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Heute ist bekannt, dass Chemotaxis, i.e. die zielgerichtete Zellmigration auf einen
Lockstoff, in vielen physiologischen und pathologischen Prozessen wie
Infektionsbekdmpfung, Angiogenese, Tumorwachstum und -metastasierung eine
zentrale Rolle spielt (Zeller, Skalak et al. 2001, Olson and Ley 2002, Navenot,
Fujii et al. 2009).

Beispielsweise wird Neoangiogenese, die Neubildung von Blutgefalden, Uber die
Produktion chemotaktischer Faktoren gesteuert. Wachstumsfaktoren wie z. B.
vascular endothelial growth factor (VEGF) und basic fibroblast growth factor
(bFGF) bewirken Uber Endothelproliferation und -migration die Bildung neuer
BlutgefalRe (Reinmuth, Parikh et al. 2003). Neovaskularisation ist
ausschlaggebend fur Tumorwachstum und Metastasierung (Folkman 1986). In
vivo Beobachtungen haben gezeigt, dass schnelles Wachstum eines Tumors erst
dann stattfinden kann, sobald Neovaskularisation eintritt. Tumore, die eine GroRe
von 1,5 mm® Uberschreiten, kdnnen Nahrstoffe nicht mehr ausschlieBlich tiber
Diffusion aufnehmen, sondern bedlrfen einer eigenen Blutversorgung (Folkman
1990, Fidler and Ellis 1994). Daruber hinaus ermdglicht die Blutversorgung
Tumorzellen in die Blutbahn einzutreten, zu zirkulieren und, nach einer
Extravasation in ein lokoregionales oder fernes Gewebe, Metastasen zu bilden
(Ratajczak, Lewis et al. 1986).

Gleichermallen spielt Chemotaxis bei der Akkumulierung von Leukozyten am
Entzindungsort im Rahmen einer Immunantwort eine entscheidende Rolle. Die
Migration von Leukozyten wird Uber eine Vielzahl von Lockstoffen, die am
Infektionsort ausgeschuttet werden, reguliert. Wahrend eine kontrollierte
Ansammlung von Leukozyten am Entzindungsherd durchaus erwunscht wird,
fuhrt eine Uberschiellende Rekrutierung dieser Zellen zu Gewebszerstorung und

chronisch entztndlichen Krankheiten (Norman and Kubes 2005).

Dem zu Folge wird der Chemotaxis bei der Entwicklung neuer Therapieansatze
zur Bekampfung maligner Tumore oder chronisch entzindlicher Erkrankungen

eine grolle Bedeutung zugeschrieben. Die Suche nach einem geeigneten



Testverfahren zur detaillierten Beobachtung chemotaktisch aktiver Zellen geht bis
ins 19. Jahrhundert zurlck. Derzeit gilt die Boyden-Kammer als Goldstandard fur
die Messung der Chemotaxis in vitro. Dennoch weist diese Methode Nachteile

auf, was die Suche nach einem neuen Verfahren erfordert.

1.1 Definition der Chemotaxis

Chemotaxis bezeichnet das gerichtete Wandern von Lebewesen oder Zellen in
Abhangigkeit eines Konzentrationsgradienten. Dabei lassen sich zwei Arten von
Chemotaxis unterscheiden. Geht die Bewegung Richtung stimulierende Substanz
spricht man von positiver Chemotaxis und die betreffende Substanz wird
Lockstoff oder Attraktans genannt. Ist die Bewegung des Organismus oder der
Zelle auf Grund des Attraktans in die entgegengesetzte Richtung gerichtet,
spricht man von negativer Chemotaxis und nennt die betreffende Substanz
Schreckstoff oder Repellent. Chemokinese hingegen beschreibt eine
ungerichtete, zufallige Bewegung der Zelle, als Antwort auf eine Substanz
(Becker 1977).

1.2 Entwicklung von in-vitro-Systemen zur Messung

von Chemotaxis

Lange bevor der Terminus ,Chemotaxis® Uberhaupt zur Beschreibung gerichteter
Zellwanderung verwendet wurde, gab es bereits Beobachtungen, dass
bestimmte chemische Substanzen Leukozyten anlocken. Es war Theodor Leber,
der sich als erster 1888 dem Begriff ,Chemotaxis® in Bezug auf Leukozyten, die
einem Konzentrationsgradienten folgten, bediente. Lebers Experimente
bestanden darin bestimmte Testsubstanzen in die Vorderkammer von

Kaninchenaugen zu injizieren. Dabei beobachtete er eine Ansammlung von



Leukozyten am Injektionsort (Leber 1888). Seitdem wurde eine Vielzahl an

Methoden entwickelt um Chemotaxis in vivo und in vitro zu messen.

Leber injizierte verschiedene Testsubstanzen nicht nur direkt in die
Kaninchenaugen, sondern bediente sich auch kleiner mit Testsubstanz gefullten
Kapillarrohrchen, die er in die Vorderkammer von Kaninchenaugen einbrachte,
um so die chemotaktische Wirkung der Substanzen auf Leukozyten zu testen
(Leber 1891). AnschlieRend wurden die Kapillarrohrchen wieder entfernt, der
Inhalt ausgedrickt, und die Leukozytenzahlen untereinander verglichen. Diese
Methode war allerdings mit einigen Fehlern behaftet. Es zeigte sich, dass die
Leukozyten nicht nur durch amoeboide Bewegungen in die Rohrchen migrierten,
sondern auch einfach nur aufgrund osmotischer Druckunterschiede zwischen
Roéhrchen und umgebendem Gewebe eingeschwemmt wurden. Unter diesen
Umstanden wurden neben Leukozyten auch Erythrozyten in den R&hrchen
gefunden, die offensichtlich nur passiv in die Réhrchen gelangten (Pfoehl 1898,
Ruchladew 1910).

Auf Grund dieser Fehlerquellen der Methode nach Leber wurde nach einer
Methode gesucht, die Leukozyten daran hindern sollte passiv aufgrund
osmotischer Druckunterschiede zur Testsubstanz zu migrieren und es erlaubt
ihre aktiven Bewegungen zu dokumentieren. Clark et al. injizierten
Testsubstanzen wie Starke oder Krotondl in transparente Kaulquappenschwéanze
und konnten so unter dem Mikroskop amoeboide Bewegungen von Leukozyten
in Richtung Lockstoff beobachten (Clark and Clark 1920, Clark and Clark 1922).
Aber auch diese Methode zeigte gewisse Nachteile. Bereits die kleinste Irritation,
sogar die Injektion selbst, fuhrte zu verstarkter Zellmigration, so dass der

eigentliche Beitrag von Testsubstanzen nur schwer nachvollziehbar war.

