nachweis einer vermehrten APJ-Expression 

in einem apelinfreien System erbracht. Daraus konnte eine scherstressabhängige aber 

ligandenunabhängige Regulation des APJ in humanen Endothelzellen abgeleitet wer-

den [93].  

 

1.3 Zielstellung 

Detaillierte Kenntnisse der endothelialen Mechanotransduktion sind eine entschei-

dende Voraussetzung für das Verständnis von (patho-) physiologischen Regulations-

vorgängen in humanen Gefäßen und der Pathogenese endothelialer Läsionen. Trotz 

mannigfaltiger Anstrengungen auf diesem Gebiet bleiben einige Regulationsmecha-

nismen ungeklärt. Es werden immer wieder neue mechanosensible Strukturen von 

Endothelzellen sowie bisher ungeahnte Wechselwirkungen zwischen ihnen entdeckt. 

Auch der GPCR APJ ist eine solche „neue“ mechanosensible Struktur.  

Diese Arbeit hat zum Ziel, die scherstressabhängige Regulation des APJ sowie seine 

Verteilung auf Endothelzellen genauer zu beschreiben. Außerdem soll die Bedeutung 

des APJ für wichtige endotheliale Adaptationsvorgänge an lokale hämodynamische 

Verhältnisse eruiert werden. Exemplarisch werden dafür die biomechanischen Eigen-

schaften und das Zytoskelett-Remodeling von Endothelzellen sowie die endotheliale 

Adhäsion in Abhängigkeit von APJ-Expression und physiologischen Scherstressver-

hältnissen untersucht. Zusätzlich soll die räumliche Beziehung des APJ zu bekannten 

Mechanotransducern betrachtet werden. 

Damit leistet diese Arbeit einen Beitrag zur Einordnung des endothelialen Mechano-

sensors APJ in das Konzept der dezentralen Mechanotransduktion. Außerdem dient 

sie der weiteren Charakterisierung des GPCR APJ in humanen Endothelzellen. 

Die in der vorliegenden Arbeit dargestellten und diskutierten Ergebnisse wurden teil-

weise bereits unter dem Titel „The apelin receptor influences biomechanical and 

morphological properties of endothelial cells“ im Journal of Cellular Physiology veröf-

fentlicht [114]. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Chemikalien, Medien und Kits 

Bezeichnung Hersteller 

4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) Roth, Karlsruhe 

Accutase, Enzymlösung PAA, Pasching, Österreich 

AlamarBlue® (Resazurin) Serotec, Düsseldorf 

Bovines Serumalbumin (BSA) Roth, Karlsruhe 

dNTPs Applied Biosystems, Darmstadt 

fötales Kälberserum (FKS) Invitrogen, Karlsruhe 

H2O2 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

Hank's Balanced Salt Solution 
(HBSS) Invitrogen, Karlsruhe 

High-Capacity cDNA Reverse 
Transcription Kit Applied Biosystems, Darmstadt 

Histochoice MB, Fixativ Amresco, Solon, OH, USA 

Lipofectamine® RNAiMAX Reagent Invitrogen, Karlsruhe 

MCDB 131 Medium w/o L Glutamin Pan-Biotech, Aidenbach 

Multiscribe reverse Transcriptase Applied Biosystems, Darmstadt 

NH4OH VWR, Radnor, PA, USA 

NucBlue Live Cell Stain Invitrogen, Karlsruhe 

OptiMEM I reduced serum medium Invitrogen, Karlsruhe 

Phosphate Buffered Saline (PBS) PAA, Paschingen, Östrreich 

Random Hexamer Primer Applied Biosystems, Darmstadt 

RNase-freies DNase Set (50) Qiagen GmbH, Hilden 

RNase-Inhibitor Applied Biosystems, Darmstadt 

RNeasy R Mini Kit (250) Qiagen GmbH, Hilden 

Roti-Histofix (4% Paraformaldehyd, 
PFA) Roth, Karlsruhe 
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Bezeichnung Hersteller 

Silencer Select Inventoried APLNR 
siRNA 

Life Technologies Corporation (ambion), 
Carlsbad, CA, USA 

ß-Mercaptoethanol Roth, Karlsruhe 

TaqMan R Gene Expression As-
says Applied Biosystems, Darmstadt 

Triton-X-100 Roth, Karlsruhe 

Tween20 Roth, Karlsruhe 

Ultra Pure Water arium pro VF, Sartorius AG, Göttingen 

Zelllyse-Puffer Cell Signaling, Danvers, MA, USA 

Tabelle 1: Verwendete Chemikalien, Medien und Kits 

2.1.2 Zelllinien 

Für alle Versuche wurden HUVEC verwendet. Die Zellen wurden unter sterilen 

Bedingungen in S1-Laboren der Klinik für Innere Medizin B, Universitätsmedizin 

Greifswald in MCDB Medium + 10% FKS (Wachstumsmedium) kultiviert und zu Ver-

suchszwecken in der Passage 3 verwendet. Es erfolgte zunächst wie bereits beschrie-

ben eine Isolation der Zellen [115], eine Aussaat in Zellkulturflaschen und eine Kulti-

vierung bei 37°C im Brutschrank mit 5%. Das Wachstumsmedium wurde regelmäßig 

gewechselt und die Zellen bei 80-90%iger Konfluenz mit HBSS gewaschen, anschlie-

ßend mit Accutase versetzt und für 5-10 min bei 37°C inkubiert. Die Enzymwirkung 

wurde durch Zugabe von MCDB Medium + 10% FKS gestoppt und die abgelösten 

Zellen gewaschen, gezählt und passagiert bzw. auf Coverslips, in µ-Slides I Luer oder 

in E-Plates ausgesät und im Brutschrank kultiviert, bevor sie für Versuche eingesetzt 

wurden. Dieses Vorgehen entspricht den Vorgaben der „World Medical Association 

Declaration of Helsinki“ zum ethischen Umgang mit humanem Gewebe [116]. 
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2.1.3 Antikörper 

Bezeichnung Quelle 
Verdün-
nung 

Hersteller 

Anti-APJ Monoklonal, Maus 1:200 
R&D Systems GmbH,  
Wiesbaden-Nordenstadt 

Anti-CD31 Polyklonal, Kaninchen 1:200 
abcam plc, Cambridge,  
Großbritannien 

Anti-Vimentin Monoklonal, Maus 1:1000 
abcam plc, Cambridge,  
Großbritannien 

Anti-Vinculin 
Monoklonal, Kanin-
chen 1:100 

Life Technologies Corporation 
(novex), Carlsbad, CA, USA 

Anti-α/β-Tubu-
lin Polyklonal, Kaninchen 1:50 

Cell Signaling Technology 
Inc., Danvers, MA, USA 

Tabelle 2: Verwendete Primärantikörper 

Bezeichnung Konjugat 
Verdün-
nung 

Hersteller 

Anti-Rabbit 
IgG (H+L), 
F(ab') Frag-
ment Alexa Fluor 555 1:1000 

Cell Signaling Technology 
Inc., Danvers, MA, USA 

Northern Light 
TM Anti-
Mouse IgG-
NL557 NL557 1:200 

R&D Systems GmbH,  
Wiesbaden-Nordenstadt 

Northern Light 
TM Anti-
Mouse IgG-
NL637 NL637 1:200 

R&D Systems GmbH,  
Wiesbaden-Nordenstadt 

Tabelle 3: Verwendete Sekundärantikörper 

2.1.4 Vektoren 

Bezeichnung Hersteller 

Ad5-CMV-APLNR-tGFP Sirion Biotech GmbH, Martinsried 

rAVCMV-LifeAct-TagGFP2 ibidi GmbH, Martinsried 

rAVCMV-LifeAct-TagRFP ibidi GmbH, Martinsried 

Tabelle 4: Verwendete Vektoren 
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2.1.5 Hilfsmittel und Geräte 

Bezeichnung Hersteller 

µ-Galaxy cell culture incubator Eppendorf Inc., Enfield, CT, USA 

µ-Slides I Luer (ibiTreat) ibidi GmbH, Martinsried 

Atomic Force Microscope NanoWizard 3 JPK Instruments AG, Berlin 

Axio Vert. A1 Carl Zeiss AG, Oberkochen 

BioCell coverslip based liquid cell JPK Instruments AG, Berlin 

Cantilever Holder JPK Instruments AG, Berlin 

Cellstar Zellkultur Flaschen 
Greiner Bio One GmbH, Fricken-
hausen 

ChemiDoc™ MP System 170-8280 Bio-Rad, München 

CO2-Inkubator Binder GmbH, Tuttlingen 

Deckglas (24mm) 
VWR International, East Grinstead,  
Großbritannien 

Einweg-Heparin-Spritzen Dispomed Witt oHG, Gelnhausen 

Elbow Luer Adapter ibidi GmbH, Martinsried 

E-Plate 16 
ACEA Biosciences, San Diego, CA, 
USA 

Female Luer Lock Coupler ibidi GmbH, Martinsried 

Flow-Chamber-System Provitro GmbH, Berlin 

FluoView FV1200 Confocal Laser Scanning 
Microscope 

Olympus Corporation, Tokyo, Ja-
pan 

HeraeusTM Biofuge fresco 
Kendro Laboratory Products 
GmbH, Hanau 

HeraeusTM Herasafe Sterilwerkbank 
Kendro Laboratory Products 
GmbH, Hanau 

ibidi Heating System, Universal Fit ibidi GmbH, Martinsried 

ibidi Pump System ibidi GmbH, Martinsried 

Infinite 200®Pro 
Tecan Group Ltd., Männedorf, 
Schweiz 

Leica Confocal Microscope TCS SP5 
Leica Mikrosysteme Vertrieb 
GmbH, Wetzlar 

Luer Tubing Adapater Provitro GmbH, Berlin 
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Bezeichnung Hersteller 

Nano Drop 2000 
NanoDrop products, Wilmington, 
DE, USA 

NOA68T Edmund Optics GmbH, Karlsruhe 

PCR-SealersTM Microseal R B Film Bio-Rad, München 

PCR-Sealers™Microseal®B Film Bio-Rad, München 

PCR-Soft Tubes 0,2 mL farblos 

Biozym Biotech Trading GmbH, 
Wien,  
Österreich 

Perfusion Set (white & yellow/green) ibidi GmbH, Martinsried 

Plattformschüttler Duomax 1030 
Heidolph Instruments GmbH,  
Schwabach 

Rotixa 50 RS 
Andreas Hettich GmbH & Co.KG,  
Tuttlingen 

Schlauchpumpe Ismatec IPC 4 
IDEX Health & Science GmbH,  
Wertheim 

Silica micropheres 
Bangs Laboratories, Fishers, IN, 
USA 

Silikon-Pumpschläuche (1mm) Provitro GmbH, Berlin 

Stage Top Incubator, Tokai Hit, INU 
Spectra Services Inc., Ontario, NY, 
USA 

T100TM Thermal Cycler Bio-Rad, München 

tipless CSC 12 Cantilevers (No Al) MikroMasch Europe, Wetzlar 

UVGL-25 VWR, Darmstadt, Deutschland 

Vortex Genie 2 Roth, Karlsruhe 

xCELLigence RTCA DP- Bundle 
ACEA Biosciences, San Diego, CA, 
USA 

Zellkulturplatte 6-Well Sarstedt AG&Co., Nümbrecht 

Zellkulturplatte 96-Well, schwarz mit transpa-
rentem Boden 

Thermo Fisher Scientific Inc.,  
Langenselbold 

Zellkulturplatte 96-Well, transparent 
Greiner Bio One GmbH, Fricken-
hausen 

Tabelle 5: Verwendete Hilfsmittel und Geräte 
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2.1.6 Software 

Bezeichnung Hersteller 

Fluoview FV 1000 Olympus Deutschland GmbH, Hamburg 

Graph Pad Prism 5 GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA 

ImageJ Open Source Software, NIH 

Imaris Bitplane AG, Zürich, Schweiz 

LAS AF Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Wetzlar 

MathLab MathWorks, Ismaning 

Microsoft®Office Excel®2010 Microsoft Software, Seattle, WA, USA 

Tabelle 6: Verwendete Software 

 

2.2 Methoden 

2.2.1 Flussexperimente 

2.2.1.1 Zellkultivierung für Flussexperimente 

HUVEC wurden wie oben beschrieben passagiert und ausgesät. Zellen, die einer 

Messung des Elastizitätsmoduls (E) mittels Rasterkraftmikroskopie zugeführt werden 

sollten, wurden auf einem Ø 24 mm Glas-Coverslip in einer 6-Well-Platte mit einer 

Dichte von 1 x 105/Well in MCDB + 10% FKS ausgesät. Zur Kultivierung in den µ-

Slides I Luer wurde eine Zellsuspension hergestellt (je nach µ-Slide Geometrie 3 x 105 

Zellen/ml bis 12 x 105 Zellen/ml) und in den Flusskanal des µ-Slides I Luer eingefüllt 

(absolute Anzahl im Flusskanal stets 60.000 Zellen). Nachdem sich die Zellen an den 

Boden des Kanals angeheftet hatten, wurden die beiden Reservoirs mit jeweils 60 µl 

MCDB + 10% FKS aufgefüllt und die Zellen bis zur (Sub-) Konfluenz kultiviert. Das 

Medium wurde täglich gewechselt. Die Zellen wurden anschließend einem Flussver-

such zugeführt oder als statische Kontrolle verwendet.  

2.2.1.2 Zellperfusionssysteme 

Zur Durchführung der Flussversuche wurden zwei unterschiedliche Zellperfusions-

systeme verwendet.  
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Flow-Chamber-System 

Für die anschließende Untersuchung der Elastizitätsmodule wurde zur Scherstressex-

position ein Flow-Chamber-System (FCS) der Firma Provitro GmbH verwendet. 

HUVEC wurden wie oben beschrieben auf einem Glas-Coverslip kultiviert, bevor sie 

in das System eingebracht wurden. Abbildung 1 zeigt den schematischen Aufbau des 

FCS. 

 
 

Abbildung 1: Flow-Chamber-System 
 

Die Abbildung zeigt den schematischen Aufbau des Flow-Chamber-Systems. Auf der planen Ober-

fläche des Kunststoffkörpers wurde eine Silikondichtung platziert. Eine longitudinale Aussparung bil-

dete den Flusskanal und wurde mit einem zellbestückten Glas-Coverslip abgeschlossen. Ein Metall-

Spannring fixierte das System. (modifiziert nach Angaben des Herstellers Provitro GmbH, Berlin) 

 

An die Schlauchverbindungsstücke der Flusskammer wurde ein externes Schlauch-

system angeschlossen. Dieses stellte eine Verbindung zwischen dem FCS und einem 

mit Medium gefüllten Reservoir dar. Mittels einer peristaltischen Pumpe konnte das 

Medium aus dem Reservoir durch den Flusskanal zirkulieren und einen definierten 

Scherstress (in dieser Arbeit 1,5 dyne/cm²) auf die ausgesäten HUVEC ausüben.  
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Die Berechnung des anliegenden Scherstresses erfolgt nach der Formel: 

Ƭ = 
3µ𝑄 

2𝑏²ℎ
 

Wobei Ƭ die im Flusskanal wirkenden Scherkräfte in [dyne/cm²], µ die Viskosität in [g 

x cm-1 x s-1] und Q die Volumenflussrate in [ml x s-1] beschreiben. 

µ-Slide Perfusionssystem 

Für die Realisierung der Live Cell Imaging Versuche und für immunhistochemische 

Färbungen wurden aufgrund der optimalen optischen Eigenschaften µ-Slides I Luer 

der Firma Ibidi GmbH verwendet. Abbildung 2 zeigt den schematischen Aufbau eines 

µ-Slide I Luer.   

 
 

Abbildung 2: µ-Slide I Luer 
 
Die Abbildung zeigt den schematischen Aufbau eines µ-Slide I Luer. In diesen ist ein Flusskanal 

eingearbeitet, in den eine definierte Zellzahl eingesät wurde. Die seitlich angebrachten Reservoire 

wurden mit Medium befüllt und dienten durch ihre female Luer Konfiguration gleichzeitig als An-

schluss für das Schlauchsystem der ibidi Pumpe. (modifiziert nach [117]) 

 

Die Perfusion des Systems wurde durch ein Luftdruck-Pump-System realisiert. Dieses 

ist schematisch in Abbildung 3 dargestellt.  

Zu Beginn jedes Versuches wurde das System zunächst ohne angeschlossenen µ-

Slide I Luer für 15 min durchströmt, um Luftblasen aus dem Schlauchsystem zu ent-

fernen. Der korrekte Versuchsaufbau wurde durch einen Pinch-off-Test am Schlauch-

system überprüft, bevor der µ-Slide I Luer unter sterilen Bedingungen an das 

Schlauchsystem angeschlossen wurde. Während des gesamten Versuchsablaufes 
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wurde die Fluidic Unit in einem CO2-Inkubator aufbewahrt. So konnte eine optimale 

Temperierung des Perfusionsmediums auf 37°C während des Versuchsablaufes ga-

rantiert werden. 

 
 

Abbildung 3: ibidi Pump System 
 
Gezeigt ist der schematische Aufbau des verwendeten ibidi Pump Systems. Dieses besteht aus der 

Pumpe, einer Fluidic Unit, einem Laptop mit Steuerungs-Software und einem Perfusions-Set, wel-

ches in die Fluidic Unit eingesetzt wurde. Die Pumpe aspirierte aus dem CO2-Inkubator Luft, trocknete 

diese in einer Drying Bottle (enthält orangefarbene Silica Kugeln) und leitete diese mit einem defi-

nierten Druck zur Fluidic Unit weiter. Dort wurde durch ein kompliziertes Klappensystem die unidirek-

tionale Flussrichtung sowie die Volumenflussrate durch den angeschlossenen Slide kontrolliert. Die 

blauen Pfeile zeigen der Strömungsrichtung der Luft durch das System an. (modifiziert nach [118]) 

 

2.2.1.3 Versuchsablauf 

Alle Flussexperimente wurden mit einer Arretierungsphase begonnen, welche dazu 

diente, die Zellen an die Scherstressbedingungen anzupassen. Dabei wurden für 

beide Perfusionssysteme folgende Schritte gewählt: 0,37 dyne/cm²; 0,74 dyne/cm²; 

1,12 dyne/cm² für jeweils zehn Minuten und 1,5 dyne/cm² für die verbleibende Ver-

suchszeit. Anschließend wurde der Fluss gestoppt und die Zellen wurden in die BioCell 

zur Bestimmung der Elastizitätsmodule eingesetzt, im µ-Slide I Luer fixiert oder mit 

Accutase abgelöst und für anschließende molekularbiologische Methoden vorbereitet. 
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2.2.2 Molekularbiologische und biochemische Methoden 

2.2.2.1 Zelltransduktion mit adenoviralen Vektoren 

Als Transduktion bezeichnet man eine Methode zur Einbringung genetischen Fremd-

materials in eine Zielzelle, meist mit Hilfe viraler Vektoren. In dieser Arbeit wurden zur 

zuverlässigen immunhistochemischen Darstellung der Zielstrukturen von lebenden 

Endothelzellen adenovirale Vektoren genutzt. Sämtliche Versuche wurden im S2-La-

bor des Center of Drug Absorption and Transport (C_DAT) im Institut für Pharmakolo-

gie, Universitätsmedizin Greifswald durchgeführt. 

Es wurde ein Ad5-CMV-APLNR-tGFP-Vektor verwendet, um ein zelleigenes Fusions-

protein aus dem APJ-Rezeptor und Turbo-Green Fluorescent Protein (GFP) zu erzeu-

gen und sowohl in lebenden als auch fixierten Endothelzellen zu detektieren. Die Dar-

stellung des F-Aktin-Zytoskeletts erfolgte durch einen rAVCMV-LifeAct-TagRFP-Vektor. 

Das Red Fluorescent Protein (RFP)- oder GFP-markierte LifeAct-Protein ist ein 17 

Aminosäuren langes Peptid mit einer Aktin-Bindungsdomäne, welches auch in vivo 

ohne Interferenzen eine Darstellung des F-Aktin-Zytoskeletts ermöglicht [119]. HUVEC 

wurden wie oben beschrieben in MCDB + 10% FKS ausgesät, über Nacht bei 37°C 

und 5% CO2 inkubiert und am Folgetag für 24 Stunden mit MCDB + 0,5% FKS redu-

ziert. Anschließend wurden die Viruspartikel unter einer sterilen Werkbank in MCDB + 

10% FKS gegeben und die Zellen für weitere 24 Stunden mit den viralen Vektoren 

inkubiert. Die Zellen wurden mehrfach mit HBSS gewaschen und in den Versuch ein-

gebracht. 

Die erforderliche Anzahl von Viruspartikeln pro Zellzahl wird durch die Multiplicity of 

Infection (MOI) beschrieben, die wie folgt definiert ist: 

𝑀𝑂𝐼 =  
𝐴𝑛𝑧𝑎ℎ𝑙 𝑑𝑒𝑟 𝑉𝑖𝑟𝑢𝑠𝑝𝑎𝑟𝑡𝑖𝑘𝑒𝑙

𝑍𝑒𝑙𝑙𝑒
 

Die Transduktion erfolgte unter Abwägung zytopathischer Effekte und einer noch aus-

reichenden Transduktionseffizienz mit einer MOI 70. Eine Etablierung der Versuche 

für HUVEC erfolgte in Vorarbeiten der Arbeitsgruppe [120]. 
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2.2.2.2 APJ siRNA Transfektion 

Mittels RNA-Interferenz ist es möglich, das „Stummschalten“ eines spezifischen Gens 

zu realisieren. In dieser Arbeit sollte die Expression des APJ in HUVEC, ausgesät in 

6- und 96-Well Multiwellplatten, in E-Plates 16 und in µ-Slides I Luer reduziert werden. 

Daraus resultieren APJ-defiziente HUVEC, die im Folgenden als APJ Knock-down 

(APJ-KD) bezeichnet werden. 