Comandon war der Erste, der in vitro Beobachtungen von Zellmigration
durchfuhrte (Comandon 1917). Dabei beobachtete er Leukozyten, die sich in
einem Blutstropfen zwischen einem Deckglas und einem Objekttrager befanden,
unter dem Mikroskop und dokumentierte deren Fortbewegungsrichtung auf eine
bestimmte Testsubstanz zu. So beobachtete er Leukozyten, die sich Malaria-
infizierten Erythrozyten anndherten (Comandon 1917). Diese Deckglas-
Objekttrager-Methode eignete sich gut um chemotaktische Effekte von einzelnen

Partikeln wie Bakterien zu testen. Der Vorteil dieser Methode lag in der



Madglichkeit einzelne Leukozyten unter dem Mikroskop direkt beobachten zu

konnen (Grimes and Barnes 1973).

Bis zu diesem Zeitpunkt wiesen alle Testverfahren ein gemeinsames Defizit auf.
Es lie} sich bei keiner der genannten Methoden eine Aussage uber den

Konzentrationsgradienten des Lockstoffes treffen.

1974 beschrieben Cutler et al. die Agarose-Methode (Cutler and Munoz 1974).
Die Methode bestand aus einem Deckglas, welches mit einer Agarosegelschicht
benetzt wurde. AnschlieRend wurden drei runde Vertiefungen in einer Reihe und
in gleichen Abstanden zueinander gestanzt. Die mittige Vertiefung wurde mit
Zellen, die verbliebenen Vertiefungen mit einer Lockstoff- oder Kontrollsubstanz
versehen. Uber Diffusion des Chemoattraktans und der Kontrolllésung durch das
Gel entstand nun ein exponentieller Konzentrationsgradient, welcher die Zellen
dazu veranlasste durch die Agarose Richtung Lockstoff zu wandern (Foxman,
Campbell et al. 1997). Nach einer definierten Inkubationszeit wurden die Zellen
fixiert, die Agarose entfernt und das Deckglas gefarbt. Die Auswertung erfolgte
Uber die Messung der Distanz, welche die Zellen Richtung Lockstoff oder
Kontrolllosung  zuruckgelegt hatten. Dabei  konnte  entweder der
Chemotaxisindex, welcher sich als Verhaltnis der zurtckgelegten Distanz zum
Lockstoff und zum Kontrollstoff errechnete, oder die Chemotaxisdifferenz
ermittelt werden, welche man aus der Distanz zum Lockstoff nach Abzug der

Distanz zum Kontrollstoff erhielt (Chenoweth, Rowe et al. 1979).

1979 entwarfen Gundersen et al. die Mikropipetten-Methode, die sich gut zur
Beobachtung und Charakterisierung einzelner Zellantworten eignete. Gundersen
und Kollegen brachten eine Lockstoff-enthaltende Mikropipette in einem 45° -
Winkel und einer Entfernung von 25 pm von der Longitudinalachse eines
Neuroaxons an und beobachtete die Zellbewegung unter einem Mikroskop
(Gundersen and Barrett 1979). Aber auch hier lag der gro3e Nachteil in der
Instabilitdt des Gradienten, welcher schon aufgrund geringer Vibrationen,
Temperaturunterschiede oder sogar Formabweichungen der Mikropipetten-

spitzen variierte.



1.3 Boyden-Kammer

Eines der meist genutzten Systeme fur Chemotaxisversuche in der Zellbiologie
heute und zugleich Pionier einer andauernden Entwicklung sogenannter 2-
Kammer-Systeme, war die von Steve Boyden entwickelte Boyden-Kammer
(Boyden 1962).

Die Boyden-Kammer ist ein Zellkulturgefa®, das aus zwei Kompartimenten
besteht, welche wiederum durch eine mit definierten Mikroporen (Grofie von 5 bis
10 ym) durchsetzte Membran getrennt werden. Zu Beginn wird eine Lockstoff-
enthaltende Ldésung in das untere Kompartiment pipettiert. Das obere
Kompartiment, dessen Boden eine porige Membran darstellt, wird mit Zellen
versehen und in die untere Kammer gesetzt. Dabei kann nun die chemotaktische
Lésung durch die Membran in die obere Kammer diffundieren und erzeugt so
einen Konzentrationsgradienten, der die Zellen der oberen Kammer dazu bringt
durch die Poren der Membran zu migrieren. Nach einer definierten
Inkubationszeit werden die Zellen, die auf die Unterseite der Membran migriert

sind, fixiert, gefarbt und gezanhlt.

1j

Zellmigration

2

Abbildung 1.1 Schematische Darstellung einer Boyden-Kammer im Querschnitt mit (1) oberem und
(2) unterem Kompartiment. Zellmigration findet von oben nach unten statt (Gostner, Fong et al. 2011).

Die Boyden-Kammer, in moderner Form auch als Transwell-Assay bezeichnet,
wurde anschlieBend von vielen Forschern modifiziert (Ward, Cochrane et al.
1965, Cornely 1966, Keller and Sorkin 1968, Tempel, Snyderman et al. 1970,
Wilkinson 1974, Jungi 1975, Campbell 1977, Valerius 1978, Falk, Goodwin et al.
1980). Die Modifikationen betrafen sowohl die Kammer als auch die Membran.

Kammern unterschiedlicher Volumina oder im Multiwell-Format mit Filter-Inserts

10



sowie verschieden beschichtete Membranen (Zellulose/Nitrate  oder

Polycarbonate) unterschiedlicher Dicke wurden getestet.

Die einfache Handhabung und die Bereitstellung eines quantitativen Males fur
chemotaktisch induzierte Zellmigration haben die Boyden-Kammer zum
Goldstandard fur Chemotaxisversuche in der Zellbiologie gemacht. Hingegen
ihrer Beliebtheit weist die Boyden-Kammer einige Nachteile auf, die unter

anderem in dieser Arbeit diskutiert werden sollen.

Eine Weiterentwicklung der Boyden-Kammer und zugleich der Grundstein des

neu entwickelten Chemotaxis-Assays stellt die Zigmond-Kammer dar.

1.4 Zigmond-Kammer

Sally Zigmond entwickelte 1977 ein System, das erstmals eine direkte
Beobachtung von Zellen wahrend der Migration in Abhangigkeit gut definierter
Gradienten zuliefd (Zigmond 1977).

Die Kammer besteht aus einem Plexiglas-Objekttrager, welcher mit zwei parallel
angebrachten Vertiefungen versehen ist. Die beiden Kanale werden durch eine
,Brucke” getrennt, welche 3-10 um unter der Oberflache des Objekttragers liegt.
Ein mit Zellen versehenes Deckglas wird kopfstehend auf die Kanale gelegt und
bildet so eine 3-10 um hohe und 1 mm breite Lucke zwischen dem Deckglas und
der Brucke. Das Deckglas wird Uber 2 Klammern, welche jeweils an den Enden
des Objekttragers befestigt sind, gehalten. Fullt man nun die beiden Kanale mit
Medien unterschiedlicher Konzentration wird durch Diffusion ein linearer Gradient
Uber der Bricke erzeugt (Crank 1964, Cussler 1997).

Klammern

Y SN
RV

N

— A N J
Objekttrager Deckglas

Vertiefungen Briicke

Abbildung 1.2 Schematische Darstellung einer Zigmond-Kammer (Zigmond 1977).
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Veranderungen von Wachstum, Differenzierung oder Migration individueller
Zellen kénnen mit Hilfe eines Mikroskops Uber dem Brickenbereich direkt
beobachtet werden. Im Gegensatz zu bisherigen Chemotaxis-Assays konnen in
der Zigmond-Kammer reproduzierbare und mathematisch berechenbare
Gradienten erzeugt werden. Allerdings ist die Dauer dieses Flie3gleichgewichtes
aufgrund der endlichen Volumina und gewisser Volumenverluste durch
Verdunstung auf ca. 60-90 Minuten begrenzt (Zigmond 1977). Mit einer Dicke
von Uber 3 mm und der Anfertigung aus Polymethylmethacrylat (PMMA) ist die
Zigmond-Kammer nicht fur die inverse Mikroskopie geeignet, so dass
Videomikroskopie, welche gewdhnlich mit inversen Mikroskopen durchgefuhrt

wird, nicht angewendet werden kann.

Nach dem gleichen Prinzip, aber mit unterschiedlicher Geometrie, funktioniert die
Dunn-Kammer (Zicha, Dunn et al. 1997). Die zwei Vertiefungen der Dunn-
Kammer sind im Gegensatz zur Zigmond-Kammer konzentrisch. Die ,Bricke®,
welche die Vertiefungen voneinander trennt, dementsprechend ringformig. Auch
hier werden die Vertiefungen mit Chemoattraktans gefullt sowie ein mit Zellen
versehenes Deckglas aufgelegt. Die Lockstoffe diffundieren zwischen den
Vertiefungen und erzeugen so einen stabilen Gradienten Uber der Bricke. Das
Prinzip zur Erzeugung des Gradienten gleicht demnach dem der Zigmond-
Kammer. Der wesentliche Unterschied liegt in der Briickenregion, welche bei der
Zigmond-Kammer einen dunnen Film, bei der Dunn-Kammer eher eine
zylindrische ,Mauer” darstellt. Im Vergleich zur Zigmond-Kammer verflgt die
Dunn-Kammer Uber eine prazisere und komplett abgeschlossene Konstruktion,
welche einen stabileren Gradienten ermdglicht (Zicha, Dunn et al. 1997). Hinzu
kommt, dass die Dunn-Kammer, im Gegensatz zu der aus 3 mm dickem
Plexiglas angefertigten Zigmond-Kammer, komplett aus 1 mm dickem Glas
hergestellt ist, so dass sie auch fur andere lichtmikroskopische Verfahren wie die

inverse Mikroskopie, geeignet ist (Zicha, Dunn et al. 1991).

Durch den zweiteiligen Aufbau beider Kammern kann es allerdings durch das
Aufbringen des Deckglases bei unvorsichtiger Handhabung zu einer
Durchmischung der Lésungen, welche wiederum mafgeblich fur einen stabilen

Gradienten sind, kommen.
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1.5 p-Slide Chemotaxis

Das p-Slide Chemotaxis ist eine Chemotaxis-Kammer, welche auf dem Prinzip
der Zigmond-Kammer basiert. Anders als die Zigmond-Kammer besteht das
p-Slide aus einem Stuck und wurde fur inverse Mikroskope entworfen. Das
u-Slide besteht aus zwei Reservoiren, die in der Mitte Uber einen
,Beobachtungskanal® verbunden sind. Durch Fulllen der Reservoire mit
unterschiedlichen Konzentrationen eines Lockstoffes wird Gber Diffusion ein bis
zu 48 Stunden linearer sowie stabiler Gradient Uber dem Beobachtungskanal
aufgebaut. Die im Kanal befindlichen Zellen sind zwei entgegengesetzten
Gradienten ausgesetzt. Uber Videomikroskopie ist die genaue Verfolgung und

Analyse einzelner Zellbewegungen maglich.

Abbildung 1.3 Schematische Darstellung eines p-Slides Chemotaxis mit einem (1)
Beobachtungskanal und zwei (2,3) Reservoiren.

1.6 Zielsetzung

Seit der Erkenntnis, dass Chemotaxis in vielen physiologischen und
pathologischen Prozessen eine entscheidende Rolle spielt, ist es zu einem
erstrebenswerten Ziel geworden, Chemotaxis zu quantifizieren. Chemotaxis
darstellende Testverfahren sollen zur Entschlisselung biologischer Vorgange
sowie bei der Entwicklung neuer Therapieansatze helfen. Die wohl derzeitig

meist genutzte Methode um Zellmigration zu quantifizieren ist die Boyden-
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Kammer. Doch selbst diese weit verbreitete und gut etablierte Methode weist

Nachteile auf, die im Rahmen dieser Arbeit diskutiert werden sollen.

Ziel dieser Promotionsarbeit ist eine Gegenlberstellung des bisherigen
Goldstandards fur Chemotaxisversuche, der Boyden-Kammer, und des neuen p-
Slides Chemotaxis. Hierfur sollen Chemotaxisversuche mit den Zelllinien HUVEC
und HT-1080 in der Boyden-Kammer durchgefuhrt und mit HUVEC-Versuchen im
u-Slide sowie einem bestehenden Datensatz mit HT-1080 Zellen einer
gemeinsamen Arbeitsgruppe verglichen werden. Im Anschluss sollen Ergebnisse
und Durchfuhrbarkeit nebeneinander gestellt sowie Vor- und Nachteile beider

Systeme herausgearbeitet werden.
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2.1 Chemikalien, Verbrauchsmaterialien und Gerate

2.1.1 Chemikalien

Tabelle 2.1 Verwendete Chemikalien

Artikel

Firma

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
DMSO

Eosin

Endothel Cell Growth Medium (ECGM)
EDTA

Fetal Calf Serum (FCS)

Glyzerol

Methanol

Mayer’s Himalaun Lsung

Phosphat buffered saline (PBS-) Tabletten
Penicillin, Streptomycin

Trypanblau

Trypsin

Biochrom AG, Berlin

Merck, Darmstadt
Chroma-Gesellschaft, Kontgen/N.
Promocell GmbH, Heidelberg
Roth, Karlsruhe

Biochrom, Berlin

Sigma, Taufkirchen

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Gibco BRL, Karlsruhe
Biochrom AG, Berlin
Biochrom AG, Berlin
Biochrom AG, Berlin