Transfektion in Multiwell-Platten und E-Plates 16 

HUVEC wurden einen Tag vor der Transfektion ausgesät und sobald sie einen sub-

konfluenten Monolayer bildeten, nach Herstellervorgaben transfiziert [121]. Es wurde 

ein spezifische APLNR-short interfering RNA (siRNA) verwendet. Zunächst wurde ein 

100µM siRNA-Stock angesetzt, der jeweils 1:10 in nukleasefreiem Wasser zu einer 

Working Dilution verdünnt wurde.  

siRNA-Stock:  

100µM = 100 × 10−6  
𝑚𝑜𝑙

𝑙
 = 100 × 10−12  

𝑚𝑜𝑙

µ𝑙
= 100 

𝑝𝑚𝑜𝑙

µ𝑙
 

Verdünnung des siRNA-Stock mit 1 : 10 zur Working Dilution  

→ 10 
𝑝𝑚𝑜𝑙

µ𝑙
=  

10 × 10−12 𝑚𝑜𝑙

1 × 10−6 𝑙
= 10 × 10−6 𝑀 = 10 000 𝑛𝑀 

Für die Transfektion wurde dieser RNAi-Duplex in Serum-reduziertem Opti-Mem-Me-

dium verdünnt. Das LipofectamineTM RNAiMAX wurde ebenfalls in einem entsprechen-

den Volumen Opti-Mem-Medium aufgenommen und beide Lösungen gemischt. Nach 

15-minütiger Inkubation bei Raumtemperatur unter sterilen Bedingungen wurde der 

RNAi-Duplex/LipofectamineTM RNAiMAX-Komplex zu den Zellen gegeben und für 24 

Stunden inkubiert. Die resultierende Endkonzentration der RNAi-Duplexe im Well be-

trug 10 nM. Anschließend wurde das Medium gewechselt und die Zellen wurden in 

den nächsten 24 – 48 Stunden in den Versuch eingebracht. Als Kontrolle dienten Zel-

len, welche im gleichen Versuchsablauf eingebracht und in einem äquivalenten Volu-

men von Opti-Mem-Medium/LipofectamineTM RNAiMAX inkubiert wurden.  
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Well Volumen Kul-
turmedium [µl] 

Zellzahl Working 
Dilution 

[µl] 

Opti-Mem-
Medium 

[µl] 

Lipofectamine 
[µl] 

6 2000 100 000 3 2 x 250 5 

96 & E-
Plate 16 

100 7 500 0,12 2 x 20 0,2 

Tabelle 7: Zellzahlen und Volumina bei APJ siRNA Transfektion 

 

Transfektion in µ-Slides I Luer 

Für die Transfektion in µ-Slides I Luer musste ein an die Herstellervorgaben ange-

lehntes Protokoll etabliert werden, da durch die besondere Geometrie des Fluss-

kanales in den µ-Slides eine veränderte Zellzahl-Volumen-Relation zu beachten war. 

Es wurden HUVEC mit einer Konzentration von 3 x 105/ml in den Flusskanal von µ-

Slides0.8Luer ausgesät. Am Folgetag wurde eine 50%ige Konfluenz des Zelllayers er-

reicht und es wurden 1,26 µl Working Dilution pro µ-Slide und 2,0 µl LipofectamineTM 

RNAiMAX pro µ-Slide in jeweils 50µl Serum-reduziertem Opti-Mem-Medium aufge-

nommen. Anschließend wurden beide Lösungen gemischt und für 15 Minuten bei 

Raumtemperatur inkubiert, bevor 150 µl MCDB + 0,5% FKS zugegeben wurden. Das 

Wachstumsmedium im Flusskanal wurde durch die in Medium gelösten RNAi-

Duplex/LipofectamineTM RNAiMAX-Komplexe ersetzt und für fünf Stunden bei 37°C 

und 5% CO2 inkubiert. Die resultierende Endkonzentration der RNAi-Duplexe im Well 

betrug 50 nM. Das Transfektionsgemisch wurde durch Wachstumsmedium ausge-

tauscht und die Zellen nach weiteren 24 – 48 Stunden Inkubation in den Versuch ein-

gebracht. Auch in den µ-Slides I Luer wurden im gleichen Versuchsablauf entspre-

chende Kontrollen (s.o.) mitgeführt. 

2.2.2.3 Untersuchung der Zytotoxizität 

Der Einfluss der lipidvermittelten Transfektion mit spezifischer siRNA auf die Vitalität 

der transfizierten Zellen wurde mit Hilfe eines Resazurin-Assays (AlamarBlue®, siehe 

Tabelle 1) im Vergleich zu nicht-transfizierten Zellen untersucht. Resazurin wird dabei 

als Oxidation-Reduktion-Indikator eingesetzt, welches in Anwesenheit von vitalen, me-

tabolisch aktiven Zellen in fluoreszierendes Resorufin umgesetzt wird. Diese Änderung 

kann mittels Spektrophotometer bei 570 nm und 600 nm analysiert werden und korre-

liert mit dem Anteil vitaler Zellen in der Kultur. 
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HUVEC wurden wie oben beschrieben in einer 96 Well-Platte (7.500 Zellen/Well) aus-

gesät. Nach Kultivierung bis zur Subkonfluenz erfolgte die Transfektion der Zellen mit 

10 nM APJ siRNA (RNAi-Duplex/LipofectamineTM RNAiMAX) und die Zellen wurden in 

den Versuch eingebracht bzw. als nicht-transfizierte Kontrolle mitgeführt. Anschlie-

ßend wurden jedem Well 10 µl AlamarBlue® zugefügt (entspricht 10% des Gesamtvo-

lumens im Well) und die Zellen für 16 Stunden bei 37°C lichtgeschützt inkubiert. Die 

Fluoreszenz wurde mit dem Infinite 200 Pro® (Tecan) gemessen. 

2.2.2.4 Quantitative Real-Time PCR 

Die quantitative Real-Time Polymerase Kettenreaktion (RT-qPCR) wurde verwendet, 

um die Effizienz und das Ausmaß der lipidvermittelten APJ-spezifischen siRNA Trans-

fektion zu überprüfen. Ziel war es, die Expression der spezifischen einsträngigen APJ-

mRNA zu quantifizieren und die Expression in APJ-Wildtyp (APJ-WT) und APJ-KD 

HUVEC zu vergleichen.  

Die transfizierten Zellen oder APJ-WT Kontrollen wurden zunächst von der Oberfläche 

abgelöst und die mRNA mit Hilfe des RNeasy Kits der Firma Qiagen GmbH isoliert. 

Für die Entfernung der genomischen DNA aus der Probe wurde das RNase-Free 

DNase Kit (ebenfalls Qiagen GmbH) verwendet. Die Reinheit der Probe wurde durch 

Bildung des Quotienten der Optischen Dichten bei 260 nm (entspricht RNA-Gesamt-

menge in der Probe) und 280 nm (Verunreinigung durch Proteine) ermittelt. Anschlie-

ßend erfolgte die Reverse Transkription der frisch isolierten Gesamt-RNA in komple-

mentäre Einzelstrang-DNA (engl. complementary DNA, cDNA) unter Nutzung des 

TaqMan R-Reverse Transcription Reagent (Applied Biosystems). Die gewonnene 

cDNA wurde zur Quantifizierung der Expressionslevel von Glycerinaldehyd-3-phos-

phat-Dehydrogenase (GAPDH) und APJ mittels CFX96 Touch Real-Time PCR System 

(Bio-Rad Laboratories) unter Verwendung der folgenden TaqMan Gene Expression 

Assays (Applied Biosystems) genutzt: GAPDH (4352339E) und APJ 

(Hs00270873_s1). Hierbei wurde die GAPDH als Housekeeping-Gen eingesetzt und 

die relative Genexpression des APJ nach der 2 –ΔΔCt Methode auf den Mittelwert des 

Housekeeping-Gens normalisiert. 
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2.2.3 Rasterkraftmikroskopie 

Das Rasterkraftmikroskop (engl. Atomic Force Microscope, AFM) wurde genutzt, um 

die mechanischen Eigenschaften, insbesondere das Elastizitätsmodul oder den 

Youngs Modulus (YM) der Endothelzellen zu untersuchen. Das Elastizitätsmodul mit 

der Einheit [Pa] beschreibt die Beziehung zwischen Spannung und Dehnung bei der 

elastischen Verformung eines Körpers. Je größer der Widerstand z.B. einer Zelle ist, 

der der elastischen Verformung entgegengebracht wird, desto größere Werte nimmt 

das Elastizitätsmodul an.  

 

 
Abbildung 4: Das Funktionsprinzip des AFM 
 
Das AFM besteht aus einer Kontrolleinheit (nicht dargestellt) und einer flexiblen Blattfeder (engl. Can-

tilever) mit AFM-Messsonde, welche durch ein piezoelektrisches Stellelement gesteuert wird. Ein 

Photodetektor (im JPK NanoWizard 3 (JPK) eine 4-Segment-Photodiode) registriert einen Infrarotla-

ser (980 nm), welcher auf die Spitze des Cantilevers ausgerichtet ist und von dessen Oberfläche 

reflektiert wird. Die Probe kann durch ein invertiertes Mikroskop beurteilt werden. [122] 



  Material und Methoden 

 

27 
 

Das AFM wird für die Analyse von Oberflächeneigenschaften eines Materials/Gewe-

bes verwendet. Für diese Arbeit wurde ein JPK NanoWizard 3 (JPK) verwendet, des-

sen Aufbau in Abbildung 4 schematisch dargestellt ist. In dieser Arbeit wurde der Kon-

takt-Modus zur Erstellung von Kraft-Abstands-Kurven (engl. Force-Distance-Curves, 

FDC) auf vitalen Endothelzellen verwendet. Eine genauere Beschreibung der Funkti-

onsweise des AFM sowie der Herstellung und Kalibrierung der AFM-Messsonden fin-

det sich im Anhang ab Seite 83. 

2.2.3.1 Versuchsablauf 

HUVEC wurden auf Glas-Coverslips kultiviert, mit RNAi-Duplex/LipofectamineTM 

RNAiMAX-Komplex transfiziert oder als Kontrolle gehalten und in einen Flussversuch 

eingebracht oder unter statischen Bedingungen belassen. So wurden vier Gruppen 

(APJ-WT/statisch, APJ-WT/Fluss, APJ-KD/statisch und APJ-KD/Fluss) gebildet. Im 

Anschluss wurden die Zellen auf dem Glas-Coverslip in die JPK BioCell (JPK) einge-

setzt. Diese wurde mit 800 µl 37°C warmem MCDB + 10% FKS gefüllt und die Tem-

peratur für den gesamten Versuch konstant gehalten. Der JPK NanoWizard 3 wurde 

mit eingespanntem Cantilever in das Medium der JPK BioCell eingetaucht. Unter mik-

roskopischer Kontrolle im Durchlicht wurde ein geeigneter Bereich des HUVEC-Mo-

nolayers ausgewählt und FDC in einem 100 µm x 100 µm großen Areal mit jeweils 20 

x 20 Messpunkten erstellt. Jede dieser sog. Maps enthält somit 400 FDC, aus denen 

unter Verwendung der automatisierten Datenauswertung die Elastizitätsmodule er-

rechnet werden konnten. Die Darstellung eines Zellausschnitts mit dazugehöriger Map 

findet sich im Anhang (Abbildung 23, Seite 86).  

2.2.3.2 Automatisierte Datenanalyse 

Es wurde eine vollautomatisierte Analyse der erzeugten FDC mittels eines selbstpro-

grammierten MathLab Scripts etabliert (Details siehe [123]). Durch diese Datenanalyse 

wurde aus den FDC das Elastizitätsmodul unter Verwendung des klassischen Hertz-

Modells und eines an besonders flache Proben angepassten Modells von Dimitriadis 

et al. [124] ermittelt. Das von Dimitriadis et al. beschriebene Modell wird im Folgenden 

als „Dünnschicht-Modell“ bezeichnet.  
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Das klassische Hertz-Modell 

Das klassische Hertz-Modell ist definiert als: 

𝐹 =  
4

3
 ×  

𝐸

1 − µ²
 × √𝑅𝛿0

3  

Wobei F die Kraft in [N], R den Radius der Messsonde in [m], 𝛿0 die Eindringtiefe in 

[m], E das Elastizitätsmodul in [Pa] und µ die Poissonzahl beschreibt. 

 

Das Dünnschicht-Modell 

Das Dünnschicht-Modell nach Dimitriadis et al. [124] ist definiert als: 

𝐹 =  
4

3
 ×  

𝐸

1 − µ2
  √𝑅𝛿0

3  [1 −
2𝛼0

𝜋
 𝑥 + 

4𝛼0
2

𝜋2
 𝑥2 −  

8

𝜋3
 (𝛼0

3 +
4𝜋2

15
 𝛽0 ) 𝑥3

+ 
16𝛼0

𝜋4
 (𝛼0

3 +
3𝜋2

5
𝛽0) 𝑥4] 

Hier gilt 𝑥 =  √𝑅𝛿0/ℎ. Die Konstanten 𝛼0 sowie 𝛽0 sind als Funktionen der POISSON-

ZAHL zu jeweiligen Proben beschrieben und auch für auf einem Substrat adhärente 

Zellen näher definiert. Festzuhalten ist an dieser Stelle, dass der Term außerhalb der 

eckigen Klammern das Hertz-Modell widerspiegelt und jener Term innerhalb der 

eckigen Klammern als Korrektur für die Höhe h des jeweiligen Messpunktes dient. Für 

detaillierte Angaben siehe: [123,124]. 

Ermittlung weiterer Parameter und Qualitätskontrolle 

Es konnte die Höhe h eines jeden Messpunktes als Differenz des Kontaktpunktes zur 

starren Glasoberfläche errechnet werden, was eine genauere Differenzierung der ein-

zelnen Elastizitätsmodule nach lokaler Zellhöhe h ermöglichte. Außerdem wurde die 

Position des Zell-Apex für weitergehende Analysen vollautomatisch errechnet. Dazu 

wurde der höchste Punkt einer jeden Zelle ermittelt (durch einen Höhenvergleich mit 

den unmittelbar angrenzenden Datenpunkten), von dem durch optische Kontrolle mit 

einem Durchlichtmikroskop-Bild ersichtlich war, dass sich an exakt dieser Stelle der 

Nukleus befand (vergleiche [vgl.] auch Abbildung 23, Seite 86).  
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Gestörte Messungen wurden aus der statistischen Datenanalyse ausgeschlossen, in-

dem folgende Qualitätsstandards für jede analysierte FDC angelegt wurden: < 30 

pN/Datenpunkt Abweichung von der gesamten FDC, < 25 pN/Datenpunkt Abweichung 

von der Baseline und < 90 pN/Datenpunkt Abweichung vom Kontaktpunkt. 

2.2.4 Fluoreszenzmikroskopie 

2.2.4.1 Immunhistochemische Färbungen 

Die immunhistochemischen Färbungen von HUVEC wurden in µ-Slides I Luer durch-

geführt. Die Zellen wurden wie oben beschrieben ausgesät, anschließend einem defi-

nierten Scherstress ausgesetzt oder als Kontrolle statisch kultiviert und unter 

identischen Bedingungen gehalten. Nach der Scherstressexposition wurde das Me-

dium mit warmem HBSS abgespült, die Zellen für 12 Minuten mit 4% PFA (HistoFix) 

fixiert und anschließend mit 1% BSA in PBS gewaschen. Daraufhin wurden die Zellen 

für 10 Minuten mit 0,2% Triton-X-100 in PBS permeabilisiert und nach erneutem Wa-

schen mit 1% BSA in PBS zur Blockierung unspezifischer Bindungsstellen in dieser 

Lösung für mindestens 30 Minuten inkubiert. Anschließend wurden die Zellen über 

Nacht bei 4°C mit dem primären Antikörper (siehe Tabelle 2) in PBS mit 1% BSA in-

kubiert, dann drei Mal gewaschen und für eine Stunde bei Raumtemperatur im Dun-

keln mit dem sekundären Antikörper (siehe Tabelle 3) inkubiert. Nach erneutem Wa-

schen wurde für 30 Sekunden eine DAPI-Kernfärbung (1:1000) durchgeführt. Der 

Flusskanal wurde mit PBS gefüllt, mit Aluminiumfolie gegen Ausbleichen geschützt 

und die Reservoirs aufgefüllt. In allen Versuchen wurde eine Negativkontrolle mitge-

führt, welche nur mit einem sekundären, nicht aber einem primären Antikörper inku-

biert wurde. 

2.2.4.2 Konfokale Laser Scanning Mikroskopie 

Alle in dieser Arbeit angefertigten Aufnahmen zur Darstellung spezifischer 

Zellstrukturen wurden mit konfokalen Laser Scanning Mikroskopen aufgenommen. De-

ren Prinzip beruht darauf, dass das Präparat Punkt für Punkt durch einen Laserstrahl 

abgerastert wird. Durch den spezifischen Aufbau können nicht nur zweidimensionale 

Bilder (x/y-Ebene) erzeugt werden, sondern ebenfalls dreidimensionale Rekonstrukti-

onen des Objektes durch eine Verschiebung des Fokus in der z-Ebene. Diese sog. Z-

Stacks entsprechen dabei Serien optischer Schnitte aus mehreren aufeinanderfolgen-

den Raumebenen des Präparates.  



  Material und Methoden 

 

30 
 

Für die Darstellung der relevanten Strukturen wurden die scherstressexponierten Zel-

len bzw. statischen Kontrollen zunächst mit den jeweiligen adenoviralen Vektoren 

transduziert oder wie oben beschrieben fixiert und gefärbt. Anschließend wurden die 

Zellen unter Verwendung eines FluoView FV1200 Confocal Laser Scanning Microsco-

pes untersucht. Dafür wurden ein 60faches Wasserimmersionsobjektiv und ein Argon 

Laser mit folgenden zu den Fluoreszenzspektren der Proben passenden Wellenlängen 

verwendet: 405 nm für DAPI, 488 nm für GFP, 559 nm für AlexaFluor555 und RFP 

sowie 635 nm für NL637. Es wurden sowohl zweidimensionale Aufnahmen einer ein-

zelnen Zellebene mit einer Auflösung von 1024x1024 Pixeln als auch Z-Stacks ange-

fertigt. Der Abstand der Einzelebenen betrug 250-500 nm. Z-Stacks wurden unter Ab-

wägung der relevanten Bildinformation mit auftretenden Ausbleichungseffekten der 

fluoreszierenden Probe durch die Lichtexposition mit einer Auflösung von 512x512 Pi-

xeln angefertigt. Dadurch wurde einerseits eine dreidimensionale Rekonstruktion der 

Präparate, andererseits auch eine weitergehende Datenanalyse unter Verwendung 

der Softwares FV1000 Software (Olympus Corporation) und ImageJ (NIH) ermöglicht.   

2.2.4.3 Live Cell Imaging (Lebendzellmikroskopie) 

Das Live Cell Imaging wurde genutzt, um die Eigenschaften lebender Endothelzellen 

in vitro unter Scherstressapplikation zu beobachten. Dafür erfolgte eine immunhisto-

chemische Färbung nach dem in Kapitel 2.2.4.1 beschriebenen Protokoll. Hierbei galt 

es, sowohl eine qualitativ einwandfreie, spezifische Darstellung der gewünschten 

Struktur ohne Darstellungsinterferenzen durch strömendes Medium zu ermöglichen 

und gleichzeitig die Zellvitalität und physiologischen Reaktionen der gefärbten Zelle 

nicht zu beeinflussen.  

Zur Realisierung dieser Bedingungen wurde folgendes Verfahren etabliert: Die Zellen 

wurden in µ-Slides I Luer ausgesät, mit APJ-spezifischer siRNA transfiziert (oder als 

Kontrolle gehalten) und anschließend mit den adenoviralen Vektoren rAVCMV-LifeAct-

TagRFP und Ad5-CMV-APJ-tGFP (MOI 70) transduziert. Anschließend wurden dem 

Medium im µ-Slides I Luer zwei Tropfen/ml NucBlue®LiveReadyProbesTM Reagent 

(Invitrogen) zugesetzt und die Zellen damit für 10 Minuten inkubiert. Der µ-Slide I Luer 

wurde in einen Stage Top Inkubator (Spectra Services) auf dem Objekttisch eines 

Leica SP5 Konfokalmikroskops (Leica Microsystems) eingesetzt. Der µ-Slide I Luer 

wurde mit dem ibidi Pump System verbunden, wobei die Fluidic Unit in einem µ-Galaxy 

Cell Culture Incubator (Eppendorf) nahe dem Objekttisch platziert wurde. Es wurde für 
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alle Versuche ein 63x Wasserimmersionsobjektiv verwendet, dessen Temperatur äqui-

libriert wurde. Außerdem wurde die Temperatur im Stage Top Inkubator am Slide über 

die gesamte Versuchsdauer gemonitored. Unter Verwendung eines Phasenkontrast-

objektivs konnte ein geeigneter Zellausschnitt (konfluenter Zell-Monolayer) für die Be-

obachtung ausgewählt werden. Zur Visualisierung der angefärbten Zellbestandteile 

dienten Laser mit folgenden Wellenlängen: 405 nm für DAPI, 488 nm für GFP und 559 

nm für RFP. Nach Starten des Flussversuches wurden die Zellen über einen Zeitraum 

von drei Stunden untersucht. In einem definierten Zeitintervall von 15 Minuten erfolgte 

die Aufnahme von Z-Stacks (Auflösung 512x512 Pixel, Stack-Abstand 500 nm). Als 

Kontrolle dienten Zellen unter statischen Bedingungen, die in der gleichen Versuchs-

anordnung beobachtet wurden, um einerseits Ausbleicheffekte durch Lichtexposition 

während des Experimentes ermitteln zu können und andererseits qualitativ den Ein-

fluss von Scherstress auf die Gestalt der gefärbten Strukturen zu untersuchen. Die 

Auswertung der Aufnahmen erfolgte mit Hilfe der Softwares LAS AF Software (Leica 

Microsystems), Imaris (Bitplane) und ImageJ (NIH). Im Anhang zeigt Abbildung 24 

(Seite 87) den schematischen Aufbau eines Live Cell Imaging Versuches. 