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2.2 Verwendete Verbrauchsmaterialien

Artikel

Bezugsquelle

Kaniilen

Kryogefilie

Migrationskammern (Chemotaxis p-slide)
Objekttrager ,,Superfrost*

Pipettenspitzen

Pipettenspitzen (gestopft)

Rohrchen, steril, Zellkultur

Skalpelle

BD, Heidelberg

Nunc, Wiesbaden

Ibidi, Martinsried

Nunc, Wiesbaden

Gilson, Bad Camberg

Greiner Bio-One, Frickenhausen
Falkon/BD Le Pont de Claix (F)
Feather/PFM, Koln
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Tiefkiihlgefdfe/Kryordhrchen
Zellkultur-Inserts (8,0 pm)
Zellkultur-Multiloch-Platten (12 Well)
Zellkulturflaschen und —schalen

Zentrifugengefilie 1,5 / 2ml

Nunc, Wiesbaden
Falkon/BD, Heidelberg
Falkon/BD, Heidelberg
Nunc, Wiesbaden
Eppendorf, Hamburg

2.1.3 Gerate

Tabelle 2.3 Verwendete Gerite

Artikel

Bezugsquelle

CCD-Kamera

Fluoreszenzmikroskop ,,Axiovert 200
Gefrierschrank (-20°C, -80°C)
Glaswaren Schott

Heiz- und Inkubationsystem (37°C)
Inverses Mikroskop Eclipse Ti
Inkubator fiir Zellkultur, CO,-begast

Konfokales Laserscan Mikroskop (KLSM)

Kiihlschrank (4°C)
Mikroliter-Pipetten

Mikrowelle

Phasenkontrastmikroskop Standard 25
Stickstoff-Kiihllagereinrichtung
Waage CP 4202 S

Zentrifugen

Orca, Hamamatsu, Japan
Carl Zeiss, Jena
Liebherr, Ochsenhausen
Roth, Karlsruhe

Ibidi GmbH, Martinsried
Nikon, Diisseldorf
Heraeus, Miinchen

Carls Zeiss, Jena
Liebherr, Ochsenhausen
Abimed, Langenfeld
AEQG, Berlin

Zeiss, Halbergmoss

Messer Cryotherm, Kirchen/Sieg

Sartorius, Gottingen

Eppendorf, Hamburg

2.2 Zelllinien

Tabelle 2.4 Verwendete Zelllinien

Zelllinie Herkunft Referenz

FaDu Hypopharynx-Karzinomzelllinie ATCC HTB-43

HT-1080 Fibrosarkomzelllinie ATCC CCL-121

HUVEC Primére Endothelzellen der menschlichen Nabelschnur | Lonza, Verviers,
(Human umbilical vein endothelial cells) Belgien

ATCC: American Tissue Culture Collection
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3.1 Zellkultur

3.1.1 Zellkulturbedingungen: Kultivierung und Aufbewahrung

permanenter Zelllinien

Alle Zelllinien wurden in einem Inkubator bei 37°C unter einer Atmosphéare von
5% CO; und 95% Luftfeuchtigkeit gehalten. Als Standardmedium fur FaDu- und
HT-1080 Zellen wurde Dulbecco’'s Modified Eagle Medium (DMEM),
supplementiert mit 10% Fetal Calf Serum (FCS) und Antibiotika (100 pg/mi
Streptomycin, 100 U/ml Penicillin) benutzt. Fir HUVEC-Zellen wurde Endothel
Cell Growth Medium (ECGM) verwendet. Adharente FaDu- und HT-1080 Zellen
wurden alle 2-3 Tage, HUVEC alle 10 Tage zur Subkultivierung zunachst mit 10
ml PBS serumfrei gewaschen und anschlielend mit 2 ml Trypsin-EDTA von der
Kulturflasche geldst. Die Zellsuspension wurde 1:10 mit frischem Medium
verdunnt oder fur weitere Versuche in gewunschter Dichte ausplattiert. Alle
notigen Zentrifugationsschritte wurden bei 280 Umdrehungen/min flr 5 min bei
20°C durchgefuhrt. Fur alle Experimente wurden nur die ersten drei Passagen

isolierter HUVEC verwendet.

Zur Aufbewahrung der Zelllinien wurden jeweils 10°-10” Zellen mit PBS
gewaschen und anschlieBend in 1 ml Einfriermedium aufgenommen. Diese
Suspension wurde in ein 1,8 ml KryogefalR udberfuhrt und in einem
verschliefbaren Styroporbehalter in einem -80°C Gefrierschrank langsam
eingefroren. Am folgenden Tag wurden die Zellen zur dauerhaften Lagerung in

einen mit flussigem Stickstoff geflllten Lagertank tberfuhrt.

Zur Rekultivierung eingefrorener Zellen wurde der Inhalt eines Kryogefalles
durch Resuspension mit frischem Kulturmedium zlgig aufgetaut. Die Zellen
wurden einmal zentrifugiert und anschlieBend zur Kultivierung mit frischem

Medium verdinnt in eine Kulturflasche gegeben.
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3.1.2 Bestimmung der Zellzahl

Die Zellzahlen wurden in einer Fuchs-Rosenthal-Kammer bestimmt. Die Fuchs-
Rosenthal-Kammer hat eine Zahlflache von 4 x 4 Quadraten mit einer
Kantenlange von jeweils 1 mm und eine Kammertiefe von 0,2 mm. Um lebende
von toten Zellen zu unterscheiden, wurden die Zellen 1:1 mit einer 0,2%-igen
Trypanblauldsung gemischt. Wahrend tote Zellen den blauen Farbstoff
aufnehmen, bleiben lebende Zellen farblos. Anschlielend wurden 20 ul des
Zellen-Trypanblau-Gemischs in die Zahlkammer gegeben und die Zellen in 4
Quadranten unter dem Mikroskop ausgezahlt. Die gesamte Zellzahl wurde wie

folgt berechnet:

ausgezahlte Zellen _
ausgezahlte Flache x Kammertiefe x Verdiinnung

Zellen pro 1 ml =

= ausgezahlte Zellzahl x 10* x 2

Fur u-Slide Versuche wurde eine Zellkonzentration von 3x10° Zellen/ml, fir
Versuche in der Boyden-Kammer eine Konzentration von 2x10° Zellen/ml

gewahlt.

3.2 Migrationsversuche

3.2.1 Boyden-Kammer

Die Boyden-Kammer besteht aus zwei Kompartimenten, welche durch eine
porige Membran getrennt werden. Das obere Kompartiment ist mit Zellen und
einer Referenzldsung, das untere Kompartiment mit der zu untersuchenden

Lockstofflosung geflllt. Die Zellen kdnnen dabei nur durch aktive Migration durch
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die Poren auf die Unterseite der Membran gelangen. Die Auswertung erfolgt rein

quantitativ Uber die Ermittlung der Zellzahl auf der Unterseite der Membran.

3.2.1.1 Versuchsaufbau und -durchfiihrung

Zur Bestimmung der chemotaktischen Wirkung eines Stoffes auf eine bestimmte
Zellpopulation wurden Boyden-Kammern im 12 Well Format mit Zellkultur-Inserts
mit einer PorengrofRe von 8,0 um verwendet. Hierfur wurden die Kammern fur die
einzelnen Versuche mit einer Pinzette aus der Verpackung entnommen und in
eine 12-Loch-Platte Uberflhrt. Der dadurch entstandene Raum zwischen dem
Zellkultur-Insert und der Loch-Platte bildet dabei das untere Kompartiment,
welches zuvor mit einem Lockstoff beflllt wird. Das Insert, dessen Boden aus

einer porigen Membran besteht, bildet das obere Kompartiment.

obere Kammer

untere Kammer

Hungermedium

Zellen

VA

Membran

Lockstoffmedium

Abbildung 3.1 Darstellung einer Boyden-Kammer. (A) Schematische Darstellung einer Boyden-
Kammer im Querschnitt. (B) Fotografie eines Zellkultur-Inserts, eingehangt in eine 12-Well-Platte.

Die porendurchsetzte Membran ermdglicht den Aufbau eines Konzen-
trationsgradienten in die eine, sowie eine Zellmigration in die andere Richtung.
Zu Beginn wurde in die obere Kammer 0,5 ml einer 2 x 10° Zellen/ml
Zellsuspension (HUVEC oder HT-1080), welche in Hungermedium (DMEM ohne
FCS) resuspendiert wurden, pipettiert. Als Lockstoffmedium in der unteren
Kammer wurde eine 10%-ige FCS-Lésung verwendet. Der Versuchsaufbau mit
der HT-1080 Zelllinie bestand aus einer Lockstoffmessung, auch bezeichnet als
(+/-), bei der in die untere Kammer 1,5 ml der Lockstofflosung (DMEM + 10%

FCS) gegeben wurde, sowie zwei Referenzmessungen; eine Negativkontrolle
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(-/-), bestehend aus zwei mit Hungermedium geflllten Kammern, sowie eine
Positivkontrolle (+/+), deren Kammern beide Vollmedium (DMEM + 10% FCS)
enthielten. Bei der Versuchsreihe mit HUVEC wurde statt der Positivkontrolle
(+/+) eine weitere Lockstoffmessung mit 1,5 ml Uberstand gehungerter FaDu-
Zellen durchgefuhrt. Hierfir wurden FaDu-Zellen Uber 24 h in Hungermedium
kultiviert. Anschliellend wurde die 12-Well-Platte mit den Boyden-Kammern mit
dem zugehdrigen Deckel verschlossen und ab dem Zeitpunkt des Beflllens 6 h

im Brutschrank inkubiert.

Nach 6 h Inkubationszeit wurden die Membranen der Boyden-Kammern einer
Farbeprozedur unterzogen. Hierfur wurden die Kammern nacheinander einzeln
mit einer Pinzette aus der Loch-Platte genommen und die Membranen vorsichtig
oben und unten mit PBS abgewaschen. Unter dem Mikroskop wurde die
Oberseite der Membran betrachtet. Befanden sich auf der Oberseite der
Membran Zellen, wurden diese vorsichtig mit einem Wattestdbchen abgestreift.
AnschlieBend wurden die Zellen 2 Minuten in 10%-igem Methanol fixiert und
erneut mit PBS gewaschen. Die fixierten Zellen wurden 10-15 Minuten mit
Trypanblau gefarbt und anschlieBend die Uberschussige Farbe mit Wasser
weggespult. Die Membranen wurden mit einem Skalpell aus ihrer Halterung
herausgeschnitten und auf einem Objekttrager in Kaisers Glyzerine fixiert. Die so
entstandenen Praparate konnten dann unter dem Mikroskop ausgewertet

werden.

3.2.1.2 Auswertung

Die Auswertung migrierter Zellen erfolgte Uber ein Auszahlen der fixierten Zellen
einer Membran. Hierfur wurde die Membran fotografiert und eine Tiff/lJPEG Datei
in das Programm Image J importiert. Mit Hilfe der Funktion ,Point selections®
konnten die Zellen per Mausklick gezahlt und markiert werden. So konnten
Mehrfachzahlungen einzelner Zelle vermieden werden. Da es haufig beim
Herausschneiden der Membran aus ihrer Halterung zu Einrissen der Randpartie
kam wurden die Zellen im Randbereich von der Zahlung ausgeschlossen. Bei
gleichmaRiger Zellverteilung auf der Membran wurde uber die ,Angle-Tool*
Funktion des Programms Image J die Membran in 90°-Kreissektoren geviertelt
und die Zellen eines Sektors gezahlt. Das ausgezahlte Ergebnis eines

Kreissektors wurde auf den ganzen Kreis (360°) hochgerechnet. Waren die
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Zellen auf der Membran nicht gleichmaRig verteilt, wurde die gesamte Membran

ausgezahlt.

3.2.2 p-Slide Chemotaxis

Das p-Slide Chemotaxis der Firma Ibidi ist ein speziell fur Untersuchungen der
Chemotaxis entwickeltes Kammersystem. Das Slide hat die GroRe eines
Objekttragers und besteht aus Deckglas-ahnlichem und biokompatiblem
Kunststoff. Aufgrund der glasahnlichen Autofluoreszenz, den
Transmissionseigenschaften, und einem Brechungsindex von n=1,5 ist die
Kammer auch fur inverse Mikroskopie geeignet. Der Aufbau des Systems ist in

Abbildung 3.3 schematisch dargestellt.

A B Reservoire

(D

(Wa) /\Querschnitt

> L P —
et S -~

o e N
[ Objektivinse |

Beobachtungskanal
C D

Abbildung 3.2 Schematische Darstellung des p-Slides von Ibidi. (A) 3D-Ansicht der Kammer. Der
kleine Beobachtungskanal im Zentrum verbindet die beiden groRen Reservoire. (B) Querschnitt eines p-
Slides. Die adhéarenten Zellen im Beobachtungskanal werden von einer Seite einem Lockstoff
ausgesetzt. (C) VergréRerung des Beobachtungskanals. (D) Fotografie eines p-Slides Chemotaxis mit
drei Chemotaxis-Kammern, welche mit Lebensmittelfarbe gefiillt sind [Ibidi GmbH, 2010].