2.2.4.4 Versuchsdurchführung und Datenanalysen 

Bestimmung der Fluoreszenzintensität 

Für die Auswertung der Signalintensität des GFP-Kanals konnte die Bildinformation 

unter Verwendung der LAS AF Software (Leica Microsystems) exportiert und mit Hilfe 

von ImageJ (NIH) weiter analysiert werden. Dazu wurde aus dem Datensatz jedes Z-

Stacks mit jeweils konstanter Stack-Anzahl eine Summation der Signalintensitäten al-

ler Einzel-Stacks (sog. Maximum Intensity Projection) für jeden Einzelzeitpunkt errech-

net. Anschließend erfolgte zum Zeitpunkt t0 eines Einzelversuchs die Definition einer 

konstanten Region of Interest (ROI) und darin über den Zeitverlauf des gesamten Ver-

suches die Aufzeichnung der Fluoreszenzintensität des GFP-Signals. Die ROI erfasste 

jeweils einen perinukleären wie auch einen peripheren Zellbereich und ihre Abmes-

sungen wurden zwischen den verschiedenen Versuchen konstant gehalten. Aus je-

dem einzelnen Flussversuch wurden zehn Zellen untersucht. Schließlich wurden die 

relativen Signalintensitäten der Gruppe unter Scherstress auf den Mittelwert der 

statischen Gruppe für jeden Zeitraum normalisiert.     
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Zur Validierung der viralen Transduktion mit Ad5-CMV-APJ-tGFP wurden parallele 

Färbungen mit einem monoklonalen Anti-APJ-Antikörper vorgenommen. Von den Pro-

ben wurden Z-Stacks mit konstanter Stack-Anzahl und mit Hilfe von ImageJ (NIH) eine 

Maximum Intensity Projection angefertigt. Anschließend wurde eine Freihand-ROI je-

der Zelle definiert, die die gesamte Zellfläche umschloss. Innerhalb dieser ROI wurde 

die mittlere Signalintensität des GFP- und des NL637-Kanals ausgewertet und die re-

lativen Signalintensitäten der jeweils scherstressexponierten virustransduzierten und 

antikörpergefärbten Gruppe auf den Mittelwert der statischen Gruppe normalisiert.  

Analyse von Vinculin-Aggregaten 

Zur vergleichenden Analyse der Anzahl und des Volumens von Vinculin-Aggregaten 

in scherstressexponierten und statischen APJ-WT gegenüber APJ-KD HUVEC wurden 

die Zellen kultiviert, mit rAVCMV-LifeAct-TagRFP transduziert und in einen 

dreistündigen Flussversuch eingebracht, anschließend fixiert und der APJ, Vinculin 

und DAPI immunhistochemisch gefärbt. Schließlich wurden die Proben mikroskopiert 

(Z-Stacks, Auflösung 512x512 Pixel, Stack-Abstand 250 nm) und die Bilddateien ex-

portiert, so dass eine Analyse der Aggregate mit Hilfe des ImageJ (NIH) Particle 

Analyzer Plugins „Object Counter 3D“ möglich wurde. Dafür erfolgte die Festlegung 

eines konstanten Thresholds (Schwellenbetrages) für die Größe und Signalintensität 

von Vinculin-Aggregaten im entsprechenden Fluoreszenzkanal, um eine Beschrän-

kung der Auswertung auf neu geformte Aggregate zu erreichen. Schließlich konnten 

die Größe und Anzahl der Vinculin-Aggregate aus vier Gruppen (APJ-WT/statisch, 

APJ-WT/Fluss, APJ-KD/statisch und APJ-KD/Fluss) verglichen werden. Die relative 

Anzahl bzw. Größe wurde auf die Gruppe APJ-WT/statisch normalisiert. 

3D-Rekonstruktionen des Aktin-Zytoskeletts    

Zur dreidimensionalen Rekonstruktion des Aktin-Zytoskeletts wurden Live Cell 

Imaging Versuche durchgeführt und repräsentative Z-Stacks wurden unter Verwen-

dung der Software Imaris (Bitplane) anschließend für alle Gruppen qualitativ dreidi-

mensional aufgearbeitet. 
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Ko-Lokalisationsanalysen 

Für die Untersuchung der räumlichen Beziehung von APJ und PECAM-1 zueinander 

wurde für beide Moleküle der Manders‘ Ko-Lokalisationskoeffizient (R) bestimmt. Die-

ser ist definiert als: 

𝑅 =
∑ 𝑆1𝑖  × 𝑆2𝑖𝑖

√∑ (𝑆1𝑖)²𝑖 ∑ (𝑆2𝑖)²𝑖

 

Dabei steht S1 für die Signalintensität der Pixel im ersten Kanal und S2 für die Signal-

intensität der Pixel im zweiten Kanal. Dieser Koeffizient nimmt Werte zwischen 0 und 

1 an. Es wird davon ausgegangen, dass Werte von 0.6 bis 1.0 eine tatsächliche Ko-

Lokalisation von zwei Antigenen, repräsentiert durch Pixel in zwei Fluoreszenz-

kanälen, ausdrücken [125].  

Es wurden HUVEC in µ-Slides I Luer kultiviert, mit Ad5-CMV-APLNR-tGFP transdu-

ziert und in Flussversuche eingebracht, welche zu den Zeitpunkten t0=statisch, t1=15 

Minuten, t2=60 Minuten und t3=120 Minuten gestoppt wurden. Anschließend erfolgte 

eine Fixierung und immunhistochemische Färbung von PECAM-1 sowie DAPI. Die 

Proben wurden mikroskopiert und für die weitere Datenanalyse eine Aufnahme aus 

einer zentralen Zellregion (bezogen auf die z-Dimension) ausgewählt. Diese konnte in 

ImageJ (NIH) weiter analysiert werden, indem zunächst aus dem Rot-Grün-Blau 

(RGB)-Bild die drei Kanäle für APJ (grün), PECAM-1 (rot) und DAPI (blau) aufgetrennt 

wurden. In den Einzelkanälen erfolgte eine sog. Background Correction (Korrektur des 

Hintergrundes) aus einer zwischen den Kanälen konstanten ROI. Im Folgenden wurde 

eine zweite, konstante ROI definiert, welche sowohl das perinukleäre Areal einer Zelle, 

als auch einen Bereich von Zell-Zell-Kontakten zu mindestens einer Nachbarzelle um-

fasste. In dieser ROI wurde der Manders‘ Koeffizient und die sog. Pixel Ratio in beiden 

Kanälen bestimmt. In die statistische Auswertung gingen nur Manders‘ Koeffizienten 

aus Datensätzen ein, in denen die Pixel Ratio ~ 1 betrug. So wurde sichergestellt, dass 

in die Kalkulation des Koeffizienten nur solche Aufnahmen eingingen, in denen etwa 

gleich viele Strukturen angefärbt waren und der Wert nicht z.B. durch mangelhafte 

adenovirale Transduktion verfälscht wurde.  
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Zur Darstellung der ko-assoziierten Strukturen wurden aus den Einzelkanälen unter 

Anwendung des ImageJ (NIH) „Co-localization Highlighter“ Plugins ein RGB-Bild er-

stellt, in dem nach manueller Festlegung eines geeigneten, konstanten Threshold ko-

assoziierte Pixel weiß hervorgehoben wurden.    

2.2.5 Elektrische Impedanzmessung 

Mit der Messung der elektrischen Impedanz (Wechselstromwiderstand) wird eine 

nicht-invasive Methode genutzt, um Informationen über die morphologischen und funk-

tionalen Eigenschaften eines Zellverbandes in Kultur zu gewinnen.  

 

 
 

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Funktionsweise des xCELLigence 
 
Gezeigt ist die schematische Darstellung der Funktion des xCELLigence Systems zur Messung der 

elektrischen Impedanz in einer Zellkultur. Abbildung 5A zeigt den Stromfluss im System ohne adhä-

rente Zellen auf der Elektrode. Die Elektronen können frei durch das Kulturmedium fließen. Nach 

Zugabe und Adhäsion von Zellen im Well (Abbildung 5B) kann der Elektronenstrom nicht mehr frei 

zwischen den Elektroden fließen, was sich in einer Erhöhung der elektrischen Impedanz des Systems 

bzw. des Cell Index äußert. (modifiziert nach [126]) 

 
Für die Versuche in dieser Arbeit wurde dafür das xCELLigence-System (ACEA 

Biosciences) verwendet. Eine schematische Darstellung der Funktionsweise des Sys-

tems ist in Abbildung 5 dargestellt. Der Boden der E-Plate 16 ist von dünnen Goldfilm-

Elektroden bedeckt, auf denen die eingesäten Zellen wachsen. Sobald ein elektrischer 

Wechselstrom mit unterschiedlichen Frequenzen (z.B. 10 kHz, 25 kHz oder 50 kHz) 

angelegt wird, kann die elektrische Impedanz als Funktion der Zeit gemessen werden. 

Diese wird im xCELLigence-System als dimensionsloser Cell Index (CI) angegeben, 

der wie folgt berechnet wird:  

CI =
𝐙(𝐢)−𝐙(𝟎)

𝟏𝟓
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Z(i) ist hier definiert als Impedanz zu einem bestimmten Zeitpunkt während des Expe-

rimentes und Z(0) als Impedanz zu Beginn des Versuches. 

Um eine passende Zellzahl für die Versuche zu ermitteln, wurde in dieser Arbeit zu-

nächst eine Titrationskurve erstellt. Es wurden 1.000, 2.000, 4.500, 6.000, 7.500, 8.000 

und 10.000 Zellen in jedes Well der E-Plate 16 eingesät und der CI für fünf Tage ge-

monitored. Danach wurde für alle folgenden Experimente eine Zellzahl von 7.500/Well 

gewählt. Zunächst wurden 200µl MCDB +10% FKS in jedes Well gegeben und unter 

sterilen Bedingungen für 30 Minuten bei Raumtemperatur gelagert, die Impedanz des 

Mediums bestimmt und diese für die Background-Korrektur der kommenden 

Messungen verwendet. Nun wurden die Zellen in jedes einzelne Well der E-Plate 16 

eingesät und erneut für 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, bevor die Platte in 

die RTCA Station eingesetzt wurde. Diese befand sich während des gesamten Ver-

suchsverlaufes in einem Zellkulturinkubator. Die Erfassung des CI erfolgte zunächst 

für 24 Stunden. Nach Ablauf dieser Zeitspanne wurden die Zellen für fünf Stunden mit 

RNAi-Duplex/LipofectamineTM RNAiMAX-Komplex (10 nM und 50 nM) transfiziert oder 

als Kontrolle mit Opti-Mem/LipofectamineTM RNAiMAX-Komplexen inkubiert, während 

der CI erfasst wurde. Die Zellen konnten für weitere 46 Stunden beobachtet werden, 

nachdem das Transfektionsmedium erneut durch Wachstumsmedium ersetzt worden 

war.  

2.2.6 Statistische Auswertung 

Die Berechnung der Rohdaten erfolgte mit dem Softwareprogramm Excel (Microsoft). 

Das Programm GraphPad Prism 5 (GraphPad Software Inc.) wurde für die statistische 

Auswertung der Ergebnisse und deren graphische Darstellung genutzt.  

Für den Vergleich zweier unabhängiger Stichproben wurde ein zweiseitiger Mann-

Whitney-U-Test und für die Analyse einer Interaktion von Fluss und APJ-KD in jenen 

Versuchen zur Aggregation von Vinculin-Partikeln eine zweifache ANOVA verwendet. 

Das Signifikanzniveau gegenüber der Kontrolle wurde für normalisierte Daten mit ei-

nem Einstichproben-t-Test gegen den Wert 1 bestimmt. Für alle Tests wurde ein 95% 

Konfidenzintervall angenommen. 

Die statistische Analyse der Elastizitätsmodule wurde in Kooperation mit Herrn Dr. S. 

Groß vom Deutschen Zentrum für Herz-Kreislaufforschung (DZHK) durchgeführt. Auf-

grund der komplexen Datenstruktur wurde zur Auswertung ein lineares „mixed-effects-
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Modell“ mit Spender-ID und Zell-ID als Zufallsfaktoren und die Behandlung (vier Level, 

also die vier Gruppen APJ-WT/statisch, APJ-WT/Fluss, APJ-KD/statisch und APJ-

KD/Fluss) als fixe Faktoren genutzt. Die YM-Werte wurden log-transformiert, um die 

Normalität der Modell-Residuen und die Homogenität der Varianz sicherzustellen. Alle 

statistischen Tests wurden mit der Software „R“ Version 2.15.3 [127] und den R-

packages "car" [128] und "lme4" [129] durchgeführt. Die Darstellung der Daten erfolgte 

als „fold-change“ gegen den Referenzwert durch Exponieren der ß-Koeffizienten mit 

95% Konfidenzintervall. Das Signifikanzniveau wurde α = 0.05 gesetzt. 

Mit Ausnahme der Ergebnisse aus den rasterkraftmikroskopischen Untersuchungen 

erfolgte bei allen graphischen Darstellungen die Angabe des Mittelwertes ± Standard-

fehler. Signifikante Unterschiede einer Stichprobe zur Kontrollgruppe wurden wie folgt 

dargestellt: P < 0.05 mit *, P < 0.01 mit ** und P < 0.001 mit ***. Unterschiede zwischen 

Gruppen wurden bei P < 0.05 mit #, bei P < 0.01 mit ## und bei P < 0.001 mit ### 

gekennzeichnet. 
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3 Ergebnisse 

Das Apelin/APJ-System wird durch hämodynamischen Scherstress reguliert und be-

einflusst seinerseits die Adaptation von Endothelzellen an die lokalen Fluss-

bedingungen [93]. Zur genaueren Charakterisierung der Bedeutung des GPCR APJ 

für die endotheliale Mechanotransduktion wird die Verteilung des Rezeptors auf der 

Zelloberfläche ebenso untersucht wie die biomechanischen Eigenschaften von 

HUVEC und deren zytoskelettale Reorganisation in Abhängigkeit von anliegendem 

Scherstress und der APJ-Expression. Letztlich wird die Impedanz von Endothelzellen 

und die räumliche Beziehung des APJ zu bekannten endothelialen Mechano-

transduktionsmolekülen analysiert.   

Teilergebnisse der vorliegenden Arbeit wurden vom Autor bereits unter dem Titel „The 

apelin receptor influences biomechanical and morphological properties of endothelial 

cells“  veröffentlicht [114]. 

 

3.1 Knock-down des APJ in HUVEC 

3.1.1 Effizienz der lipidvermittelten Transfektion mit APJ-spezifischer siRNA 

Als Grundlage für weiterführende Versuche wurde zunächst die Genexpression des 

APJ in HUVEC, welche in µ-Slides I Luer kultiviert wurden, nach lipidvermittelter APJ 

siRNA Transfektion untersucht. Als Kontrolle wurde die bereits etablierte APJ siRNA 

Transfektion von im 6-Well kultivierten HUVEC mitgeführt.  

Die Transfektion führte zu einer signifikanten Reduktion der APJ-mRNA-Expression. 

Dies gilt sowohl für die Kultivierung im 6-Well (Abbildung 6, 10 nM-Säule, 51% Reduk-

tion gegenüber Kontrolle, ** P < 0.01) als auch für die Kultivierung im µ-Slide I Luer 

(Abbildung 6, 50 nM-Säule, 44% Reduktion gegenüber Kontrolle, * P < 0.05).  
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Abbildung 6: Genexpression von HUVEC nach Transfektion mit APJ siRNA 
 
HUVEC wurden im 6-Well (10 nM-Balken) und im µ-Slide I Luer (50 nM-Balken) ausgesät und mit 

APJ RNAi-Duplex/LipofectamineTM RNAiMAX transfiziert. Die Zellen wurden abgelöst, die RNA wurde 

isoliert und mittels qRT-PCR quantifiziert. Die Balken zeigen die Mittelwerte ± SEM. * P < 0.05 und ** 

P < 0.01. N = 7. 

 

3.1.2 Zellvitalität nach der lipidvermittelten Transfektion  

Nach der lipidvermittelten Transfektion sollte durch einen Resazurin-basierten Zellvi-

talitätsassay (AlamarBlue®) der Einfluss der Transfektion auf die Vitalität der mit 10 

nM APJ siRNA behandelten HUVEC geklärt werden. Unter Verwendung dieses Trans-

fektionsprotokolls wurde anschließend in jenen Zellen der APJ-KD durchgeführt, die 

rasterkraftmikroskopisch untersucht werden sollten. Demnach wurde der AlamarBlue® 

Assay (durchführbar für Kulturen in Well-Platten) in jenen Kulturen angewendet, die 

auch regulär in Well-Platten transfiziert wurden. 

Abbildung 7 zeigt die Vitalität von HUVEC nach Transfektion mit 10 nM APJ siRNA 

(RNAi-Duplex/LipofectamineTM RNAiMAX) im Vergleich zu einer unbehandelten Kon-

trolle. Es konnte kein signifikanter Vitalitätsunterschied zwischen beiden Gruppen fest-

gestellt werden (APJ siRNA (10 nM) = 97% Vitalität, P = 0.279).    
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Abbildung 7: Relative Zellvitalität von HUVEC nach siRNA Transfektion 
 
HUVEC wurden im 96-Well mit 7.500 Zellen/Well ausgesät, kultiviert und mit 10 nM APJ siRNA 

(RNAi-Duplex/LipofectamineTM RNAiMAX) transfiziert bzw. als unbehandelte Kontrolle mitgeführt. 

Anschließend wurden die Zellen für 16 h mit 10 µl AlamarBlue® inkubiert. Die Fluoreszenz der Zellen 

wurde spektrophotometrisch analysiert. Die Balken zeigen den Mittelwert ± SEM. N = 24 aus vier 

unabhängigen Versuchen. 

 

3.2 Die Expression und Verteilung des APJ in HUVEC 

Es ist bekannt, dass das endotheliale Apelin/APJ-System in Abhängigkeit vom hämo-

dynamischen Scherstress und Gefäßbett reguliert wird. In den folgenden Versuchen 

sollte die Expression insbesondere in Hinblick auf den APJ mittels quantitativer 

mikroskopischer Verfahren nachvollzogen und durch qualitative Untersuchungen der 

Verteilung des APJ auf HUVEC ergänzt werden.  

3.2.1 Der APJ auf der junktionalen Membran von Endothelzellen 

Abbildung 8 zeigt repräsentative Live Cell Imaging Bilder eines konstanten Zellaus-

schnitts unter Scherstresseinfluss (1.5 dyne/cm²) über einen Zeitraum von drei Stun-

den. Exemplarisch werden Ausschnitte vor Beginn der Scherstressexposition (0 min) 

sowie nach 60 min, 120 min und 180 min dargestellt.  

Abbildung 9 zeigt im Vergleich dazu die statische Kontrolle im Live Cell Imaging unter 

gleichen äußeren Versuchsbedingungen. Cave: Die Laser-Settings und Belichtungs-

zeiten unterscheiden sich zwischen beiden Abbildungen, so dass kein unmittelbarer 

quantitativer Vergleich möglich ist! 
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Abbildung 8: Der Einfluss von Scherstress auf die Verteilung des APJ in HUVEC 
 
Es werden repräsentative Live Cell Imaging Bilder (Maximum Intensity Projections aus Z-Stacks, 

Stack-Abstand 500 nm) eines konstanten Bildausschnitts vor Scherstressexposition (0 min) und nach 

60 min, 120 min und 180 min des Flussversuchs gezeigt. Die Zellen wurden in µ-Slides I Luer kulti-

viert, mit einem Ad5-CMV-APLNR-tGFP-Vektor transduziert (APJ, grün) mit NucBlue® (Nuclei, blau) 

versetzt und in den Flussversuch eingebracht. Die Flussrichtung wird durch den schwarzen Pfeil an-

gezeigt. Die weißen Pfeile verweisen auf die junktionale Membran einer Zelle im Zeitverlauf. (vgl. 

[114]) 

 
Die Aufnahmen illustrieren einerseits, dass sich HUVEC unter Scherstress ausdehnen 

und vermehrt Zell-Zell-Kontakte ausbilden (siehe weiße Pfeile in Abbildung 8). 

Andererseits wird deutlich, dass neben einer generellen Verteilung des APJ über die 

gesamte Zelloberfläche sowohl in statischen als auch in scherstressexponierten 
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HUVEC die junktionale Plasmamembran als Lokalisation des APJ zu identifizieren ist 

(siehe weiße Pfeile in Abbildung 8 und Abbildung 9). 

 

 
 
Abbildung 9: Der APJ in HUVEC unter statischen Bedingungen 
 
Es werden repräsentative Live Cell Imaging Bilder (Maximum Intensity Projections aus Z-Stacks, 

Stack-Abstand 500 nm) eines konstanten Bildausschnitts von Zellen ohne Scherstressexposition zu 

verschiedenen Versuchszeitpunkten (0 min, 60 min, 120 min und 180 min) gezeigt. Die Zellen wurden 

in µ-Slides I Luer kultiviert, mit einem Ad5-CMV-APLNR-tGFP-Vektor transduziert (APJ, grün) mit 

NucBlue® (Nuclei, blau) versetzt. Die weißen Pfeile verweisen auf die junktionale Plasmamembran 

einer definierten Zelle. 
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3.2.2 Die Expression des APJ unter hämodynamischem Scherstress 

Quantitative mikroskopische Methoden zur Auswertung der Signalintensität des GFP-

markierten APJ wurden verwendet, um auf dessen Expression in HUVEC unter Scher-

stress im Vergleich zu HUVEC unter statischen Bedingungen zu schließen. Dazu wur-

den sowohl Ad5-CMV-APLNR-tGFP-transduzierte Zellen als auch mit einem 

spezifischen Anti-APJ-Antikörper immunhistochemisch gefärbte Zellen ausgewertet. 

Die Signalintensität des GFP-markierten APJ in Zellen nach ESS-Applikation steigt im 

Gegensatz zur statischen Kontrolle über die Zeit an (Abbildung 10A). Der Zusammen-

hang zwischen Fluoreszenzintensität und Zeit ist für diese Gruppe nahezu linear (line-

are Regression, r² = 0.96). Im Gegensatz dazu steigt die Signalintensität der statischen 

Kontrolle über die Versuchszeit kaum. Aus Abbildung 10B wird deutlich, dass sich die 

Signalintensität zwischen statischer Kontrolle und scherstressexponierten Zellen so-

wohl für Ad5-CMV-APLNR-tGFP-transduzierte als auch für Anti-APJ-Antikörper ge-

färbte Zellen signifikant unterscheidet. Nach Anlage von Scherstress ist die Signalin-

tensität von Ad5-CMV-APLNR-tGFP-transduzierten HUVEC um 93% erhöht, vergli-

chen mit der statischen Kontrolle (P < 0.0001) und in Anti-APJ-Antikörper gefärbten 

HUVEC um 34% erhöht, verglichen mit der statischen Kontrolle (P < 0.0001). 
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Abbildung 10: Relative Signalintensität des APJ  
 

Abbildung 10A: HUVEC wurden in µ-Slides I Luer kultiviert, mit Ad5-CMV-APLNR-tGFP transduziert 

und in einen Live Cell Imaging Versuch eingebracht, dabei wurden sie unter statischen Bedingungen 

(statisch) gehalten oder endothelialem Scherstress von 1.5 dyne/cm² (Fluss) ausgesetzt. Über einen 

Zeitraum von drei Stunden wurden in 15 Minuten-Intervallen Z-Stacks eines konstanten Bildaus-

schnitts aufgenommen (Stack-Abstand 500 nm). Es wurden Maximum Intensity Projections erstellt, 

eine konstante ROI definiert und die Fluoreszenzintensität über die Zeit aufgetragen. Die Graphik 

zeigt die relative Fluoreszenzintensität ± SEM. Abbildung 10B: HUVEC wurden mit Ad5-CMV-

APLNR-tGFP transduziert und in einen Flussversuch (1.5 dyne/cm², Fluss) über drei Stunden einge-

bracht bzw. als statische Kontrolle unter gleichen Bedingungen gehalten (statisch). Zellen wurden 

fixiert, mit Anti-APJ-Antikörper immunhistochemisch gefärbt und mikroskopiert (Z-Stacks, Stack-Ab-

stand 500 nm). Maximum Intensity Projections wurden erstellt und repräsentative Einzelzellen mit 

einem Freehand-ROI ausgewählt. Die Signalintensität wurde unter Verwendung von ImageJ (NIH) 

bestimmt. Die Balken zeigen die Mittelwerte ± SEM normalisiert auf die jeweilige statische Gruppe. 

Signifikante Unterschiede zur jeweiligen statischen Gruppe: *** P < 0.001. N = 90 aus fünf unabhän-

gigen Versuchen. (vgl. [114])    
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3.3 Das Elastizitätsmodul von Endothelzellen ist abhängig vom APJ 

Eine gut etablierte Methode zur Analyse der biomechanischen Eigenschaften von En-

dothelzellen in Abhängigkeit von hämodynamischem Scherstress ist die Atomic Force 

Microscopy [130]. Diese Methodik wurde in der vorliegenden Arbeit genutzt, um die 

Bedeutung des APJ für lokale Elastizitätsmodule statisch-kultivierter und scherstress-

exponierter HUVEC zu untersuchen.  

3.3.1 Elastizitätsmodul über dem Zell-Apex 

Zunächst wurden aus den FDC jene fünf Messpunkte ermittelt, die den Zell-Apex, also 

den Bereich direkt über dem Nukleus, definierten. Diese Punkte konnten exakt einer 

Einzelzelle zugeordnet werden. Anschließend erfolgt die Auswertung der Messpunkte 

zur Ermittlung des lokalen Elastizitätsmoduls unter Verwendung des klassischen 

Hertz-Modells und des Dünnschicht-Modells. 

Unter Verwendung des klassischen Hertz-Modells (Abbildung 11A) zeigte sich bereits 

ein signifikanter Unterschied zwischen statisch kultivierten APJ-WT und APJ-KD 

HUVEC. Der YM von APJ-KD Zellen ist um 57% gegenüber APJ-WT Zellen reduziert 

(P = 0.023). Zusätzlich wurde ein Unterschied der relativen Elastizitätsmodule zwi-

schen scherstressexponierten HUVEC festgestellt. Der YM von APJ-KD Zellen nach 

Scherstressapplikation ist um 63% gegenüber scherstressexponierten APJ-WT Zellen 

reduziert (P = 0.05). Demnach wiesen scherstressexponierte APJ-KD HUVEC weder 

signifikante Unterschiede zu statischen APJ-KD noch zu statischen APJ-WT HUVEC 

auf. 

Unter Verwendung des Dünnschicht-Modells (Abbildung 11B) konnten ähnliche Ten-

denzen beobachtet werden, obwohl sich die statisch kultivierten APJ-WT und APJ-KD 

HUVEC nicht signifikant unterschieden. Der Unterschied unter Scherstress fiel mit ei-

nem um 126% reduzierten Elastizitätsmodul von APJ-KD HUVEC gegenüber APJ-WT 

HUVEC dafür noch deutlicher aus (P = 0.005). Außerdem konnte beobachtet werden, 

dass nach Scherstressexposition APJ-WT höhere YM-Werte aufwiesen (nicht signifi-

kant, P = 0.08), während in der Gruppe der APJ-KD HUVEC die YM-Werte nach Scher-

stressapplikation im Vergleich zu statisch-kultivierten Zellen sogar abnahmen (nicht 

signifikant). Auch hier wiesen APJ-KD HUVEC unter ESS weder signifikante Unter-

schiede zu statischen APJ-KD noch zu statischen APJ-WT HUVEC auf. 
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Abbildung 11: Relatives Elastizitätsmodul über dem Zell-Apex 
 
HUVEC wurden als APJ-WT bzw. nach Transfektion mit APJ siRNA (APJ-KD) statisch auf Glas-

Coverslips kultiviert (statisch) oder in einen dreistündigen Flussversuch mit einem Scherstress von 

1.5 dyne/cm² (Fluss) eingebracht. Es wurden mittels AFM Force Volume Measurements durchge-

führt, daraus FDC errechnet, die fünf höchsten Punkte einer Zelle bestimmt und das Elastizitätsmodul 

mittels klassischem Hertz-Modell (Abbildung 11A) bzw. mittels Dünnschicht-Modell bestimmt (Abbil-

dung 11B). Die Balken zeigen den Mittelwert ± 95% Konfidenzintervall normalisiert auf die Gruppe 

„APJ-WT/statisch“. Signifikante Unterschiede zur Gruppe „APJ-WT/statisch“: * P < 0.05. Signifikante 

Unterschiede zur Gruppe „APJ-WT/Fluss“: # P < 0.05 und ## P < 0.01. (vgl. [114]) 
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3.3.2 Elastizitätsmodul über der Zell-Peripherie 

Für die Analyse der Elastizitätsmodule der Zell-Peripherie wurden nur jene besonders 

flachen Bereiche herangezogen, in denen die lokale Zellhöhe h weniger als 1000 nm 

betrug. In diesen Bereichen wurden die Annahmen des klassischen Hertz-Modells 

nicht erfüllt. Daher erfolgte nur eine Auswertung unter Verwendung des Dünnschicht-

Modells. 

 
 
Abbildung 12: Relatives Elastizitätsmodul Zellperipherie (h < 1000 nm) 
 
HUVEC wurden als APJ-WT bzw. nach Transfektion mit APJ siRNA (APJ-KD) statisch auf Glas-

Coverslips kultiviert (statisch) oder in einen Flussversuch (Fluss) eingebracht. Es wurden mittels AFM 

FDC bestimmt, die Zellhöhe h ermittelt, jene Punkte mit h ≤ 1000 nm ausgewählt und das Elastizi-

tätsmodul mittels Dünnschicht-Modell errechnet. Die Balken zeigen den Mittelwert ± 95% 

Konfidenzintervall normalisiert auf die Gruppe „APJ-WT/statisch“. Signifikante Unterschiede zur 

Gruppe „APJ-WT/statisch“: *** P < 0.001. Signifikante Unterschiede zur Gruppe „APJ-WT/Fluss“: ### 

P < 0.001. (vgl. [114]) 

 

Auch in flachen Zellbereichen zeigte sich bereits ein reduziertes Elastizitätsmodul von 

statisch-kultivierten APJ-KD HUVEC im Vergleich zu APJ-WT HUVEC (E in APJ-KD 

HUVEC um 61% geringer, P = 0.0008). Nach Anlage von Scherstress fiel der Unter-

schied zwischen beiden Gruppen (APJ-WT vs. APJ-KD) mit um 75% geringerem Elas-

tizitätsmodul von APJ-KD Zellen ebenfalls signifikant aus (P = 0.0001). In flachen Zell-

bereichen unterschieden sich gar die YM-Werte von statischen APJ-WT HUVEC ge-

genüber scherstressexponierten APJ-KD HUVEC. Scherstressexponierte APJ-KD 

Zellen wiesen um 64% niedrigere Elastizitätsmodule auf (P < 0.0001). Es konnte wie 
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auch über dem Zell-Apex der Trend beobachtet werden, dass die Elastizitätsmodule 

von APJ-WT Zellen nach Scherstressapplikation im Vergleich zur statischen APJ-WT 

Kontrolle tendenziell anstiegen (um ca. 10%, nicht signifikant). Hingegen wurde bei 

APJ-KD HUVEC nach Scherstressexposition auch hier eher eine Reduktion des mitt-

leren Elastizitätsmoduls (ca. 3%, nicht signifikant) gegenüber der statischen APJ-KD 

Kontrolle festgestellt.  

3.3.3 Absolute Elastizitätsmodule jeder Zellhöhe h 

Von jedem Messpunkt konnte mit Hilfe der automatisierten Datenanalyse die lokale 

Zellhöhe h bestimmt werden. Exemplarisch wurden die absoluten Elastizitätsmodule 

nach Scherstresseinfluss von APJ-WT und APJ-KD Zellen nach der Höhe gegenei-

nander aufgetragen. 

 

 
 
Abbildung 13: Absolute Elastizitätsmodule von HUVEC nach Zellhöhe h 
 
HUVEC wurden als APJ-WT bzw. nach Transfektion mit APJ siRNA (APJ-KD) auf Glas-Coverslips 

kultiviert und in einen dreistündigen Flussversuch bei 1.5 dyne/cm² eingebracht. Es wurden mittels 

AFM FDC erzeugt, die Zellhöhe h bestimmt und das Elastizitätsmodul mittels Dünnschicht-Modell 

bestimmt. Die Balken zeigen den Mittelwert ± 95% Konfidenzintervall in Abhängigkeit von der Zell-

höhe h. 

 
Es zeigt sich, dass APJ-WT Zellen nach Scherstresseinfluss insbesondere in der Zell-

peripherie höhere YM-Werte aufweisen als über dem Nukleus. Verglichen dazu sind 
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die YM-Werte von scherstressexponierten APJ-KD HUVEC in jeder Höhe h ähnlich 

und es gibt kaum Elastizitätsunterschiede zwischen Zell-Apex und Zell-Peripherie. 

Auch in dieser Darstellung fällt auf, dass verglichen mit APJ-WT HUVEC, APJ-KD Zel-

len in fast jeder lokalen Zellhöhe h geringere mittlere Elastizitätsmodule aufweisen.  

Die in dieser Arbeit dargestellten Daten zu den Elastizitätsmodulen von HUVEC wur-

den im Rahmen einer offiziellen Kooperation mit dem Zentrum für Innovationskompe-

tenz – Humorale Immunreaktionen bei kardiovaskulären Erkrankungen (ZIK-HIKE) er-

zeugt und im Rahmen dieses Projektes gemeinsam genutzt. Die Versuchsdurchfüh-

rung und Datenerhebung erfolgte durch den Autor dieser Arbeit und die anschließende 

automatisierte Datenauswertung durch Herrn Dr. Glaubitz. Diese ist bereits in dessen 

Dissertation veröffentlicht [123]. 

  

3.4 Die scherstressbedingte Zytoskelett-Reorganisation 

Galbraith et al. beschrieben bereits 1998, dass sich die Struktur des Zytoskeletts unter 

Einwirkung von Scherstress verändert [131]. In dieser Arbeit sollten nun wesentliche 

zytoskelettale Komponenten von HUVEC in Abhängigkeit von der APJ-Expression un-

tersucht werden. Dafür wurden Live Cell Imaging sowie qualitative und quantitative 

konfokale Mikroskopie-Verfahren eingesetzt.  

3.4.1 Die Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts  

Zur Visualisierung der zytoskelettalen Veränderungen des endothelialen Aktin-

Zytoskeletts unter Einfluss von ESS wurde das F-Aktin unter Verwendung eines 

adenoviralen Vektors in HUVEC sichtbar gemacht und über einen Zeitraum von drei 

Stunden im Live Cell Imaging untersucht. 

Abbildung 14A zeigt repräsentative 3D-Projektionen des F-Aktin Zytoskeletts von APJ-

WT HUVEC im Zeitverlauf einer dreistündigen Scherstressexposition von 1.5 

dyne/cm². Vor Anlegen des Scherstresses waren die F-Aktin-Filamente noch ungeord-

net und scheinbar zufällig im gesamten Zellkörper verteilt. Hauptsächlich waren die 

Filamente allerdings in der Zellperipherie in Form sog. dense peripheral bands zu fin-

den (siehe weiße Pfeile in Abbildung 14A, Zeitpunkt 0 min). Nach Beginn des Fluss-

versuches begannen sich die Zellen in Flussrichtung auszurichten. Sie bildeten promi-
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nentere und dickere F-Aktin-Bündel (im Sinne von beginnender „Aktin-Stressfaser-Bil-

dung“) aus und der Zellkörper wurde zunehmend durch ein Mikrofilament-Netzwerk 

stabilisiert (siehe weiße Pfeile in Abbildung 14A, Zeitpunkte 61 min, 122 min, 183 min). 

Außerdem breiteten sich die Zellen immer weiter auf ihrem Substrat aus und der inter-

zelluläre Raum wurde durch verstärkten Kontakt zu den jeweiligen Nachbarzellen re-

duziert. Einzelne Zellen begannen bereits dickere Aktin-Bündel auszubilden. Insbe-

sondere wurden diese Veränderungen im Bereich des Nukleus deutlich (siehe Abbil-

dung 14A, Zeitpunkt 183 min).  

In Abbildung 14B wurde das Aktin-Zytoskelett von APJ-KD HUVEC dargestellt. Bereits 

vor Beginn der Scherstressexposition zeigte sich im Vergleich zu APJ-WT Zellen eine 

geringere Anzahl von Aktin-Filamenten in der Zellperipherie (vgl. weiße Pfeile zum 

Zeitpunkt 0 min in Abbildung 14A+B). Im Verlauf des Flussversuches wurden in APJ-

KD Zellen kaum zusätzliche Stressfasern aufgebaut und die vorhandenen F-Aktin-Fila-

mente blieben in der Zellperipherie in ungeordneter Struktur bestehen. Im Gegensatz 

zu APJ-WT Zellen kontrahierten sich die APJ-KD HUVEC im weiteren Verlauf des Ver-

suches, sie richteten sich kaum am Schervektor aus und verloren zunehmend die Ad-

härenz zu benachbarten Zellen.  
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Abbildung 14: Die Struktur des Aktin-Zytoskeletts  
 
HUVEC wurden vor Beginn des Live Cell Imaging in µ-Slides I Luer als Kontrolle (APJ-WT, Abbildung 14A) mitgeführt oder mit APJ siRNA transfiziert (APJ-KD, 

Abbildung 14B). Nach Transduktion mit rAVCMV-LifeAct-TagRFP wurden die Zellen im Live Cell Imaging für drei Stunden einem Scherstress von 1.5 dyne/cm² 

ausgesetzt. Es wurden in einem Zeitintervall von 15 Minuten Z-Stacks (Stack-Abstand 250 nm) eines jeweils konstanten Bildausschnitts angefertigt und anschließend 

3D-Projektionen davon angefertigt. Schließlich wurden repräsentative Bildausschnitte zu vier verschiedenen Zeitpunkten eines Versuchs (siehe Skala) dargestellt. 

(vgl. [114]) 
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3.4.2 Der Einfluss der APJ-Expression auf Tubulin und Vimentin 

Neben der Darstellung des F-Aktins sollten zur umfassenden Untersuchung des en-

dothelialen Zytoskeletts auch Strukturen der MT (insbesondere Tubulin) und der Inter-

mediärfilamente (exemplarisch Vimentin) qualitativ untersucht werden. Dazu wurden 

sowohl statisch kultivierte Zellen als auch Zellen nach Scherstresseinfluss fixiert und 

mit spezifischen Antikörpern immunhistochemisch gefärbt. 

Aus Abbildung 15 geht hervor, dass hämodynamischer Scherstress einen Einfluss auf 

MT und IF von APJ-WT und APJ-KD ausübt. Während die statisch kultivierten Zellen 

unorganisiert, anscheinend zufällig auf der Glasoberfläche wuchsen und keine be-

stimmte Orientierung aufwiesen, zeigten v.a. APJ-WT HUVEC nach Scherstressappli-

kation eine Ausrichtung entlang des Schervektors (siehe Abbildung 15C, für die Fluss-

richtung schwarzer Pfeil). Die Ausrichtung entlang der Flussrichtung konnte in scher-

stressexponierten APJ-KD Zellen in deutlich geringerem Ausmaß festgestellt werden. 

Die Zellen wuchsen flächiger und weniger organisiert auf der Glasoberfläche. Die 

interzellulären Räume erschienen im Vergleich zu APJ-WT Zellen vergrößert (siehe 

Abbildung 15C, weiße Sterne). 

In Bezug auf das MT-Skelett zeigt sich in statischen APJ-WT Zellen, dass die einzel-

nen Filamente aus ihrer Verankerung am Zentrosom nahe am Nukleus (siehe Abbil-

dung 15A, weiße Pfeile) diffus in die Zellperipherie ausstrahlten. Nach Scherstressex-

position hatte sich auch das Tubulin-Netzwerk in den meisten Zellen reorganisiert und 

entlang des Schervektors ausgerichtet (siehe Abbildung 15, links). Auch in statischen 

APJ-KD waren die MT scheinbar zentral verankert und erstreckten sich diffus in die 

Zellperipherie. Nach Scherstresseinfluss erfolgte in APJ-KD Zellen die 

Umstrukturierung des Netzwerkes im Vergleich zu APJ-WT HUVEC allerdings weniger 

ausgerichtet an der Flussrichtung. Die Filamente erschienen noch immer vereinzelt, 

diffus und kaum gerichtet (siehe Abbildung 15A, rechts)
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Abbildung 15: Die Struktur von Mikrotubuli und Intermediärfilamenten 
 
HUVEC wurden nach Transfektion mit APJ siRNA (APJ-KD) oder als APJ-WT unter statischen Bedingungen kultiviert (statisch) oder in einen Flussversuch für drei 

Stunden mit 1.5 dyne/cm² (Fluss) eingebracht. Die Zellen wurden gegen Tubulin (rot, Abbildung 15A), Vimentin (grün, Abbildung 15B) sowie DAPI (blau) gefärbt 

und konfokalmikroskopisch (Z-Stacks mit Stack-Abstand 250 nm) untersucht. Gezeigt sind repräsentative Aufnahmen der Einzelkomponenten und als Maximum 

Intensity Projections im Overlay (Abbildung 15C) gezeigt. Der schwarze Pfeil zeigt die Flussrichtung an. Die weißen Pfeile zeigen exemplarisch das Zentrosom. 

Die weißen Sterne markieren den Interzellularraum der Gruppe „APJ-KD/Fluss“. 
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3.4.3 Die Verteilung von Vinculin in APJ-WT und APJ-KD HUVEC 

Mit dem Ziel einer weitergehenden Quantifizierung von Veränderungen des endothe-

lialen Zytoskeletts wurde in statischen und scherstressexponierten APJ-WT und APJ-

KD HUVEC das Protein Vinculin immunhistochemisch angefärbt. Vinculin wird als Ad-

häsions-Komplex- und Aktin-assoziiertes Protein beschrieben [132,133].  

 
 
Abbildung 16: Die morphologische Beziehung von Aktin und Vinculin in HUVEC 
 
HUVEC wurden als APJ-KD (nach Transfektion mit APJ siRNA) oder als APJ-WT Kontrolle mit 

rAVCMV-LifeAct-TagRFP transduziert, unter statischen Bedingungen kultiviert (statisch) oder für drei 

Stunden hämodynamischem Scherstress von 1.5 dyne/cm² (Fluss) ausgesetzt. Die Zellen wurden 

fixiert und immunhistochemisch gegen Vinculin (grün) sowie DAPI (blau) gefärbt und mit einem kon-

fokalen Laser Scanning Mikroskop mit identischen Laser-Settings untersucht. Es wurden Z-Stacks 

(Stack-Abstand 250 nm) angefertigt und repräsentative Aufnahmen der Einzelkomponenten sowie 

der Overlay als Maximum Intensity Projections gezeigt. Der schwarze Pfeil zeigt die Flussrichtung an. 