Auf einem p-Slide befinden sich drei Kammern. Eine Kammer besteht aus zwei

0,8 mm hohen Reservoiren, die durch einen 1 mm breiten, 2 mm langen und 70
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um hohen Beobachtungskanal verbunden werden. Das Fassungsvermdgen des
Kanals betragt 6 pl, das der beiden Reservoire jeweils 40 ul. Uber angrenzende
Einfullkamine koénnen die Reservoire sowie der Beobachtungskanal mit
unterschiedlichen Substanzen bzw. mit den zu untersuchenden Zellen befullt

werden.

3.2.2.1 p-Slide Chemotaxis Standardprotokoll

Zellmedien, p-Slide und die dazugehdrigen Stopsel wurden am Vortag des
Experimentes zur Gas Equilibrierung in einen Brutschrank mit einer Atmosphare
von 37°C und 5% CO; gestellt. Zellmediengefalle wurden dazu leicht getffnet.
Als erstes wurde der Beobachtungskanal befullt. Dafur wurde eine
Zellsuspension (HUVEC oder HT-1080 Zellen) mit Nahrmedium (ECGM oder
DMEM + 10% FCS) von 3x10° Zellen/ml benétigt. Zunéchst wurden bei allen drei
Systemen des p-Slides die beiden Reservoir-Kamine (6, 7 Abbildung 3.4) mit den
zugehorigen Stdpseln verschlossen. Nun wurde mit einer 20 pl-Kolbenhubpipette
ein 6 pl-Tropfen der Zellsuspension auf den einen Kamin (4) des
Beobachtungskanal gesetzt und anschlielend vom gegenulberliegenden Kamin

(5) des Kanals her vorsichtig angesaugt.

Abbildung 3.3 Schematische Darstellung einer p-Slide-Kammer beim Befiilllen des
Beobachtungskanals. Kammer mit Beobachtungskanal (1), Reservoiren (2,3), kleine Seitenkanale mit
zugehdrigen Kaminen fir die Zellaussaat (4,5), und Kamine fiir die Reservoire (6,7). Zum Befiillen des
Beobachtungskanals wird ein 6 pl-Tropfen einer Zellsuspension auf Kamin 4 pipettiert und langsam
Uiber Kamin 5 angesaugt.
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Zur Adhasion der Zellen wurde das pu-Slide nun fur 4 h in einen Brutschrank
gestellt. Fur Chemotaxis-Versuche wurde anschlieend das Nahrmedium im
Kanal gegen Hungermedium mit der gleichen 6 pl-Tropfen-Ansaugmethode wie
beim Erstbeflllen des Kanals ausgetauscht. Im nachsten Schritt wurden die
Reservoire befullt. Dazu wurde ein Kamin des Kanals (5) und der Kamin eines
Reservoirs (6) mit Stopseln verschlossen. Anschlielend wurden 40 pl
Hungermedium mittels Pipette durch den offenen Kamin des Kanals (4) vorsichtig
eingeflllt. Sobald sich auf dem Kamin des befillten Reservoirs ein Tropfen
gebildet hatte, wurde das Beflillen beendet. Zum Beflllen des anderen
Reservoirs wurde dessen Kaminstopsel auf den Kamin des vollen Reservoirs (7)
versetzt. Das Beflllen des zweiten Reservoirs erfolgte aquivalent zu dem des

ersten Reservoirs.

Der letzte Schritt galt dem Befullen eines Reservoirs mit Lockstoff. Dazu wurden
beide Kamine des Beobachtungskanals (4, 5) mit Stopseln verschlossen. Auf den
Kamin eines Reservoirs wurde mit einer Pipette ein 18 ul-Tropfen des Lockstoffs
(FCS) gesetzt und anschlieBend dieselbe Menge Flussigkeit aus dem anderen
Reservoir abgesaugt. DMEM mit 0,1% Kalberserumalbumin wurde als

Lockstofffreies Medium (Hungermedium = Cy), FCS als Lockstoff benutzt.

Die Kammern eines p-Slides mit HT-1080 Zellen oder HUVEC im Beobachtungs-

kanal waren wie folgt befullt:

Tabelle 3.1 Fiillzustidnde eines p-Slides Chemotaxis mit HT-1080 Zellen oder HUVEC

Beobachtungkanal Reservoire 1 Reservoire 2
Negativkontrolle (-1-) HT-1080 Hungermedium Hungermedium
Positivkontrolle (+/+) HT-1080 Lockstoff Lockstoff
Lockstoffmessung  (+/-) HT-1080 Lockstoff Hungermedium
Negativkontrolle (-1-) HUVEC Hungermedium Hungermedium
Lockstoffmessung  (+/-) HUVEC Lockstoff Hungermedium
Lockstoffmessung (FaDu/-) HUVEC FaDu Hungermedium

Bei der Versuchsreihe mit HUVEC wurde statt der Positivkontrolle (+/+) eine
weitere Lockstoffmessung durchgefuhrt. FUr eine bessere Nachahmung der in
vivo Situation wurden hier gehungerte FaDu-Zellen als Lockstoffquelle

verwendet. Hierfur wurde ein Reservoir 12 h vor Beginn des Experimentes mit
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18 ul einer 8,5 x 10° Zellen/ml FaDu-Zellsuspension beflllt. FaDu-Zellen wurden
in Hungermedium in eines der Reservoire eingebracht und waren bis zu Beginn

des Experimentes adharent auf dem Boden der Chemotaxis-Kammer.

FaDu

Abbildung 3.4 Querschnitt einer y-Slide Kammer mit HUVEC im Beobachtungskanal und FaDu-
Zellen in einem Reservoir zur Testung der chemoattraktiven Wirkung von |6slichen Faktoren der FaDu-
Zellen auf HUVEC.

3.2.2.2 Mikroskopie und Lebendzellabbildung

Sobald alle Kammern beflllt waren, wurde das p-Slide unter ein Mikroskop mit
einer Lebendzellkammer (Temperatur und CO»- Versorgung entsprechen denen

in einem Inkubator) gesetzt.

Abbildung 3.5 Fotografie eines p-Slides auf dem Mikroskop [Ibidi GmbH, 2010].

Vor Beginn der Videomikroskopie erfolgte die Programmierung eines Software-

gesteuerten Tisches auf dem sich das p-Slide mit den drei nebeneinander

24



liegenden Kammern befand. Die Position des Tisches wurde so festgelegt, dass
sich der erste Beobachtungskanal des Slides unter dem Mikroskop befand.
Anschlieend positionierte der Tisch den zweiten und den dritten Kanal Uber das
Mikroskop. In vorgegebenen Zeitintervallen wurden Aufnahmen von jedem
Beobachtungskanal gemacht. Bei einem Beobachtungszeitraum von 24 Stunden
wurde ein Aufnahmeintervall von 10 Minuten gewahlt. Dies ermoglichte die
Beobachtung aller drei Kammern eines Slides innerhalb eines Experimentes. Die
Software ordnete jede Aufnahme ihrer zugehdérigen Kammer der Reihe nach zu.
Pro Kammer wurden 144 Aufnahmen (24 Stunden x 60 min + 10 min) gemacht,

die der Reihe nach abgespielt, einen Film wiedergaben.