Die weißen Pfeile zeigen exemplarisch größere Vinculin-Aggregate. (vgl. [114]) 
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Abbildung 16 zeigt repräsentative Bildausschnitte konfokalmikroskopischer 

Aufnahmen von Vinculin und Aktin unter statischen Bedingungen und nach Scher-

stressexposition von APJ-WT und APJ-KD HUVEC. In statisch-kultivierten APJ-WT 

Zellen ist Vinculin in kleinen Aggregaten diffus über die gesamte Zelle verteilt, beson-

ders auch über dem Nukleus. Nach Scherstressapplikation zeigen sich in APJ-WT Zel-

len zunehmend größere Vinculin-Formationen, die vor allem an der junktionalen Ober-

fläche lokalisiert sind. Im Overlay mit F-Aktin-Fasern wird deutlich, dass sich jene ver-

größerten Vinculin-Aggregate insbesondere dort befinden, wo dickere Aktin-Filamente 

an der Plasmamembran inserieren. In statischen APJ-KD Zellen sind kleinere Vinculin-

Partikel diffus über die gesamte Membran verteilt, wenn auch mit einer anscheinend 

geringeren Dichte als in APJ-WT Zellen. Im Gegensatz zu scherstressexponierten 

APJ-WT Zellen zeigen APJ-KD Zellen nach Scherstressexposition allerdings kaum die 

Tendenz, vergrößerte Vinculin-Aggregationen an der Plasmamembran auszubilden. 

Die Partikel scheinen kleiner und weniger verdichtet zu sein. 

Um diese qualitativen morphologischen Erscheinungen weiter zu analysieren, wurden 

durch quantitative Methoden zur Auswertung mikroskopischer Bilddaten die Anzahl 

und das Volumen von größeren Vinculin-Partikeln bestimmt und zwischen den einzel-

nen Gruppen verglichen. 

In APJ-WT HUVEC führte die Exposition der Zellen mit hämodynamischem Scher-

stress zu einer Reduktion der relativen Anzahl von Vinculin-Partikeln um 16% (siehe 

Abbildung 17A, P = 0.0065). Im Gegensatz dazu war in APJ-KD Zellen die Anzahl der 

Vinculin-Partikel nach Scherstresseinfluss gegenüber statisch-kultivierten APJ-KD 

HUVEC um 24.4% erhöht (P = 0.01). Im Vergleich von statisch-kultivierten APJ-WT 

und APJ-KD HUVEC zeigte sich, dass letztere Gruppe 32% weniger Vinculin-Aggre-

gate aufwies als die Vergleichsgruppe (P = 0.0003). Abbildung 17B zeigt das relative 

Volumen der Vinculin-Partikel. Es wurde deutlich, dass die reduzierte Anzahl von 

Vinculin-Partikeln in APJ-WT Zellen nach Scherstressapplikation durch ein erhöhtes 

relatives Volumen der Partikel begleitet wurde (+12% in APJ-WT/Fluss gegenüber 

APJ-WT/statisch, P = 0.0252). Im Vergleich von statisch-kultivierten Zellen wurden in 

APJ-KD HUVEC 30% kleinere Partikel als in APJ-WT HUVEC gemessen (P < 0.0001). 

In der scherstressexponierten Gruppe wiesen APJ-KD Zellen ein um 12% geringeres 

Volumen auf als APJ-WT Endothelzellen (P = 0.023).   
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Abbildung 17: Relative Anzahl und Größe von Vinculin-Partikeln 
 
Es wurden APJ-WT oder APJ-KD (nach Transfektion mit APJ siRNA) HUVEC nach statischer Kultur 

(statisch) oder Scherstressexposition (1.5 dyne/cm² für drei Stunden, Fluss) immunhistochemisch zur 

Darstellung von Vinculin gefärbt. Die Zellen wurden unter Anfertigung von Z-Stacks (Stack-Abstand 

250 nm) mit einem konfokalen Laser Scanning Mikroskop untersucht und die Daten mit dem Plugin 

„Object Counter 3D“ des Programms ImageJ (NIH) nach Setzen eines adäquaten Threshold (zur 

Auswertung größerer Vinculin-Partikel) analysiert. Abbildung 17A zeigt die relative Anzahl der Vincu-

lin-Partikel. Abbildung 17B zeigt das relative Volumen der Vinculin-Partikel. Die Balken zeigen die 

Mittelwerte ± SEM. Signifikante Unterschiede zur Gruppe „APJ-WT/statisch“ ** P < 0.01 und *** P < 

0.001. Signifikante Unterschiede zur Gruppe „APJ-WT/Fluss“: # < 0.05 und ## P < 0.01. N = 17 aus 

vier unabhängigen Versuchen. (vgl. [114]) 
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3.5 Impedanzmessungen statisch kultivierter Endothelzellen 

Insbesondere in Live Cell Imaging Versuchen wurde eine Veränderung der interzellu-

lären Kontakte bzw. der räumlichen Beziehung von Endothelzellen nach APJ Knock-

down beobachtet. Um dies weiter zu quantifizieren wurde die Messung der 

elektrischen Impedanz von konfluenten Endothelzell-Monolayern angewendet. Dazu 

wurde der CI als dimensionsloses Maß der zellulären Adhäsion auf dem Substrat, der 

Zell-Ausbreitung und des funktionellen Zustandes der interzellulären Haftkontakte (hier 

exemplarisch der AJ, siehe auch Seite 34) genutzt. 

Aus Abbildung 18 geht hervor, dass die elektrische Impedanz von APJ-KD HUVEC im 

Vergleich zu APJ-WT HUVEC signifikant reduziert ist. Abbildung 18A zeigt einen re-

präsentativen Kurvenverlauf der elektrischen Impedanz (genauer: des CI) vor, wäh-

rend und nach der Transfektion von statisch kultivierten HUVEC mit APJ siRNA. In-

nerhalb von drei Stunden nach Einsäen der Zellen wurde eine Erhöhung des CI ver-

einbar mit einer initialen Adhäsion der Zellen auf der Goldelektrode des Gerätes deut-

lich. Nach Zugabe der 10 nM bzw. 50 nM APJ siRNA haltigen RNAi-Duplex/Lipofecta-

mineTM RNAiMAX-Komplexe (APJ-KD) bzw. Opti-Mem/LipofectamineTM RNAiMAX-

Komplexe (APJ-WT) ging der CI in allen Gruppen vorübergehend zurück (siehe Pfeil 

in Abbildung 18A). Nach dem Austausch mit Wachstumsmedium konnte in allen Grup-

pen eine erneute Erhöhung der CI-Werte beobachtet werden, die jedoch in den APJ 

siRNA transfizierten (10 nM und 50 nM APJ-KD) Gruppen deutlich geringer ausfiel als 

in der APJ-WT Gruppe. Abbildung 18B verdeutlicht den Effekt des APJ-KD auf die 

elektrische Impedanz nach 75 Stunden (Versuchsendpunkt). Zu diesem Zeitpunkt war 

der mittlere CI der mit 10 nM APJ siRNA transfizierten Zellen um 18% gegenüber der 

APJ-WT Kontrolle reduziert (P = 0.0124). Der gleiche Effekt der CI-Reduktion konnte 

mit 48% Reduktion in mit 50 nM APJ siRNA transfizierten APJ-KD Zellen gegenüber 

der Kontrolle festgestellt werden (P < 0.0001). Auch die mit 10 nM und 50 nM APJ 

siRNA transfizierten Gruppen wiesen einen Unterschied von 30% auf (P = 0.0008). 

 



  Ergebnisse 

57 
 

 
 
Abbildung 18: Reduktion der elektrischen Impedanz nach APJ-KD 
 
APJ-WT HUVEC wurden für 24 Stunden in einer E-Plate 16 des xCELLigence-Systems (ACEA 

Biosciences) kultiviert, anschließend wurden die Zellen mit 10 nM bzw. 50 nM APJ siRNA haltigen 

RNAi-Duplex/LipofectamineTM RNAiMAX-Komplexen (APJ-KD) bzw. Opti-Mem/LipofectamineTM 

RNAiMAX-Komplexen (APJ-WT) inkubiert (siehe Pfeil). Nach fünf Stunden wurden die Komplexe 

durch Wachstumsmedium ersetzt und der CI für weitere 46 Stunden kontinuierlich gemonitored (siehe 

Abbildung 18A, repräsentative Kurven). Abbildung 18B zeigt den mittleren CI normalisiert auf „APJ-

WT“ HUVEC. Die Balken zeigen die Mittelwerte ± SEM. Signifikante Unterschiede zur Gruppe „APJ-

WT“ * P < 0.05 und *** P < 0.001. Signifikante Unterschiede zur Gruppe „APJ-KD/10 nM“: ## P < 

0.01. N = 20 aus fünf unabhängigen Versuchen. (vgl. [114]) 

 

3.6 Der APJ und Mechanotransduktionsmoleküle in Endothelzellen 

Im folgenden Kapitel soll ein mögliches morphologisches Korrelat für die beobachteten 

Veränderungen der elektrischen Impedanz von APJ-KD HUVEC dargestellt werden. 

Dafür wurde PECAM-1, welches als Marker für Endothelzellen beschrieben ist [134], 

in HUVEC immunhistochemisch gefärbt und die Verteilung in APJ-WT und APJ-KD 
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Zellen untersucht. Zusätzlich wurde die räumliche Beziehung des APJ zu dem en-

dothelialen Mechanotransducer PECAM-1 [135] durch immunhistochemische 

Verfahren und durch die Kalkulation von Ko-Lokalisationskoeffizienten beleuchtet. 

3.6.1 Der Einfluss der APJ-Expression auf PECAM-1 in Endothelzellen 

Der Endothelzellmarker PECAM-1 ist in kultivierten vaskulären Endothelzellen auf der 

junktionalen Plasmamembran an Zell-Zell-Kontakten lokalisiert [136]. Es sollte geklärt 

werden, welchen Einfluss die Expression des APJ auf die Lokalisation von PECAM-1 

in HUVEC ausübt.  

 

 
 
Abbildung 19: Die PECAM-1-Verteilung ist abhängig von der APJ-Expression 
 
HUVEC wurden als APJ-WT (Abbildung 19A) oder nach Transfektion mit APJ siRNA (APJ-KD, Ab-

bildung 19B) unter statischen Bedingungen kultiviert (statisch) oder in einen Flussversuch für drei 

Stunden mit 1.5 dyne/cm² (Fluss) eingebracht. Die Zellen wurden fixiert und PECAM-1 (rot) immun-

histochemisch gefärbt sowie eine Kernfärbung mit DAPI (blau) durchgeführt. Die Zellen wurden mit 

einem konfokalen Laser Scanning Mikroskop mit identischen Laser-Settings unter Anfertigung von Z-

Stacks (Stack-Abstand 500 nm) untersucht. Es wurden repräsentative Aufnahmen als Maximum 

Intensity Projections gezeigt. Der schwarze Pfeil zeigt die Flussrichtung an. (vgl. [114]) 
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Abbildung 19 illustriert, dass PECAM-1 auf der junktionalen Membran konfluenter 

HUVEC-Monolayer in einer die Zirkumferenz der Zelle umfassenden Lokalisation 

nachgewiesen werden konnte. Diese Verteilung konnte sowohl in statischen als auch 

bei HUVEC unter Scherstresseinfluss beobachtet werden (Abbildung 19A). Im Gegen-

satz dazu zeigte sich in APJ-KD HUVEC ebenfalls in statischen und scherstressexpo-

nierten Zellen, dass eine für Endothelzellen typische PECAM-1-Verteilung nicht er-

kennbar war. In dieser Gruppe wurde vielmehr eine spärliche, diffuse Verteilung über 

die gesamte Membran ohne bestimmte Konzentration gefunden (Abbildung 19B). 

3.6.2 Die räumliche Beziehung des APJ zu PECAM-1 

Zusätzlich zum Einfluss des APJ auf die Verteilung von PECAM-1 in humanen En-

dothelzellen wurde auch die räumliche Beziehung von APJ und PECAM-1 untersucht. 

Zur genaueren Analyse der räumlichen Beziehung von APJ zu PECAM-1 wurden Ko-

Lokalisationsanalysen aus den angefertigten konfokalmikroskopischen double-label 

Aufnahmen durchgeführt.  

Die Abbildung 20A und B zeigen repräsentative Aufnahmen eines zentralen Zellaus-

schnitts von HUVEC 60 Minuten nach Scherstressexposition. Exemplarisch werden in 

Abbildung 20C zu einem Zeitpunkt 60 Minuten nach Scherstressapplikation die ko-

lokalisierten Pixel aus dem APJ-Kanal und dem PECAM-1-Kanal dargestellt. Abbil-

dung 20D zeigt den Manders‘ Ko-Lokalisationskoeffizienten für APJ und PECAM-1. 

Ein Koeffizient von ≥ 0.6 gilt dabei als Indiz für eine Ko-Lokalisation [125]. Es wurde 

eine scherstress- und zeitabhängige Ko-Assoziation beider Moleküle beobachtet, die 

insbesondere in einer frühen Phase nach Applikation von Scherstress auftrat. Wäh-

rend statisch-kultivierte HUVEC mit einen Manders‘ Koeffizienten von 0.56 ± 0.02 (P = 

0.375) keine Ko-Lokalisation aufwiesen, erhöhte sich der Koeffizient bereits nach einer 

kurz andauernden 15-minütigen Scherstressexposition auf 0.68 ± 0.03 (P = 0.016), 

was auf eine initiale Ko-Assoziation hindeutet. Mit länger andauerndem Scherstres-

seinfluss sank der Koeffizient wiederum ab (60 min: 0.67 ± 0.03; P = 0.050 und 120 

min: 0.62 ± 0.02; P = 0.502).  
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Abbildung 20: Ko-Assoziation von APJ und PECAM-1 
 
HUVEC wurden in µ-Slides I Luer kultiviert, mit Ad5-CMV-APLNR-tGFP transduziert (APJ, grün) und 

in einen Flussversuch (1.5 dyne/cm²) für 15 Minuten, 60 Minuten und 120 Minuten eingebracht und 

anschließend fixiert. Die statisch-kultivierten Zellen wurden ohne Scherstressapplikation fixiert (sta-

tisch) und gegen PECAM-1 (rot) und DAPI (blau) gefärbt. Die Zellen wurden mit einem konfokalen 

Laser Scanning Mikroskop unter Anfertigung zentraler Einzelaufnahmen mikroskopiert. Es wird ein 

repräsentativer Ausschnitt eines konfluenten Monolayers 60 Minuten nach Scherstressexposition ge-

zeigt. Abbildung 20A: APJ, Abbildung 20B: PECAM-1. Der schwarze Pfeil zeigt die Flussrichtung an. 

In Abbildung 20C sind ko-lokalisierte Pixel von APJ (grüner Kanal) und PECAM-1 (roter Kanal) in 

weißer Farbe dargestellt. Unter Verwendung der Software ImageJ (NIH) wurde der Hintergrund 

korrigiert und eine konstante ROI definiert (umfasst jeweils einen perinukleären und interzellulären 

Bereich benachbarter Zellen). Aus der ROI wurden der Manders‘ Ko-Lokalisationskoeffizient und die 

Pixel Ratio bestimmt. Die Auswertung und Darstellung des Manders‘ Koeffizienten erfolgte in Abbil-

dung 20D. Die Balken zeigen die Mittelwerte ± SEM. Signifikante Unterschiede zum Wert 0.6: * P < 

0.05. Signifikante Unterschiede zur „statischen“ Gruppe: # P < 0.05. (vgl. [114])  
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4 Diskussion 

Für das Verständnis der Pathogenese epidemiologisch relevanter Erkrankungen 

nimmt das Endothel mit seinen multifunktionalen Eigenschaften eine Schlüsselrolle 

ein. Die endotheliale Dysfunktion und die Artherosklerose mit ihren z.T. dramatischen 

Auswirkungen für den gesamten Organismus lassen sich nur verstehen und behan-

deln, wenn der Erhalt der Integrität des endothelialen Monolayers eingehend in den 

Fokus genommen wird. Endothelzellen können ihre wichtigen globalen Funktionen nur 

dann erfüllen, wenn sie in der Lage sind, sich an die lokal herrschenden hämo-

dynamischen Verhältnisse zu adaptieren. Dabei hat das detaillierte Verständnis der 

Übersetzung mechanischer Kräfte in biochemische Signale eine entscheidende Be-

deutung. Bis heute sind im Konzept der Mechanotransduktion bestimmte Vorgänge 

allerdings noch immer ungeklärt und es werden neue mechanosensible Strukturen auf 

und in Endothelzellen entdeckt. Wie bereits dargestellt, ist der GPCR APJ einer dieser 

neuen Mitspieler und diese Arbeit hat den Anspruch, die Bedeutung desselben für die 

endotheliale Mechanotransduktion näher einzuordnen und das Verständnis seiner Be-

deutung zu erweitern (vgl. [114]).   

 

4.1 Validierung des APJ Knock-down 

Ein wesentliches Grundprinzip zur eingehenden Charakterisierung des GPCR APJ ist 

der Vergleich von APJ-WT HUVEC, in denen der APJ in physiologischem Ausmaß 

exprimiert und reguliert wird, und APJ-KD HUVEC, in denen die Gen- und Proteinex-

pression des APJ reduziert ist. Durch kationische Lipid-vermittelte Transfektion wird 

gezielt eine doppelsträngige siRNA in die Zielzellen eingebracht, um in vitro die mRNA 

des APJ zu degradieren.  

Da Primärzellen, wie HUVEC, dafür bekannt sind, dass sie besonders schwierig zu 

transfizieren sind [137], mussten unterschiedliche Transfektionsmethoden bzw. -rea-

genzien gegeneinander abgewogen werden. Besondere Beachtung fanden dabei die 

Transfektionseffizienz und Zytotoxizität. Ein von Hunt et al. [138] publizierter Vergleich 

weist für das in dieser Arbeit verwendete Reagenz (Lipofectamine 2000, Invitrogen) 

die besten Eigenschaften aus.  
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Die erreichte Reduktion der Genexpression im Well (51% gegenüber Kontrolle) ist in 

Übereinstimmung mit bereits veröffentlichten Daten zu sehen [93,138]. Ein 

besonderes Augenmerk galt der Transfektion im µ-Slide I Luer, da aufgrund der ein-

zigartigen Geometrie des Flusskanals höhere APJ siRNA-Konzentrationen für eine 

ausreichende Transfektionseffizienz nötig waren. Letztlich konnten Werte erzielt wer-

den, die mit dem Transfektionsausmaß im Well vergleichbar waren (siehe Abbildung 

6). Da keine komplette „Stummschaltung“ des APJ erfolgte, wird der Begriff Knock-

down dem Begriff Knock-out vorgezogen. Zur Ansicht ergänzender Daten der Protei-

nexpression transfizierter HUVEC wird auf Vorarbeiten der Arbeitsgruppe verwiesen 

[93,139]. 

Die Lipid-vermittelte Transfektion von Primärzellen ist dafür bekannt, die Zellvitalität 

potenziell zu reduzieren [140]. Diese Effekte sollten mit Hilfe eines sehr gut validierten 

Resazurin-Assays (AlamarBlue®) quantifiziert werden [141]. Es zeigte sich, dass die 

Vitalität von APJ-KD HUVEC (transfiziert mit 10 nM APJ-siRNA in Well-Geometrie) 

gegenüber APJ-WT HUVEC nicht signifikant reduziert war, weshalb artifizielle Effekte 

auf die erhobenen Daten durch die Transfektionsprozedur weitgehend ausgeschlos-

sen werden können. 

Bei den in dieser Arbeit zur Anwendung gekommenen Versuchsabläufen der Lipid-

vermittelte Transfektion von HUVEC bleibt letztlich eine eingeschränkte Interpretier-

barkeit durch mögliche off-target Effekte der Transfektion bestehen. Diese wurden je-

doch bei Vorarbeiten der Arbeitsgruppe im Rahmen von Gen- und Proteinexpressions-

analysen durch Mitführen von Gruppen mit KIF11 StealthTMSelect RNAi- und Control 

#1 siRNA-transduzierten Zellen ausgeschlossen [93]. Dennoch können mögliche (stö-

rende) Einflüsse der Transfektion auf Zelleigenschaften der APJ-KD HUVEC, abseits 

des eigentlichen APJ Knock-downs, bei fluoreszenz-, rasterkraftmikroskopischen und 

Zellimpedanz-Versuchen nicht genau quantifiziert und somit nicht mit letzter Sicherheit 

ausgeschlossen werden. 

  

4.2 APJ-Expression und die junktionale Plasmamembran 

Dass das endotheliale Apelin/APJ-System durch Scherstress reguliert wird, konnte be-

reits in vorangegangenen Untersuchungen der Arbeitsgruppe gezeigt werden [93]. Mit 

dem Ziel der Visualisierung des APJ unter den physiologischen Bedingungen einer 
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Scherstressexposition, wurde der Rezeptor mit einem fluoreszierenden Farbstoff mar-

kiert und im Live Cell Imaging gemonitored. Mit Hilfe von GFP als endogenem 

Fluoreszenzmarker ist die Darstellung und Echtzeit-Beobachtung des APJ sowie di-

verser anderer zellulärer Strukturen möglich, ohne dass wichtige zelluläre Funktionen 

beeinflusst werden [142,143].  

Im Rahmen des Live Cell Imaging wurde die Verteilung des APJ innerhalb der stati-

schen und scherstressexponierten HUVEC untersucht. Dabei konnte der APJ in peri-

nukleären, vesikelähnlichen Strukturen sowie auf der gesamten Zellmembran nachge-

wiesen werden. Kleinz et al. [100] beschrieben in ihrer Untersuchung kardiovaskulärer 

Gewebe ebenfalls eine APJ-Verteilung im Zytoplasma von HUVEC und stellten eine 

Akkumulation in Strukturen mit enger räumlicher Beziehung zum Nukleus heraus. 

Diese wurden als endoplasmatisches Retikulum oder Golgi-Apparat interpretiert und 

folgerichtig mit der endothelialen Proteinbiosynthese des APJ in Verbindung gebracht.  

In der hier vorliegenden Arbeit wurde neben dieser bereits bekannten Verteilung des 

APJ erstmals zusätzlich die junktionale Plasmamembran als spezifische Struktur mit 

APJ-Akkumulation identifiziert. Dass eine ähnliche Beschreibung in den bisher ange-

fertigten morphologischen Studien fehlt, kann auf Unterschiede im experimentellen 

Setup zurückgeführt werden. So wurden HUVEC von Kleinz et al. [100] nur bis zur 

Subkonfluenz kultiviert und die Proben somit bereits zu einem Zeitpunkt in den Ver-

such eingebracht, zu dem sich noch kein konfluenter Monolayer ausgebildet haben 

konnte. Wie aus Abbildung 8 und Abbildung 9 hervorgeht, ist die Konfluenz der kulti-

vierten Zellen allerdings eine Voraussetzung für die Beobachtung dieses Phänomens. 

Einen weiteren Unterschied macht auch der Einfluss von ESS auf die Zellen aus. Die 

spezifische APJ-Verteilung auf der junktionalen Membran konnte v.a. nach Einfluss 

von physiologischen Scherstressbedingungen auf die Zellen beobachtet werden. Eine 

weitere mögliche Erklärung der erhöhten APJ-Signalintensität in der beschriebenen 

Lokalisation besteht allerdings auch durch Überlagerungseffekte der interagierenden 

Zellmembranen benachbarter Zellen. Die eingehende Diskussion dieses Umstandes 

erfolgt im Kapitel 4.5.1 ab Seite 79. 

Es stellt sich nun allerdings die Frage, ob das Phänomen der APJ-Verlagerung auf die 

junktionale Membran 1.) per se auf die Scherstressexposition zurückzuführen ist, oder 

2.) durch die zunehmende Interaktion und Konfluenz der Zellen untereinander nach 

Scherstressapplikation begründbar ist. Ein Vergleich mit bereits erhobenen Daten der 
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Arbeitsgruppe zur APJ-Verteilung in scherstressexponierten HUVEC (1.5 dyne/cm² für 

drei Stunden) zeigt, dass in subkonfluenten HUVEC auch nach Scherstresseinfluss 

keine unmittelbare Verlagerung auf die junktionale Membran erkennbar war [93]. Dies 

führt zu der Annahme, dass die enge Zell-Zell-Interaktion in konfluenten Endothelzell-

Verbänden eine essenzielle Voraussetzung für die APJ-Lokalisation auf der 

junktionalen Membran ist und insbesondere die Exposition der Zellen mit ESS diese 

Tendenz fördert. Die junktionale Plasmamembran an sich konnte bereits als 

wesentliche Struktur für die endotheliale Mechanotransduktion identifiziert werden, da 

in diesem Bereich zahlreiche Mechanosensoren lokalisiert sind [144,145]. Die Klärung 

des genauen Mechanismus und des zeitlichen Verlaufs der APJ-Verlagerung auf die 

junktionale Membran erfordert allerdings weitere Untersuchungen. 

Zusätzlich konnte sowohl im Live Cell Imaging als auch unter Verwendung einer regu-

lären immunhistochemischen Färbung ein scherstressinduzierter Anstieg der relativen 

Signalintensität innerhalb von drei Stunden nach Anlegen von Scherstress nachgewie-

sen werden. Dies lässt sich auf eine Erhöhung der APJ-Expression unter den 

spezifischen Bedingungen einer Scherstressexposition zurückführen und bestätigt be-

reits publizierte Daten, die einen ligandenunabhängigen, scherstressinduzierten An-

stieg der Gen- und Proteinexpression des APJ zeigten [93]. Es konnte im Live Cell 

Imaging durch die Erfassungen der relativen Signalintensitäten zu mehreren Zeitpunk-

ten des Versuches außerdem erstmals ein linearer Anstieg der APJ-Expression ge-

zeigt werden.  

Zu diskutieren bleibt die Frage, inwieweit der verwendete CMV-Promoter in den mit 

dem Ad5-CMV-APLNR-tGFP-Vektor transduzierten Zellen das Expressionslevel des 

APJ beeinflusst. Es zeigte sich bei den in dieser Arbeit durchgeführten Versuchen 

nach Ablauf der dreistündigen Scherstressexposition mit 1.5 dyne/cm², eine ähnliche 

prozentuale Erhöhung der Signalintensität wie bereits für die Genexpression unter glei-

chen Versuchsbedingungen in der Literatur beschrieben wurde [93]. Mit letzter Sicher-

heit ließe sich der Effekt des CMV-Promoters nur durch eine weitere Kontrolle mittels 

scherstressexponierter Ad5-CMV-tGFP-transduzierter HUVEC charakterisieren. Ent-

sprechende Versuche sind bereits in weiteren Arbeiten geplant. 
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4.3  Die Struktur des Zytoskeletts wird vom APJ beeinflusst 

Nachdem die mechanosensorische Funktion des GPCR APJ in der vorliegenden Ar-

beit reproduziert werden konnte, soll der Einfluss des APJ auf die Endothelzell-Adap-

tation diskutiert werden. Wie bereits in Kapitel 1.1.4 beschrieben, zählen die Reorga-

nisation des endothelialen Zytoskeletts und die damit einhergehenden 

biomechanischen Anpassungen der Endothelzellen an die lokalen hämodynamischen 

Kräfte zu den entscheidenden Mechanismen der Endothelzell-Antwort.  

4.3.1 Einfluss des APJ auf die endotheliale Biomechanik 

Erstmals gelang es Sato et al. [85] unter Verwendung einer Mikropipettenaspiration, 

die biomechanischen Eigenschaften von Endothelzellen, welche in vitro einem lami-

naren Scherstress ausgesetzt waren, näher zu charakterisieren. Dadurch konnte ge-

zeigt werden, dass bovine aortale Endothelzellen (Bovine aortic endothelial cells, 

BAEC) auf ihre scherstressbedingte Oberflächendeformation mit einer Erhöhung des 

zellulären Elastizitätsmoduls reagieren. Im Anschluss daran wurde zunehmend das 

hochauflösende AFM zur Charakterisierung der viskoelastischen Eigenschaften von 

Endothelzellen genutzt [146,147]. Auch in dieser Arbeit wurde das AFM angewendet, 

um die Elastizitätsmodule von APJ-WT und APJ-KD HUVEC vergleichend zu untersu-

chen. Ziel war es, den Einfluss des GPCR APJ auf einen wesentlichen scherstressin-

duzierten Adaptationsmechanismus, nämlich die bereits beschriebene Erhöhung der 

lokalen Elastizitätsmodule, zu untersuchen [148]. 

Um ein umfassendes räumliches Abbild der biomechanischen Eigenschaften der En-

dothelzellen zu erhalten, wurden auf jeder einzelnen Endothelzelle zahlreiche Mess-

punkte untersucht und differenziert ausgewertet. Dafür wurde zunächst, wie im Kapitel 

2.2.3.2 beschrieben, der höchste Punkt einer Zelle ermittelt, von dem angenommen 

werden konnte, dass dieser die Lokalisation des Zellkerns repräsentierte. Die Analyse 

dieser Messpunkte erscheint zielführend, da von Ueki et al. [149] nachgewiesen wer-

den konnte, dass der Nukleus an der Krafttransmission von der apikalen Membran auf 

intrazelluläre Strukturen beteiligt ist. Kürzlich wurde auch gezeigt, dass der Zellkern 

als mechanosensitive Struktur in Endothelzellen sowohl das Ausmaß des lokalen 

Scherstresses als auch die Strömungsrichtung des Blutes registriert und an der durch 

das Zytoskelett vermittelten Endothelzell-Polarisation beteiligt ist [150].  
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In Übereinstimmung mit einer Untersuchung von u.a. Deguchi et al. [151] konnte ge-

zeigt werden, dass das Elastizitätsmodul von APJ-WT Endothelzellen nach Einfluss 

von ESS gegenüber statisch-kultivierten APJ-WT Zellen erhöht ist. Dass dies in einem 

nicht-signifikanten Ausmaß beobachtet wurde, kann auf das unterschiedliche 

experimentelle Setup zurückgeführt werden. So wird in der Literatur oft eine höhere 

und länger andauernde Scherstressexposition angegeben. Bei Deguchi et al. wurden 

z.B. 20 dyne/cm² für 24 Stunden im Gegensatz zu den in dieser Arbeit verwendeten 

1.5 dyne/cm² für drei Stunden angelegt. Ziel des hier verwendeten Setups war es, 

insbesondere frühe Anpassungsprozesse (vgl. Modell von Galbraith et al. [131], siehe 

unten) unter physiologischen venösen Scherstressbedingungen für HUVEC als ve-

nöse Zelllinie (~ 1 dyne/cm² [152]) zu untersuchen. 

Das Phänomen der Versteifung des Nukleus (genauer: Anstieg der Elastizitätsmodule) 

lässt sich auf ein definiertes Remodeling der nukleären Struktur in Adaptation an den 

applizierten Scherstress zurückführen [151]. Besonders interessant ist allerdings, dass 

v.a. scherstressexponierte APJ-KD HUVEC über dieser für die Mechanotransduktion 

entscheidenden Struktur signifikant niedrigere YM-Werte aufweisen als APJ-WT Zel-

len nach Scherstressexposition (vgl. Abbildung 11). Dieser Fakt gibt bereits Hinweise 

darauf, dass die scherstressinduzierte biomechanische Adaptation von APJ-KD 

HUVEC offenbar gestört ist.  

Wird zur Berechnung der Elastizitätsmodule aus den AFM FDC das Dünnschichtmo-

dell von Dimitriadis et al. [124] verwendet, wird dieses Phänomen noch deutlicher (vgl. 

Abbildung 12). Während wie oben beschrieben, APJ-WT Endothelzellen unter dem 

Einfluss von laminarem, unidirektionalem Scherstress steifer werden (oder genauer: 

ein höheres Elastizitätsmodul aufweisen), lässt sich in APJ-KD Zellen ein genau ge-

genteiliges Verhalten beobachten. Das Elastizitätsmodul der Zellen nach Scherstress 

ist signifikant niedriger als jenes der statischen Zellen. Nachdem in zahlreichen Stu-

dien gezeigt werden konnte, dass der Nukleus auf Grund seiner exponierten, gipfel-

förmigen Lage im Vergleich zu flacheren, peripheren Zellbereichen besonders hohen 

lokalen Scherstressen bzw. Scherstressgradienten ausgesetzt ist [36,37,153], wird an-

hand der niedrigen relativen Elastizitätsmodule in scherstressexponierten APJ-KD 

HUVEC deutlich, dass eine biomechanische Adaptation an die hämodynamischen 

Verhältnisse weitgehend ausbleibt. Der Nukleus ist dabei durch Zytoskelett-Strukturen 

in die zelluläre Binnenstruktur eingebunden, was in WT Zellen unter Scherstress eine 
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laterale Kompression dieser Organelle verhindert [74,153]. Inwieweit sich das 

Zytoskelett von APJ-WT und APJ-KD HUVEC auch in Hinblick auf seine perinukleäre 

Struktur unterscheidet, wird in Kapitel 4.3.2 näher erläutert. 

Aus Abbildung 11 geht ebenfalls hervor, dass für die Kalkulation des YM über dem 

Zell-Apex sowohl das klassische Hertz-Modell als auch (vergleichend) das Dünn-

schichtmodell von Dimitriadis et al. [124] angewendet wurde. Das klassische Hertz-

Modell wird trotz einer Reihe physikalischer Limitationen zur Berechnung des Elastizi-

tätsmoduls biologischer Proben in wissenschaftlichen Veröffentlichungen angewendet 

[154]. Für das klassische Hertz-Modell wird bspw. in Bezug auf Eigenschaften der 

Probe ein absolut elastisches Verhalten und komplette Homogenität angenommen. 

Eine Zelle, als biologisches System, wird sich allerdings niemals wie ein idealer homo-

gener Körper verhalten und speziell Endothelzellen weisen viskoelastische Eigen-

schaften auf [146,147]. Weiterhin muss beachtet werden, dass die Eindringtiefe 𝛿0 

ebenfalls die Kalkulation des YM mit dem Hertz-Modell beeinflusst. Bei großer Ein-

dringtiefe und besonders flachen Proben kann die starre Oberfläche (hier der Glas-

Coverslip), auf der die Zellen kultiviert wurden, bereits zu falsch hohen YM-Werten für 

die jeweiligen Messpunkte führen [155].  

Während für den Zell-Apex die Voraussetzung einer ausreichenden Probendicke noch 

als gegeben angenommen werden konnte und die Anwendung des klassischen Hertz-

Modells erlaubte, ist dies für lokale Zellhöhen von < 1000 nm (wie in Abbildung 12 

dargestellt) nicht möglich. Dementsprechend wurde für diese flachen Zellbereiche ein 

an die lokale Zellhöhe h angepasstes Dünnschichtmodell zur Berechnung des Elasti-

zitätsmoduls verwendet, was dem Einfluss des starren Substrates auf den YM Rech-

nung trägt (nähere Beschreibung in Kapitel 2.2.3.2).  

Die aus der vergleichenden Betrachtung der Elastizitätsmodule des Zell-Apex abgelei-

tete Hypothese, dass die biomechanische Adaptation von APJ-KD Zellen an hämody-

namischen Scherstress gestört sei, konnte in peripheren Zellarealen ebenfalls nach-

vollzogen werden. Auch hier waren die relativen YM-Werte für APJ-KD Zellen im Ver-

gleich zu den Werten der APJ-WT Zellen signifikant reduziert. Zwei Phänomene sollen 

in Hinblick auf die vergleichende Betrachtung der erhobenen Daten aus der Zell-

peripherie mit jenen des Zell-Apex besondere Erwähnung finden. 1.) Wie auch schon 

auf dem Zell-Apex unter Verwendung des klassischen Hertz-Modells, aber nicht unter 
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Verwendung des Dünnschicht-Modells (Abbildung 11A und B), festgestellt, ist das lo-

kale Elastizitätsmodul von APJ-KD Zellen auch in der Zellperipherie (Abbildung 12) 

schon unter rein statischen Bedingungen im Vergleich zu APJ-WT Zellen reduziert. 

Dies impliziert, dass der APJ nicht ausschließlich die durch Scherstress getriggerte 

biomechanische Adaptation von Endothelzellen beeinflusst, sondern auch die Elasti-

zitätsmodule unter statischen Bedingungen moduliert. Zweifellos tritt dieses Phäno-

men unter Einfluss von Scherstress aber akzentuiert auf. 2.) In der Zellperipherie war 

weder in APJ-KD noch in APJ-WT HUVEC nach Scherstressapplikation eine signifi-

kante Erhöhung des Elastizitätsmoduls zu verzeichnen. Auch dieses Verhalten wird 

unter Verweis auf die Versuchsbedingungen mit dem spezifischen zeitlichen Verlauf 

des zytoskelettalen Remodelings in Kapitel 4.3.2 eingehender thematisiert. 

Ergänzend zum isolierten Vergleich der relativen Elastizitätsmodule von APJ-WT und 

APJ-KD HUVEC wurden in Abbildung 13 auch die absoluten YM-Werte scherstress-

exponierter HUVEC nach der lokalen Zellhöhe h gegeneinander aufgetragen. Dabei 

wurden drei wichtige Phänomene deutlich: 1.) APJ-WT HUVEC nach ESS-Einfluss 

weisen in der Peripherie höhere YM-Werte auf als über dem Nukleus. Dies wird z.T. 

in der Literatur kontrovers diskutiert, aber z.B. durch die Studien von Sato et al. 

[130,156] und Ohashi et al. [148] bestätigt. 2.) Im Gegensatz dazu weisen scherstress-

exponierte APJ-KD HUVEC keine unterschiedlichen Elastizitätsmodule in Abhängig-

keit von der Zellhöhe h auf. 3.) Die Elastizitätsmodule von APJ-KD HUVEC nach ESS-

Applikation sind gegenüber APJ-WT HUVEC generell reduziert.  

Demnach lässt sich zunächst zusammenfassend schlussfolgern, dass die Expression 

des APJ einen Einfluss auf die adäquate Ausprägung einer scherstressinduzierten, 

biomechanischen Adaptation von Endothelzellen zu haben scheint. Im Folgenden soll 

versucht werden, eine Erklärung für dieses Phänomens zu finden. 

4.3.2 Der APJ und die Struktur des Zytoskeletts 

Es ist bekannt, dass die biomechanischen Eigenschaften von Endothelzellen im We-

sentlichen von der Struktur des zellulären Zytoskeletts abhängen. Daher wurden Dar-

stellungen der Aktin-Filamente, MT und IF von APJ-WT und APJ-KD HUVEC angefer-

tigt und vergleichend ausgewertet. 

Werden zunächst alle drei genannten Zytoskelett-Komponenten von APJ-WT HUVEC 

(Abbildung 14A und Abbildung 15 links) für eine allgemeine Betrachtung der Zellgestalt 
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und Binnenstruktur herangezogen, wird deutlich, dass sich die Zellen nach 

dreistündiger Scherstressexposition entlang des Schervektors ausrichten. Diese 

Phänotypänderung von einer kopfsteinpflasterartigen (statisch) hin zu einer scher-

stressinduzierten fusiformen, in Richtung des Schervektors elongierten Zellgestalt 

wurde bereits von zahlreichen anderen Autoren beobachtet [26,41,47,76] und auch 

nach einer verhältnismäßig kurzen Expositionszeit von drei Stunden beschrieben 

[157]. Im Gegensatz dazu bleibt diese Ausrichtung in APJ-KD Zellen (Abbildung 14B 

und Abbildung 15 rechts) weitgehend aus und die Zellen verbleiben in einer 

polygonalen Konformation. Die physiologische scherstressinduzierte Elongation der 

APJ-WT Zellen führt zu einer massiven Reduktion des auf die Zellen wirkenden Scher-

stressgradienten [158]. Dies konnte auf eine Höhenminderung der Zellen insgesamt 

und ihrer Zell-Zell-Kontakte zurückgeführt werden [131,148,159]. Zieht man in Be-

tracht, dass durch die fehlende Ausrichtung von APJ-KD Zellen am Schervektor län-

gerfristig große hämodynamische Kräfte auf die Zellen wirken, mag dies als Erklärung 

für die in dieser Arbeit beobachteten Retraktionen und Verbreiterungen der Interzellu-

larräume (Abbildung 14B und Sternchen in Abbildung 15 rechts) dienen, die in den 

Kapiteln 4.4 und 4.5 noch eingehend diskutiert werden. 

Die scherstressbedingte Ausrichtung der APJ-WT HUVEC ist ein vom Zytoskelett-Re-

modeling abhängiger Vorgang. Die durch Scherstress induzierten Anpassungsvor-

gänge des endothelialen Zytoskeletts wurden von Galbraith et al. [131] in einer umfas-

senden Chronologie in drei Phasen zusammengefasst: 1.) Initialphase: 0-3 Stunden-, 

2.) 3-12 Stunden-, 3.) 12-24 Stunden nach Beginn der Scherstressapplikation.  

In der hier vorliegenden Arbeit wurde die Initialphase untersucht und in Übereinstim-

mung mit Galbraith et al. bei APJ-WT Zellen eine Zellelongation, eine Stressfaserbil-

dung mit apikaler Betonung, Mikrofilamentformation und eine Verdichtung der Zell-

Zell-Kontakte beobachtet. Für die Darstellung der beiden folgenden Phasen wird auf 

die Originalarbeit verwiesen und im Folgenden genauer auf die zytoskelettalen Verän-

derungen in der untersuchten Initialphase, nach Einzelkomponenten (Aktin, MT und 

IF) gegliedert, eingegangen. 

Ausbleibende Aktin-Stressfaserbildung in APJ-KD HUVEC 

Die eingehende Betrachtung des Aktin-Zytoskelett-Remodelings nach Scherstressex-

position ist aus zwei Gründen von zentraler Bedeutung. 1.) Von Aktin-Filamenten ist 
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bekannt, dass ihre Struktur die Zellgestalt [160,161] und biomechanischen Eigenschaf-

ten von Endothelzellen [147,148,156] in entscheidendem Maße beeinflusst und somit 

potenziell die unterschiedlichen Elastizitätsmodule von APJ-WT und APJ-KD erklärbar 

macht. 2.) Das Aktin-Zytoskelett ist in besonderem Ausmaß an dem Prozess der de-

zentralen Mechanotransduktion beteiligt, da die Filamente mit der luminalen Plasma-

membran interagieren und die Krafttransmission auf basale Transmembranproteine 

wie z.B. auf Integrine in den FA vermitteln [162].  

Bereits 1984 konnten Franke et al. [163] in HUVEC nach drei Stunden Scherstressein-

fluss von 2 dyne/cm² (also vergleichbar mit den 1.5 dyne/cm² in dieser Arbeit) die Bil-

dung von Aktin-Stressfasern beobachten. Später beschrieben Ookawa et al. [164] in 

statisch kultivierten Endothelzellen zufällig angeordnete Aktin-Filamente insbesondere 

in der Zellperipherie (von Kim et al. [165] bereits als dense peripheral bands bezeich-

net, vgl. dazu APJ-WT HUVEC in Abbildung 14A). Nach Scherstressapplikation er-

folgte in Übereinstimmung mit zahlreichen anderen Untersuchungen die Bildung von 

dicken Aktin-Stressfasern und eine Ausrichtung der Fasern entlang des Schervektors 

[41,85,148,163,166–168]. Dieses Phänomen konnte auch in den hier angefertigten 

Live Cell Imaging Versuchen reproduziert werden. Die Ausrichtung der Aktin-Fila-

mente entlang des Schervektors konnte bereits nach 60 Minuten nachgewiesen wer-

den (siehe APJ-WT HUVEC in Abbildung 14A). Dass in APJ-KD HUVEC nach Einfluss 

von laminarem, unidirektionalem Scherstress die Ausbildung zusätzlicher dicker Aktin-

Stressfasern genauso ausblieb wie die Reorganisation der dense peripheral bands 

belegt die Hypothese eines gestörten Zytoskelett-Remodelings in APJ-KD Zellen. 