WAREE T

e

Abbildung 3.6 Mikroskopische Aufnahme eines Beobachtungskanals. (A) Reprasentative
mikroskopische Aufnahme von HUVEC im Beobachtungskanal (2 mm x 1 mm) zu Beginn des
Experimentes und (B) nach 24 h mit farbiger Markierung der Laufwege der Zellen.

3.2.2.3 Auswertung und Datenanalyse

Die Auswertung der Bilder erfolgte zunachst mit der frei verfugbaren Software
Image J (National Institutes of Health, Bethesda, USA) und anschliel3end mit der
ebenfalls frei verflUgbaren Firmen-eigenen Software (https://Ibidi.com,
,Chemotaxis and Migration Tool“). Hierfir wurden pro Kammer mindestens 30
Zellen mit dem Image J plugin ,manual tracking“ (Fabrice Cordelieres, Institut
Curie, Orsay, France) uber die Zeit verfolgt. Per Mausklick auf eine Zelle
schaltete das Programm automatisch zum né&chsten Bild und zeichnete dabei

den zuruckgelegten Weg dieser Zelle auf. Zellen, die wahrend der Aufnahmen
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starben, sich teilten, oder den Beobachtungskanal verliellen, wurden von der
Auswertung ausgeschlossen. Durch die Kalibrierung des objektivspezifischen
um/Pixel Werts konnten die Positionslisten der Zellen von Pixelwerten in

Positionsangaben in [um] umgerechnet werden.

Fur eine weiterfUhrende Analyse und Bewertung des chemotaktischen Prozesses
wurde eine frei verfugbare Software, welche als Image J plugin fungiert,
entwickelt. Das ,Chemotaxis and Migration Tool“ liefert unterschiedliche und auf
den Daten des Experimentes basierende graphische Auswertungen sowie
statistische Tests. Hierfir wurde die entsprechende ,manual tracking®
Ergebnisdatei direkt in das Chemotaxis- und Migration-Tool importiert und die

Bildspuren der Zellen auf (x=0, y=0) zum Zeitpunkt 0 h normiert.

Fir die Quantifizierung von Chemotaxis und Migration wurden folgende Werte
durch das Programm errechnet:
Center of mass (Schwerpunkt der Streckenendpunkte)
x-FMI (Forward Migration Index, x-Abschnitt der zurlickgelegten Distanz)
y-FMI (Forward Migration Index, y-Abschnitt der zurlickgelegten Distanz)
Rayleigh-Test
Zellgeschwindigkeit

Direktheit (Nettodistanz / Gesamtdistanz)
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— 0, 5ccum Cell path = accumulated distance

— — d,gucig length of straight line between
cell start and end point (euclidean distance)

(X end+Yi.ena) cell end point

-—
® Meng (center of mass)

x Mgiart (center of mass) = (0,0)

Abbildung 3.7 Graphische Darstellung eines Migrationsverlaufs. Die Startpunkte jeder Zelle
wurden auf (X istart, ¥ istart) = (0,0) zum Zeitpunkt t=0 normiert [Zengel et al. 2011]

Center of mass (Mena)
Der Center of mass (COM) gibt den Schwerpunkt der Streckenendpunkte aller
Zellen an. Sein x- und y-Wert gibt die Richtungstendenz der beobachteten Zellen

an.

1 n
Mend = ;E(Xi,eml ’yi,ena’)
i=1

x und y forward migration indices (x-FMI, y-FMI) (Fisher 1993, Foxman, Kunkel
etal. 1999)

Die x-FMI und y-FMI geben die zurtckgelegte Distanz der Zellen im Bezug auf
die x- und y-Achse an. Je grof3er der Index einer Achse, desto starker ist auch
die chemotaktische Wirkung entlang dieser Achse. Der Einfachheit halber wird

der Verlauf der y-Achse parallel, die der x-Achse senkrecht zum Gradienten

gesetzt. Demnach gilt y-FMI = FMI" und x-FMI = FMI™,
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Xy = 12 dxi,end Vons = li dyi,end

i,accum i=1 “Vi,accum

i=1

Directness (D)

Die ,Direktheit® der Migration einer Zelle wird Uber das Verhaltnis der
Nettodistanz (dnetto, €uklidisch) und der Gesamtdistanz (dgesamt, akkumuliert)
errechnet. Wahrend die Nettodistanz der Lange einer Geraden zwischen dem
Anfangs- und Endpunkt einer Zelle entspricht, kommt die Gesamtdistanz der
gesamten zuruckgelegten Strecke einer Zelle gleich. Eine ,Direktheit® von D — 1

entspricht einer geradlinigen Migration von Anfangs- zum Endpunkt.

Direktheit einer einzelnen Zelle

D = di Jnetto

" d

i,gesamt

Durchschnittliche Direktheit aller Zellen

IS I~ d ..
=—ED,-=—E’—

i=1 “"i,gesamt

Rayleigh-Test

Der Rayleigh-Test ist ein statistischer Test welcher angibt, ob zirkular
angeordnete Punkte homogen verteilt sind. Die Nullhypothese mit der Aussage
Uber eine homogene Verteilung von Punkten in einem Kreis wird bei einem p-
Wert < 0.05 abgelehnt. Demnach liegt bei einem p-Wert < 0.05 eine inhomogene

Verteilung von Punkten in einem Kreis vor.