Den direkten Zusammenhang zwischen scherstressinduziertem Remodeling des Ak-

tin-Zytoskeletts und den biomechanischen Eigenschaften von Endothelzellen stellten 

erstmals Barbee et al. [159] her. Sie verwendeten eine Kombination aus immunhisto-

chemischen Methoden zur Darstellung von F-Aktin-Filamenten und gleichzeitiger Be-

stimmung der Elastizitätsmodule mittels AFM. Demnach geht die Vermehrung von Ak-

tin-Stressfasern in ESS-exponierten Endothelzellen mit einem höheren Elastizitätsmo-

dul derselben einher. Übertragen auf die APJ-KD HUVEC dieser Arbeit erscheint die 

Erklärung naheliegend, dass die gestörte Struktur des Aktin-Zytoskeletts nach Scher-

stressexposition den reduzierten Elastizitätsmodulen derselben zugrunde liegt.  
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Besonders interessant war die Beobachtung, dass in der perinukleären, apikalen Re-

gion von scherstressexponierten APJ-WT HUVEC zusätzliche Aktin-Filamente sicht-

bar wurden. Dieses Phänomen (oder präziser: die Ausbildung erster Aktin-Stressfa-

sern über zentralen Zellarealen) wurde nach drei Stunden Scherstresseinfluss auch 

von Ookawa et al. [164] beobachtet. Dies könnte eine Erklärung dafür sein, dass initial 

v.a. über dem Zell-Apex mit neu gebildeten Stressfasern, nicht aber in der Zellperiphe-

rie, von WT HUVEC nach Scherstressapplikation erhöhte Elastizitätsmodule nach-

weisbar waren. 

Struktur von Intermediärfilamenten und Mikrotubuli in APJ-WT und APJ-KD 

HUVEC 

Obwohl zunächst davon ausgegangen wurde, dass die Zellgestalt und 

biomechanische Adaptation von Endothelzellen nur auf das Aktin-Zytoskelett zurück-

zuführen wären, setzte sich nach eingehenderen Untersuchungen die Erkenntnis 

durch, dass auch MT und IF in den Prozess der Scherstressadaptation involviert sind. 

Dies wird nicht zuletzt dadurch deutlich, dass auch MT und IF mit Plasmamembran-

proteinen interagieren und scheinbar in den Vorgang der intrazellulären Krafttransmis-

sion involviert sind [169].  

In APJ-WT HUVEC konnte in Übereinstimmung mit vorhergehenden Experimenten 

anderer Autoren nach Scherstresseinfluss eine Ausrichtung und Verdichtung der MT 

entlang des Schervektors beobachtet werden [47,167,170]. In der Literatur ist teilweise 

die Situation beschrieben, dass sich verdichtete MT in scherstressexponierten En-

dothelzellen auch über den Nukleus erstrecken [131,171]. Obwohl dies in der hier vor-

liegenden Arbeit nicht explizit erkennbar war, muss doch in Betracht gezogen werden, 

dass auch die Struktur des MT-Netzwerkes einen Anteil an den biomechanischen Ei-

genschaften der untersuchten Endothelzellen hat. Da in APJ-WT HUVEC die MT nach 

Scherstressexposition diffus ausgerichtet und rarefiziert erschienen, kann geschluss-

folgert werden, dass ein APJ-KD auch die Adaptation der MT an den lokal herrschen-

den Scherstress beeinflusst. 

In Bezug auf die scherstressbedingte Adaptation der endothelialen IF gibt es wider-

sprüchliche Literaturangaben, von denen einige nach Scherstressexposition initial eine 

parallele Ausrichtung entlang des Schervektors [131] und andere eine schnelle Dislo-
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kation [172] beschreiben. Die im Rahmen dieser Arbeit angefertigten Aufnahmen las-

sen für APJ-WT Zellen unter Einfluss von Scherstress keine besonders ausgeprägte 

parallele Ausrichtung am Schervektor erkennen. Aus der Tatsache, dass auch die IF 

in scherstressexponierten APJ-KD im Vergleich zu APJ-WT HUVEC rarefiziert sind, 

leitet sich ab, dass die APJ-Expression mittelbar oder unmittelbar auch das IF-Remo-

deling beeinflusst.  

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die Expression des APJ die Struktur 

aller drei Zytoskelett-Bestandteile beeinflusst und in Folge dessen die 

biomechanischen Eigenschaften von Endothelzellen in Hinblick auf eine adäquate 

Adaptation an wirkende hämodynamische Kräfte moduliert. Da eine enge Interaktion 

aller drei Zytoskelett-Komponenten bekannt ist und der scherstressinduzierte Adapta-

tionsprozess synergistisch verläuft [26,46], kann aus den vorliegenden Daten jedoch 

kein eindeutiger kausaler Zusammenhang zwischen der APJ-Expression und dem Re-

modeling einer bestimmten Einzelkomponente abgeleitet werden. Das heißt, dass zu 

klären bleibt, ob z.B. die veränderte Struktur der MT und IF in APJ-KD Endothelzellen 

unmittelbar durch die fehlende Regulation durch den APJ bedingt ist, oder aber der 

„fehlende“ APJ initial die adäquate Ausbildung des Aktin-Zytoskeletts verhindert und 

somit die MT und IF nur indirekt beeinflusst werden.  

4.3.3 Ist der APJ an der Regulation des Zytoskelett-Remodelings beteiligt? 

Schon seit geraumer Zeit ist der Mechanismus der Zytoskelett-Regulation Gegenstand 

zahlreicher Untersuchungen. So konnte gezeigt werden, dass Tyrosinkinasen, freies 

intrazelluläres Kalzium sowie einzelne Zytoskelett-Komponenten selbst (vgl. Kapitel 

1.1.4) daran beteiligt sind [47]. Zuletzt gab es zahlreiche Bemühungen, die Interaktion 

von G-Proteinen mit einzelnen Zytoskelett-Bestandteilen und die G-Protein-vermittelte 

Modulation der zytoskelettalen Reorganisation näher zu untersuchen. Die Übersichts-

arbeit von Schappi et al. [173] fasst die aktuellen Erkenntnisse zusammen und ver-

deutlicht, dass in zahlreichen Geweben eine direkte Interaktion von heterotrimeren G-

Proteinen mit dem Mikrotubuli-System, insbesondere dem Protein Tubulin, belegbar 

ist und auch die Aktin-Stressfaserbildung G-Protein-abhängig verläuft. Weitere Unter-

suchungen haben namentlich die kleinen Rho GTPase Proteine RhoA und Rac als 

entscheidende Regulatoren der Stressfaser-Formation und der Endothelzellausrich-

tung entlang des Schervektors identifiziert [46,174–176]. Im Jahr 2005 konnten Cant 
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et al. [177] schließlich auch den Einfluss von GPCR auf das Remodeling des Aktin-

Zytoskeletts in HEK293 und Hep2 Zellen nachweisen.  

Die oben beschriebenen Auswirkungen eines APJ-KD auf die Struktur des Zytoskeletts 

und die große Bedeutung von G-Proteinen zeigen auf, dass auch der GPCR APJ in 

die Signalkaskade zur Regulation des zytoskelettalen Remodelings eingebunden ist. 

Es sollte in weiteren Untersuchungen aber z.B. der konkrete Mechanismus der Inter-

aktion zwischen APJ und den genannten G-Proteinen (v.a. RhoA und Rac) durch wei-

tere molekularbiologische Untersuchungen geklärt werden. 

 

4.4 Einfluss des APJ auf die Adhäsion von Endothelzellen 

Die Modulation der zellulären Adhäsion in Anpassung an den lokal wirkenden Scher-

stress ist ein wesentlicher endothelialer Adaptationsprozess zum Erhalt der Integrität 

des Endothelzell-Monolayers. Nachdem erstmals gezeigt werden konnte, dass die 

APJ-Expression die Ausbildung der Zytoskelett-Struktur beeinflusst und aus der Lite-

ratur bekannt ist, dass diese Struktur ihrerseits am Remodeling von Adhäsionskom-

plexen beteiligt ist [160,178], wurde in dieser Arbeit auch die endotheliale Adhäsion in 

Abhängigkeit vom APJ eingehend untersucht.  

Aus dem Konzept der dezentralen Mechanotransduktion ist bekannt, dass FA über 

eine Verbindung der Membran mit der EZM einen entscheidenden Anteil der basalen 

Adhäsion von Endothelzellen auf dem Substrat vermitteln [46,179]. Von Hashimoto et 

al. [180] wurde erstmals der Einfluss des GPCR APJ auf die Bildung von FA in HEK 

293 Zellen untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass die Bindung von Apelin-13 an 

den APJ über eine Aktivierung des PI3K/Akt-Signalweges zu einer konsekutiven Phos-

phorylierung der FAK führte und die vermehrte Bildung von FA induzierte. Dies illus-

triert bereits, dass das Apelin/APJ-System in die spezifische Regulation der 

endothelialen Adhäsion involviert ist. 

Neben der durch die FA vermittelten basalen Haftung der Endothelzellen auf der EZM 

wird die zelluläre Adhäsion auch durch die Verbindung zu benachbarten Zellen über 

AJ (hauptsächlich durch VE-Cadherine [181,182]) aufrecht erhalten. Deren Funktion 

als mechanische Verbindung sowie als Regulator des parazellulären Stofftransportes 

(und Stromflusses [170]) wird u.a. durch den Einfluss von Scherstress moduliert [183]. 
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4.4.1 APJ und Vinculin-Verteilung 

An der strukturellen Bildung von sowohl FA als auch AJ ist Vinculin beteiligt [184,185]. 

Von diesem Protein ist bekannt, dass seine Schwanzdomäne als Verbindung mit dem 

zellulären Aktin-Zytoskelett und seine Kopfdomäne als Verbindung mit 

Transmembranproteinen der AJ dient [132,133]. So vermittelt Vinculin in AJ die me-

chanische Verbindung zwischen der zytoplasmatischen Domäne der VE-Cadherine 

(v.a. durch Bindung an α-Catenin) und dem Aktin-Zytoskelett [170,186,187]. In FA stellt 

Vinculin (v.a. über Talin und α-Actinin) die mechanische Verankerung gebündelter Ak-

tin-Filamente zur zytoplasmatischen Domäne der Integrine her [64,132,187]. Diese 

strukturelle Verbindung weist auf die enge funktionelle Interaktion von endothelialem 

Aktin-Zytoskelett und zellulärer Adhäsion hin. Ein Beleg dafür ist auch der Fakt, dass 

die kleinen GTPasen RhoA und Rac nicht nur am Zytoskelett-Remodeling, sondern 

auch an der Bildung von FA beteiligt sind [72,176,188]. Zuletzt konnten zahlreiche Hin-

weise darauf gefunden werden, dass Vinculin selbst an der mechanischen Krafttrans-

mission von verschiedenen Zelllinien beteiligt ist (für Review siehe [189]). 

Vinculin wird neben seiner Funktion in Adhäsionskomplexen auch eine Rolle bei der 

Ausbildung von Aktin-Stressfasern zugeschrieben. Es konnte gezeigt werden, dass 

Vinculin scherstressabhängig insbesondere am Ende von Aktin-Stressfasern kumu-

liert, es deren Bildung sowie Elongation mit dem Schervektor vermittelt und Vinculin 

sich selbst entlang des Schervektors ausrichtet [46,160,178]. Jockusch und Isenberg 

[190] konnten nachweisen, dass Vinculin die Aktin-Stressfaserbildung durch 

Bündelung von Aktin-Filamenten in parakristallinen Strukturen initiiert.  

Eine scherstressabhängige Vinculin-Clusterbildung wurde auch in der hier angefertig-

ten Fluoreszenz-double-label-Studie (siehe Abbildung 16, Vinculin und Aktin) von APJ-

WT HUVEC nachgewiesen. Während in statisch kultivierten HUVEC kleine Vinculin-

Aggregate im gesamten Zellkörper und punktförmige Ansammlungen über dem Nuk-

leus beobachtet wurden, konzentrierten sich nach dem Anlegen von Scherstress die 

meisten Vinculin-Partikel in größeren Aggregaten am Ende von Stressfasern, was im 

Einklang mit den Ergebnissen mehrerer vorhergehender Untersuchungen steht 

[131,178].  
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Diese Beobachtung führt folgerichtig zu der Annahme, dass insbesondere Vinculin-

Aggregate mit großem Volumen auf die Präsenz von Aktin-Stressfasern schließen las-

sen. Eine Vinculin-Clusterbildung konnte durch die Analyse von Anzahl und Volumen 

größerer Vinculin-Aggregate in dieser Arbeit objektiviert werden (siehe Abbildung 17). 

Die Beobachtung, dass Vinculin-Aggregate in APJ-WT HUVEC nach Scherstress-

exposition weniger zahlreich, dafür aber größer wurden (genauer: ein größeres Volu-

men aufwiesen), stimmt mit den Ergebnissen von Davies et al. [40] überein. Die Auto-

ren beobachteten in ESS-exponierten BAEC weniger, dafür aber größere FA als in 

statisch kultivierten Zellen. Von der obigen Annahme ausgehend, dass Vinculin-Clus-

ter im Besonderen in Adhäsionskontakten auftreten, ist dies ein Beleg dafür, dass eine 

Scherstressexposition von APJ-WT Endothelzellen zu einer vermehrten Bündelung 

von Aktin-Filamenten und einem Remodeling der FA führt, was letztlich mit der Aggre-

gation von Vinculin im Bereich der Ansatzstellen von Stressfasern an Adhäsionskom-

plexen einhergeht [131,178,187].  

In APJ-KD HUVEC konnten ähnliche Prozesse hingegen nicht nachgewiesen werden 

(vgl. Abbildung 17). Dass eine Scherstressapplikation von APJ-KD HUVEC zwar zu 

einer Vermehrung der Vinculin-Aggregate führte, diese aber wesentlich weniger Volu-

men aufwiesen als jene der scherstressexponierten APJ-WT Zellen, deckt sich mit den 

qualitativen Ergebnissen der Fluoreszenz-double-label-Studie (vgl. Abbildung 16). Au-

ßerdem untermauert dies die in Kapitel 4.3.2 formulierte Hypothese, dass das 

Remodeling des Aktin-Zytoskeletts in APJ-defizienten Zellen gestört ist, da Vinculin-

Cluster mit weniger Volumen auch auf eine geringere Anzahl an dicken Aktin-Stress-

fasern schließen lassen.  

Die Adhäsion von Endothelzellen betreffend, lässt sich bis hierher resümieren, dass 

sich sowohl qualitative als auch quantitative Unterschiede zwischen APJ-WT und APJ-

KD HUVEC in der immunhistochemischen Darstellung und vergleichenden Analyse 

der Vinculin-Aggregate feststellen ließen. Davon ausgehend, dass sowohl die Struktur 

des Aktin-Zytoskeletts als auch die Vinculin-Verteilung in Endothelzellen Rückschlüsse 

auf deren Adhäsion zulassen [191], kann angenommen werden, dass auch die Adhä-

sion von HUVEC durch den APJ-KD beeinträchtigt wird. Zur Prüfung dieser Hypothese 

wurde von APJ-WT und APJ-KD Zellen die elektrische Impedanz ermittelt und vergli-

chen. 
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4.4.2 Die elektrische Impedanz von HUVEC in Abhängigkeit vom APJ 

Mit der Messung der elektrischen Impedanz einer Zellkultur in vitro lassen sich zahl-

reiche Eigenschaften von Zellen bzw. eines Zelllayers (wie z.B. Zellproliferation, 

Migration, Apoptose usw.) bestimmen. In dieser Arbeit kam eines der neuesten Sys-

teme zur Anwendung, mit dem spezifisch die Adhäsion von HUVEC bestimmt werden 

konnte. Das erste System, was die elektrische Impedanz zur Untersuchung von zellu-

lären Prozessen nutzte, war das electrical cell-substrate impedence sensing system 

[192]. Dieses System wurde (durch Veränderungen der Elektrodengeometrie und -an-

zahl) in den darauffolgenden Jahrzehnten zu einem impedence-based, real-time cell 

electronic sensing system weiterentwickelt [193]. Dessen Nachfolger-System kam in 

Form des xCELLigence® (ACEA Biosciences Inc.) zur Anwendung und die elektrische 

Impedanz wurde als dimensionsloser CI angegeben [194]. 

Die elektrische Impedanz des Systems wird durch die Ionenzusammensetzung der 

Elektrode (genauer: durch die Ionenkonzentration an der Trennfläche zwischen 

Elektrode/Elektrolytlösung) und des Mediums bestimmt. Wird in diesem System eine 

Spannung angelegt, ist die elektrische Impedanz (also der Wechselstromwiderstand) 

des Systems in Anwesenheit eingesäter Zellen von drei wesentlichen Komponenten 

abhängig: 1.) dem Widerstand der Elektrolytlösung (dessen Einfluss auf die Impedanz 

des Gesamtsystems aber vernachlässigbar klein ist), 2.) der Impedanz der Zellen (ab-

hängig von Anzahl und Eigenschaften, siehe Abbildung 5 auf Seite 34) und 3.) der 

Impedanz an den Trennflächen zwischen Elektrode und Lösung bzw. zwischen Elekt-

rode und Zellen [193]. Diese ist auch abhängig von der Elektrodengeometrie, die aber 

herstellerseitig als normiert angenommen werden darf. Dementsprechend ist die Im-

pedanz des Systems im Wesentlichen von den spezifischen Zelleigenschaften abhän-

gig.  

Es wurde in dieser Arbeit durch Vorversuche die optimale Zellzahl pro Well für die 

Versuchsdurchführung bestimmt und somit sichergestellt, dass stets ein konfluenter 

Monolayer in den Versuch eingebracht wurde. Der Strom zwischen den Elektroden 

kann durch diesen konfluenten Zell-Layer hindurch entweder 1.) transzellulär, also 1.a) 

durch die basale und apikale Zellmembran oder 1.b) durch die laterale/junktionale und 

apikale Zellmembran oder 2.) parazellulär, also durch die Zell-Zell-Kontakte fließen 

[195]. Dabei lassen trans- und parazellulärer Stromfluss Rückschlüsse auf die basale 
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Adhäsion, also die Funktion der FA, und die Zell-Zell-Adhärenz, also auf die Funktion 

der AJ, zu [196].  

Somit konnte hier eine elegante, sehr sensitive Methode zum kontinuierlichen, label-

freien Monitoring der elektrischen Impedanz zur Anwendung gebracht werden [197], 

die es zulässt, Rückschlüsse auf die Adhäsionsfähigkeiten von APJ-WT und APJ-KD 

HUVEC abzuleiten. Wie in Abbildung 18 dargestellt wurde, ist der CI von APJ-KD Zel-

len sowohl nach 46 Stunden als auch bei kontinuierlichem Monitoring gegenüber APJ-

WT Zellen reduziert. Dieser Effekt war konzentrationsabhängig von der eingesetzten 

APJ siRNA und objektiviert somit, dass die Adhäsion von APJ-KD Zellen beeinträchtigt 

ist. Diese Ergebnisse zeigen also zusätzlich, dass der APJ an der Regulation von Ad-

häsionsvorgängen in HUVEC beteiligt ist. Abweichend von anderen Versuchen dieser 

Arbeit konnten durch technische Limitationen des xCELLigence System jedoch keine 

scherstressexponierten HUVEC in den Versuch eingebracht werden. DePaola et al. 

[198] gelang es, mit einem anderen System die Impedanz von BAEC nach Anlegen 

von Scherstress zu untersuchen. In diesen WT Endothelzellen stellten die Autoren un-

ter Einfluss von Scherstress initial (innerhalb von 15 Minuten) eine Erhöhung der 

elektrischen Impedanz fest, die anschließend kontinuierlich wieder abfiel, was auf mor-

phologische und/oder funktionelle Adaptation zurückgeführt wurde. Diese Adaptation 

wurde als eine initiale Intensivierung der Zell-Zell-Interaktion (in Übereinstimmung mit 

Daten dieser Arbeit: siehe Abbildung 8) und schließlich als Höhenänderung der scher-

stressexponierten Endothelzellen (zum Vergleich siehe Kapitel 4.3.1) des Monolayers 

gewertet. 

In Zusammenschau der Untersuchung zur elektrischen Impedanz mit den zuvor dis-

kutierten Daten zur Vinculin-Verteilung und Zytoskelett-Architektur in APJ-KD HUVEC 

erscheint es naheliegend, dass eine Reduktion des CI hauptsächlich auf gestörte Ad-

häsionseigenschaften zurückzuführen ist. Diese wurden immerhin auch morpholo-

gisch als mangelnde Adhärenz, d.h. gestörte Zell-Zell-Interaktionen, deutlich. Als wei-

tere Einflussfaktoren auf den CI sind jedoch Veränderungen z.B. bei Migration und 

Apoptose (s.o.) nicht endgültig auszuschließen, scheinen jedoch auch in Hinblick auf 

die durchgeführten Untersuchungen zur Zellvitalität keinen vordergründigen Einfluss 

auszuüben. 

Es bleibt aber zunächst die Frage offen, ob es sich bei der Reduktion des CI in Folge 

einer gestörten Adhäsion um ein Phänomen der veränderten basalen Adhäsion (also 
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gestörter FA), der geminderten Zell-Zell-Adhärenz (also gestörter AJ) oder um eine 

Kombination beider Alterationen handelt. Es erscheint wahrscheinlich, dass beide Mo-

lekülkomplexe direkt oder indirekt (z.B. durch Wechselwirkungen ihrer 

nachgeschalteten Signalkaskaden) mit dem APJ interagieren. Einerseits legen die in 

den Kapiteln 4.3.2 und 4.4.1 beschriebenen Veränderungen der Aktin- und Vinculin-

Verteilung nahe, dass die Struktur der FA durch einen APJ-KD beeinträchtigt ist. Eine 

Objektivierung dieser Hypothese ist durch eine genaue Untersuchung der Adhäsions-

stärke der FA z.B. durch Ermittlung des Abstandes zwischen Substrat und basaler 

Membran möglich. Davies et al. [179] verwendeten dafür beispielsweise die Tandem 

Scanning Confocal Microscopy. Es gelang jedoch in dieser Arbeit bereits morpholo-

gisch zu zeigen, dass die Zell-Zell-Interaktion (also vermutlich die Struktur der AJ) von 

APJ-KD HUVEC gegenüber APJ-WT Zellen verändert ist (wie aus Abbildung 15C (vgl. 

weiße Sternchen) hervorgeht), so dass von einem Einfluss der APJ auf AJ auszugehen 

ist.  

Die Bedeutung des APJ für die Modulation der scherstressinduzierten endothelialen 

Adhäsionsfähigkeit konnte somit herausgestellt werden. Die immunhistochemische 

Darstellung von Vinculin und die quantitative Auswertung der erhobenen Daten bestä-

tigten, dass das Aktin-Zytoskelett-Remodeling von der Expression des APJ abhängt. 

Außerdem lieferten diese Daten den entscheidenden Hinweis darauf, dass die Adhä-

sionsfähigkeit von APJ-KD gestört ist, was wahrscheinlich auf eine veränderte Struktur 

der Adhäsionskomplexe zurückzuführen ist. Diese Tendenz konnte durch die Messung 

der elektrischen Impedanz bestätigt werden. Es bleibt die Frage offen: Beeinflusst der 

APJ unmittelbar die Struktur der Adhäsionskomplexe bzw. deren Remodeling? Oder 

ist der in APJ-KD HUVEC beobachtete Verlust der Adhäsionsfähigkeit ein sekundäres 

Phänomen in Folge einer veränderten Aktin-Struktur? Es konnte nachgewiesen wer-

den, dass die Integrität der Aktin-Struktur eine essenzielle Voraussetzung für die Aus-

prägung einer adäquaten Zelladhäsion darstellt [197] bzw. die Struktur der FA maß-

geblich beeinflusst [199]. Auch das untersuchte Vinculin-Verteilungsmuster kann diese 

Fragen nicht vollständig klären. Vinculin initiiert einerseits die Bildung von Aktin-Stress-

fasern [190], andererseits modulieren diese ihrerseits die Vinculin-Verteilung [200]. Es 

existieren jedoch bereits Hinweise auf eine (direkte) Interaktion des APJ mit dem en-

dothelialen Adhäsionsmolekül PECAM-1. So konnte scherstressabhängig eine redu-

zierte Expression von PECAM-1 in APJ-KD HUVEC gezeigt werden [93]. Die Interak-

tion von APJ und PECAM-1 soll im Folgenden genauer betrachtet werden. 
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4.5 Der APJ und endotheliale Mechanotransducer 

4.5.1 Assoziation des APJ mit dem mechanosensorischen Komplex? 

PECAM-1 oder CD 31 wurde 1990 von Newman et al. [201] erstmals in HUVEC be-

schrieben. Albelda et al. [202] bezeichneten das integrale Membranprotein zunächst 

als endoCAM (Endotheliales Cell Adhesion Molecule) und konnten zeigen, dass es im 

Bereich der endothelialen Zell-Zell-Kontakte von konfluenten Endothelzellen lokalisiert 

ist. Heute ist bekannt, dass es als vaskuläres Zelladhäsionsmolekül durch homophile 

Interaktionen im Bereich der Zell-Zell-Kontakte u.a. die Adhärenz von Endothelzellen 

[135] und Integrität der endothelialen Barriere vermittelt [203]. 

Auch in dieser Arbeit konnte PECAM-1 in APJ-WT Zellen in statischer Kultur sowie 

nach ESS-Exposition im Bereich der Zell-Zell-Kontakte nachgewiesen werden. Im Ge-

gensatz dazu war PECAM-1 in APJ-KD diffus über die gesamte Plasmamembran ver-

teilt. Es konnte keine spezifische Lokalisation nachgewiesen werden (vgl. Abbildung 

19). Dies kann einerseits auf die ligandenunabhängig reduzierte PECAM-1 Expression 

in APJ-KD zurückzuführen sein [93]. Ein ähnlich diffuses Verteilungsmuster von 

PECAM-1 wurde andererseits auf der luminalen Membran für subkonfluente Endothel-

zellen beschrieben [202]. Zudem fällt auf, dass APJ-KD HUVEC im Gegensatz zu APJ-

WT Zellen keinen konfluenten Monolayer ausbildeten (vgl. Abbildung 19). Dies unter-

mauert auch die in Kapitel 4.4.2 abgeleitete Hypothese, dass die Zell-Zell-Interaktio-

nen von APJ-KD HUVEC gestört sind und der APJ demnach an der Adhärenz-Regu-

lation von Endothelzellen beteiligt ist. Ob die Struktur der AJ durch den APJ-KD beein-

flusst wird, ließe sich durch weitere Untersuchung von AJ-Komponenten (z.B. VE-Cad-

herine) in Abhängigkeit vom APJ-KD definitiv klären. 

Wie bereits in Kapitel 4.2 diskutiert wurde, scheint der APJ in HUVEC ein ähnliches 

Verteilungsmuster aufzuweisen wie PECAM-1. Die offensichtlich bestehenden Paral-

lelen in der Verteilung von APJ und PECAM-1 wurden in einer Ko-Lokalisationsanalyse 

aus der immunhistochemischen double-label-Studie genauer untersucht. 

Es zeigte sich dabei eine Ko-Assoziation von PECAM-1 und APJ in einem zeit- und 

scherstressabhängigen Muster (siehe Abbildung 20). Während in der statischen Kultur 

noch keine nennenswerte Überlappung beider Fluoreszenzkanäle auftrat (Manders‘ 

Koeffizient < 0.6), stiegen die Werte insbesondere in der frühen Phase der 
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Scherstressexposition an, um später (nach zwei Stunden Expositionszeit) wieder ab-

zufallen. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass der mit dem Anlegen des Scher-

stresses auftretende Scherstressgradient eine Interaktion zwischen PECAM-1 und 

APJ triggert. Eine detailliertere Untersuchung dieses Phänomens mit anderen 

Verfahren wie z.B. einer Co-Immunopräzipitation oder dem Förster-Resonanzenergie-

transfer steht aktuell noch aus. 

4.5.2 Der APJ – ein Mechanotransducer? 

Doch welche Bedeutung hat PECAM-1 für die endotheliale Mechanotransduktion und 

worin bestehen mögliche funktionelle Interaktionen von PECAM-1 und APJ? 

Grundlage der Überlegungen ist die Tatsache, dass für PECAM-1 eine Funktion als 

Mechanosensor und Mechanotransducer in Endothelzellen beschrieben werden 

konnte. Die Applikation von ESS führt in konfluenten Endothelzellen zu einer rein me-

chanisch induzierten schnellen Phosphorylierung von Tyrosinresten an PECAM-1 

[204], was die Aktivierung der ERK1/2- und schließlich der MAPK-Signalkaskade nach 

sich zieht [205,206]. Tzima et al. [63] erweiterten dieses Konzept im Jahr 2005 ent-

scheidend und wiesen einen mechanosensorischen Komplex auf der junktionalen 

Oberfläche von konfluenten Endothelzellen nach (vgl. Kapitel 1.1.4). An diesem Kom-

plex sind neben dem direkten Mechanotransducer PECAM-1, der die bio-

mechanischen Kräfte aufzunehmen scheint, auch VE-Cadherine und Flk-1, also der 

VEGFR2 beteiligt. VE-Cadherine, dienen hierin als Adapterproteine und der VEGFR2 

aktiviert den PI3K-Signalweg, der letztlich u.a. zu einer Aktivierung von Integrinen auf 

der basalen Plasmamembran führt [207]. Diese Integrin-Aktivierung spielt eine wesent-

liche Rolle bei der endothelialen Mechanotransduktion. So ist bekannt, dass die Akti-

vierung von Integrinen zu einer Reorganisation des Zytoskeletts mit konsekutiver Wir-

kung auf die Ausrichtung der Endothelzellen mit dem Schervektor führt. Außerdem 

aktivieren sie den Transkriptionsfaktor NFκB, der wesentlichen Anteil an der scher-

stressinduzierten Gen- und Proteinexpression von Endothelzellen hat [208,209].  

Dieser komplexe Mechanismus ist ein eindrucksvoller Beleg für das Konzept einer de-

zentralen Mechanotransduktion [26]. Demnach führt eine lokale Deformation der lumi-

nalen Plasmamembran zu einer globalen Endothelzell-Antwort mit Aktivierung von Me-

chanotransducern auf der junktionalen Membran, Integrinen auf der basalen Membran 

und zahlreichen Signalkaskaden im Zytosol.  
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Es bleibt die Frage, welche Rolle der APJ in diesem Prozess spielen könnte: Ein ent-

scheidender Hinweis lässt sich aus einer aktuellen Untersuchung von Collins et al. 

[210] ableiten. Die Autoren konnten zeigen, dass die Aktivierung des PI3K-Signalwe-

ges Integrin-abhängig auch eine Aktivierung von RhoA zur Folge hat. Diese führt wie-

derum zu einer Regulation der Zytoskelett-Struktur mit Erhöhung der Elastizitätsmo-

dule und einem zunehmenden Remodeling der FA. Von allen diesen Endothelzell-Ant-

worten wurde im Rahmen dieser Arbeit gezeigt, dass sie durch einen APJ-KD verän-

dert wurden. Zieht man zusätzlich in Betracht, dass PECAM-1 in dem 

mechanosensorischen Komplex zusätzlich mit einem kleinen G-Protein (namentlich 

Gαq/11) interagiert, liefert dies einen ersten Hinweis auf eine mögliche Beteiligung eines 

GPCR an dem Komplex. In ihrer Studie konnten Yeh et al. [211] den bekannten Me-

chanosensor B2R als einen solchen identifizieren [53]. Interessanterweise ist aber 

auch der APJ Gαq-gekoppelt [212]. Wie diese Arbeit zeigte, ist der APJ ebenfalls mor-

phologisch mit PECAM-1 assoziiert und wie der B2R in der Lage, mit bekannten Me-

chanotransducern heterodimere Verbindungen einzugehen [213], so z.B. mit dem 

strukturell eng verwandten Mechanosensor AT1 [54,109,111]. Zusammengenommen 

ergeben sich aus den Ergebnissen dieser Arbeit zahlreiche Hinweise auf eine 

mechanotransduktorische Funktion des APJ und eine eventuell bestehende Assozia-

tion mit dem mechanosensorischen Komplex. Der definitive Nachweis erfordert jedoch 

weitergehende Untersuchungen.



  Zusammenfassung 

 

82 
 

5 Zusammenfassung 

Das Endothel ist eine multifunktionale Struktur, dessen Adaptationsfähigkeit und In-

tegrität eine besondere Bedeutung für die vaskuläre Gesundheit hat. Die Endothelzel-

len sind dabei an verschiedenen Lokalisationen des Gefäßsystems sehr unterschied-

lichen hämodynamischen Kräften ausgesetzt, deren Einfluss komplexe zelluläre Adap-

tationsvorgänge auslöst und in bestimmten Situationen auch Läsionen des Monolayers 

bedingen kann. An der Übersetzung der lokalen hämodynamischen Kräfte in bioche-

mische Signale sind zahlreiche Strukturen beteiligt. So konnte auch von dem G-Pro-

tein-gekoppelten Rezeptor APJ und seinem endogenen Liganden Apelin gezeigt wer-

den, dass sie mechanosensibel reagieren.  

In dieser Arbeit konnte der APJ in seiner Bedeutung als Mechanosensor für die An-

passung der Endothelzellen an lokale Scherstressverhältnisse genauer charakterisiert 

werden. So gelang es erstmals, nachzuweisen, dass eine physiologische Scherstress-

exposition von HUVEC in der Initialphase zu einem linearen Anstieg der APJ-Expres-

sion führt und der Rezeptor in Abhängigkeit vom lokalen Scherstress und der Kon-

fluenz des Endothelzell-Monolayers auf der junktionalen Plasmamembran exprimiert 

ist. Die Untersuchung der Elastizitätsmodule zeigte, dass der APJ an der scherstress-

induzierten Regulation der biomechanischen Endothelzell-Eigenschaften beteiligt ist. 

Als Grundlage dafür konnte mit immunhistochemischen und Live Cell Imaging Techni-

ken von dem scherstressbedingten Zytoskelett-Remodeling, insbesondere der Aktin-

Stressfaserbildung, eine Abhängigkeit von der Expression des APJ ausgemacht wer-

den. Die Darstellung von Vinculin und dem endothelialen Adhäsionsmolekül PECAM-

1 lieferte Hinweise darauf, dass außerdem Alterationen der Struktur von Adhäsions-

komplexen in Abhängigkeit von Scherstressexposition und APJ-Expression vorliegen. 

Der Zusammenhang zwischen der endothelialen Adhäsionsfähigkeit und der APJ-Ex-

pression konnte durch die Messung der elektrischen Impedanz unter statischen Be-

dingungen belegt werden. Letztlich wurde mit Hilfe einer Fluoreszenz double-label-

Untersuchung eine Ko-Assoziation von APJ und PECAM-1 aufgedeckt. Auch wenn 

diese Ergebnisse in Zusammenschau mit der aktuellen Literatur Hinweise auf eine 

mechanotransduktorische Funktion des APJ liefern, sind weitere Untersuchungen zur 

genaueren Charakterisierung, z.B. zur spezifischen Signaltransduktion, unerlässlich.
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Anhang 

 

Funktionsweise des AFM – Erzeugung von Force Distance Curves 

 
 
Abbildung 21: Force Distance Curves 
 
Abbildung 21A zeigt eine schematische Darstellung von Force Distance Curves, welche im Idealfall 

auf einer planen, starren Oberfläche erzeugt würden. Die blaue Kurve zeigt den Approach, die rote 

Kurve die Retraction des Cantilevers. 1 – Der Cantilever befindet sich oberhalb der Oberfläche, kein 

Kontakt zwischen Oberfläche und Cantilever, keine Auslenkung des Cantilevers. 2 – Der Cantilever 

berührt die Oberfläche, es besteht Kontakt zwischen Oberfläche und Cantilever, noch keine Auslen-

kung des Cantilevers (sog. Kontaktpunkt). 3 - Der Cantilever befindet sich direkt auf der Oberfläche 

und wird eingedrückt, Kontakt zwischen Oberfläche und Cantilever, Auslenkung des Cantilevers. 4 - 

Der Cantilever befindet sich auf der Oberfläche und wird nach Überschreiten des force setpoint zu-

rückgezogen, Kontakt zwischen Oberfläche und Cantilever, Auslenkung des Cantilevers. 5 - Der Can-
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tilever befindet sich noch auf der Oberfläche und wird weiter zurückgezogen, Kontakt zwischen Ober-

fläche und Cantilever bleibt durch Adhäsionskräfte noch bestehen, Auslenkung des Cantilevers. 

Letztlich löst sich der Cantilever von der Oberfläche, wenn seine Federkraft die Adhäsionskräfte der 

Oberfläche überschreiten. 6 - Der Cantilever befindet sich oberhalb der Oberfläche, kein Kontakt 

zwischen Oberfläche und Cantilever, keine Auslenkung des Cantilevers. Abbildung 21A wurde ent-

nommen aus [122]. Abbildung 21B zeigt exemplarisch den Approach einer FDC eines Messpunktes 

auf der starren Oberfläche eines Glas-Coverslips aus Versuchen dieser Arbeit. In Abbildung 21C 

wurde der Bereich des Kontaktpunktes durch veränderte Skalierung der x-Achse vergrößert darge-

stellt. In Abbildung 21B und C ist auf der x-Achse die z-Piezo Position [m] und auf der y-Achse die 

wirkende Kraft Fc [N] angegeben. 

 

Abbildung 21 zeigt exemplarisch idealisierte und erzeugte Force Distance Curves. Die 

AFM-Messsonde wird auf die Zelloberfläche abgesenkt. Sobald die Sonde die Zell-

oberfläche erreicht (Kontaktpunkt), wirken mechanische Kräfte zwischen der Mess-

sonde und der Oberfläche (z.B. Van-der-Waals-Kräfte und Repulsionskräfte). An-

schließend wird die Sonde mit einer definierten Kraft (sog. force setpoint hier 2.5 nN) 

in die Zelloberfläche eingedrückt. Der Cantilever beginnt sich dabei zu verbiegen, was 

zu einer Ablenkung des Laserstrahls auf der Photodiode führt. Durch die Kenntnis der 

Ablenkung des Laserstrahls auf der Photodiode kann auf die Ablenkung des 

Cantilevers auf der Oberfläche geschlussfolgert werden. Diese wird genau wie die Po-

sition des Cantilevers relativ zur Zelloberfläche kontinuierlich von der AFM-Steuerein-

heit registriert. Die Eindringtiefe der Messsonde in die Zelloberfläche wird schließlich 

aus der aufgezeichneten Position des Cantilevers und dessen Ablenkung errechnet. 

Der gesamte Vorgang bis zu diesem Punkt wird als Annährung (Approach) bezeichnet. 

Hingegen beschreibt das Zurückziehen (Retraction) die anschließende Entfernung des 

Cantilevers von der Zelloberfläche. Aus den FDC werden die benötigte Kraft und die 

Eindringtiefe der Messsonde ermittelt. Durch Fitting mit dem klassischen Hertz-Modell 

bzw. dem Dünnschicht-Modell können das Elastizitätsmodul E sowie weitere Parame-

ter ermittelt werden. 
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Herstellung der AFM-Messsonden und Kalibrierung 

Für alle Experimente wurden Silica Microspheren (Radius r = 2.5 µm, Bangs Labora-

tories) unter Verwendung von UV-Kleber (NOA68T, Edmund Optics GmbH) an CSC12 

AFM-Cantilevern (Mikromash) ohne Spitze befestigt. Dafür wurden zwei Glas-Objekt-

träger für jeweils 15 Minuten gereinigt (RCA 1-Lösung [214] (6 : 1 : 1 Lösung aus Ultra 

Pure Water (arium pro VF, Sartorius AG) : H2O2 (Sigma-Aldrich) : NH4OH (VWR)). 

Anschließend wurde eine dünne Schicht des Klebers auf einen Objektträger aufgetra-

gen. Unter Verwendung des JPK NanoWizard 3 wurde das äußerste Ende eines 

Cantilevers für eine Sekunde in die Kleberschicht eingetaucht und sofort wieder zu-

rückgezogen, so dass ein kleiner Tropfen des Klebers an der Spitze des Cantilevers 

zurückblieb. Auf den zweiten Objektträger wurde eine Suspension der Glas-

Microspheren pipettiert und getrocknet. Die Microspheren verteilten sich somit über 

den gesamten Objektträger und es konnte unter erneuter Verwendung des JPK Nano-

Wizard 3 genau eine Sphere in den Klebertropfen eingetaucht (5 nN für 5 Sekunden) 

und somit aufgeladen werden. Der Cantilever wurde nun zurückgezogen und der Kle-

ber mit einer UV-Lampe (254 nm; UVGL-25) für 10 Minuten getrocknet. Die Federkon-

stanten der Cantilever (k = 0.023 – 0.028 N/m) wurden mit der „Thermal Noise Me-

thode“ von Cleveland [215], Butt [216] und Sader [217] bestimmt.  

 
 
Abbildung 22: Cantilever mit AFM-Messsonden 
 
An CSC12 AFM-Cantilevern (Mikromash) ohne Spitze wurden Silica Microspheren (Radius 2.5 µm, 

siehe Pfeile) angebracht. Abbildung 22A zeigt den Cantilever mit Microsphere in Draufsicht. Abbil-

dung 22B zeigt den Cantilever mit Microsphere im Profil. 
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Darstellung eines Zellausschnitts mit AFM-Map 

 
Abbildung 23: AFM-Map mit mikroskopischer Aufnahme des Zellausschnitts 
 
Abbildung 23A zeigt exemplarisch eine der erzeugten Maps. Es wurden von Zellausschnitt (100 µm 

x 100 µm) mittels AFM 20 x 20 FDC erzeugt. Farblich kodiert wurde die relative Höhe des Kontakt-

punktes dargestellt. Mit Zahlen sind jene Punkte gekennzeichnet, die von der automatisierten Daten-

analyse als höchste Punkte einer Zelle ermittelt wurden (Höhenvergleich mit umliegenden Messpunk-

ten) und den Gütekriterien (Abweichungen des Fit von der Ideal-FDC) genügten. Unter Zuhilfenahme 

des mikroskopischen Bildes (Abbildung 23B) wurden nur jene Punkte in die Auswertung einbezogen, 

denen eindeutig ein Nukleus zuzuordnen war (siehe Zahlenmarkierung 5, 7, 8, 13, 14, 15). Die ab-

solute Zellhöhe konnte durch Kenntnis eines Messpunktes von der Glas-Oberfläche errechnet wer-

den.  
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Aufbau Live Cell Imaging Versuche 

 
 
Abbildung 24: Schematische Darstellung Aufbau der Live Cell Imaging Versuche 
 
Gezeigt wird eine schematische Darstellung des Versuchsaufbaus der Live Cell Imaging Versuche. 

Der µ-Slide I Luer wird in einem Stage Top Inkubator (Spectra Services, (1)) auf dem Objekttisch 

eines Leica SP5 Konfokalmikroskops (Leica Microsystems, (2)) mit einem 63x Wasserimmersions-

objektiv untersucht. Scherstress wird mittels des µ-Slide Perfusionssystems (ibidi GmbH) generiert. 

Die Fluidic Unit (3) wird während des Versuches in einem µ-Galaxy Cell Culture Inkubator (Eppendorf, 

(4)) aufgebaut, aus dem die Pumpe (5) Luft aspiriert, in der Drying Bottle (6) trocknet und mittels 

eines definierten Luftdrucks in der Fluidic Unit einen Volumenstrom im Schlauchsystem (7) erzeugt. 

Dieser führt zu einer spezifischen Scherstressexposition der Zellen im µ-Slide I Luer, welche im Zeit-

verlauf unter Erstellung von Z-Stacks (Stack-Abstand 500 nm) beobachtet werden konnte. 
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