Statistische Auswertung

AnschlieBend wurde die Signifikanz der experimentell gewonnenen Daten in
einem gepaarten Student’s t-Test mittels der Microsoft Excel Software (Microsoft
Corp., Redmond, WA) ermittelt.
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Wie einleitend beschrieben, bezeichnet Chemotaxis das gerichtete Wandern von
Zellen entlang eines Konzentrationsgefalles eines Chemoattraktans. Seit der
Erkenntnis, dass sich Zellen gezielt auf ein Signal hinzubewegen, besteht der
Wunsch Chemotaxis sichtbar und vor allem messbar zu machen. Bereits seit
Lebers erster Beschreibung von Chemotaxis im Jahre 1888 wurden multiple
Methoden entwickelt um gerichtete Zellwanderung darzustellen. Allein die
Feststellung, dass Chemotaxis in vielen physiologischen und pathologischen
Prozessen eine wichtige Rolle spielt, zeigt welche Bedeutung einem Chemotaxis-
darstellenden und -quantifizierenden System zugeschrieben werden muss.
Aufgrund seiner einfachen Versuchsdurchfuhrung und der Bereitstellung eines
quantitativen Males fur Chemotaxis hat sich das Boyden-Kammer System als
Goldstandard fur Chemotaxismessungen durchgesetzt. Die Boyden-Kammer ist
heutzutage das meist genutzte Testverfahren fur Chemotaxis in der Zellbiologie.
Trotz alledem weist die Boyden-Kammer Nachteile auf, so dass weiterhin der
Wunsch nach einem alternativen Testverfahren fliir Chemotaxis besteht. Das u-
Slide der Firma Ibidi soll Verbesserungen hinsichtlich der Nachteile der Boyden-
Kammer aufweisen. Die vorliegende Arbeit widmete sich hauptsachlich der
experimentellen Gegenuberstellung der beiden Systeme, Boyden-Kammer und
u-Slide. Hierfir wurden Chemotaxisversuche mit beiden Testverfahren
durchgefuhrt. Als Lockstoffsubstanz wurde eine 10%-haltige FCS-Ldsung
gewahlt. Da bekannt ist, dass Hypopharynx-Karzinomzellen und andere maligne
Tumore angiogenetische Faktoren wie VEGF exprimieren und damit
Endothelproliferation, Migration und Chemotaxis hervorrufen, wurde fir eine
bessere Nachahmung der in vivo Situation bei der Versuchsreihe mit den
Endothelzellen HUVEC zusatzlich die chemotaktische Wirkung von Idslichen
Faktoren der Hypopharynx-Karzinomzellen (FaDu) untersucht (Lalla, Boisoneau
et al. 2003).
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4.1 Zellmigration in der Boyden-Kammer

Durch die porendurchsetzte Membran der Boyden-Kammer findet der Aufbau
eines Konzentrationsgradienten in die eine, sowie Zellmigration in die andere
Richtung statt. Nach Beflllen der Boyden-Kammern migrieren die Zellen in die

Richtung des Lockstoffes.

4.1.1 Einfluss von FCS auf die Migration von HT-1080 Zellen

Die Zellkultur-Inserts der Boyden-Kammern wurden mit 0,5 ml einer 2 x 10° HT-
1080 Zellen/ml Zellsuspension beflllt. Eine Versuchsreihe bestand aus einer
Lockstoffmessung (+/-) und zwei Referenzmessungen (+/+) und (-/-). Wahrend
bei der Lockstoffmessung das untere Kompartiment mit einer 10%-igen FCS-
Losung (Lockstoffmedium) und das obere Kompartiment mit Hungermedium
befullt wurden, wurden die Kompartimente der Referenzmessungen

gleichermallen entweder mit Lockstoff- oder Hungermedium befullt.

Referenzmessungen mit  Lockstoff- oder Hungermedium in beiden
Kompartimenten wurden als "Positivkontrolle" (+/+) bzw. "Negativkontrolle" (-/-)
bezeichnet.

Nach einer Inkubationszeit von 6 h, einer Anfarbung der Zellen auf der Unterseite
der Membran mittels Trypanblau und Isolierung der Membran auf einem
Objekttrager konnte Uber das Auszahlen der migrierten Zellen die Chemotaxis
quantifiziert werden. Die gefarbten Zellen wurden im Mikroskop ausgezahlt und
die Mittelwerte aus 3 unabhangigen Experimenten in Tabelle 4.1

zusammengefasst. Die Einzelwerte sind in Abbildung 4.1 dargestellt.
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Tabelle 4.1 Mittelwerte aller durchgefiihrten Versuche in der Boyden-Kammer

Zahl der Zellzahl Standard- p-Wert
Experimente abweichung

HT-1080 -/- n=3 301 68,9 0,0033

+/- n=3 15041 1489,5

+/+ n=3 7527 911,9 0,0035 0,0051
HUVEC -/- n=3 3307 239,6

+/- n=3 17908 2695,9 0,0107

FaDu/- n=3 35968 10944,6 0,0354 0,0961

Der p-Wert entspricht der TestgroRe des t-Tests fiir unabhangige Stichproben, mit dem untersucht wurde, ob sich die
Chemotaxisversuche mit Gradient (+/-) , (FaDu/-) signifikant von denen ohne Gradient (+/+) , (-/-) unterscheiden.
Gruner und roter p-Wert beziehen sich auf die Referenzmessungen (+/+) und (-/-) im HT-1080 Experiment bzw. auf
die Lockstoffmessungen (+/-) und (FaDu/-) im HUVEC Experiment.
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Abbildung 4.1 Schematische Darstellung aller Boyden-Kammer-Versuche. Jede Raute (HT-1080)
und jeder Kreis (HUVEC) reprasentiert die ausgezahlte Zellzahl eines einzelnen Versuches.
Referenzmessungen ohne Gradient (-/-) und (+/+) sind weil}, Lockstoffmessungen sind griin markiert.
Gezeigt sind die Ergebnisse aus drei unabhangigen Versuchen.

Tabelle 4.1 zeigt, dass die hochste Transmigration im HT-1080 Experiment bei
der Lockstoffmessung (+/-) stattgefunden hat. Hier sind mit einer mittleren
Zellzahl von 15041 Zellen/Membran 50 mal so viele Zellen durch die Membran
gewandert als in der Messung ohne Lockstoff (-/-) und doppelt so viele als in der
Messung, bei der sich Lockstoff in beiden Kompartimenten der Boyden-Kammer
(+/+) befand. Die ermittelten p-Werte von p=0,0035 und p=0,0033 zeigten einen
signifikanten Unterschied in der Zellmigration zwischen der Lockstoffmessung

und der Positiv- bzw. Negativkontrolle. Trotz Fehlen eines Gradienten in den
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beiden Referenzmessungen (+/+) und (-/-) zeigte sich mit einem p-Wert von
0,0051 (griner Wert in Tabelle 4.1) ein signifikanter Unterschied zwischen der
Positiv- und Negativkontrolle. Die Lockstoffzugabe in beiden Kompartimenten der
Boyden-Kammer flhrte hier zu einer Steigerung der Zellmigration um das 25-
fache.

Abbildung 4.2 zeigt exemplarisch die gefarbten Membranen eines

Versuchsaufbaus mit HT-1080 Zellen. Hier ist zu sehen, dass deutlich mehr

Zellen in (+/-) durch die Membran migrierten als in (-/-) und (+/+).

Negativkontrolle (-/-) 10 % FCS (+/-) Positivkontrolle (+/+)

Abbildung 4.2 Durchlichtmikroskopische Aufnahmen (200-fache VergroRerung) einer Boyden-
Kammer-Membran mit gefarbten HT-1080 Zellen; der Kontrast der Fotos wurde nachtraglich fir eine
bessere Darstellung erhoht.

20000

16000 -

12000 -

Zellzahl

8000 -

4000 -

-/- +/- +/+

Abbildung 4.3 Darstellung der Zellmigration iiber die Zellzahl. Nach einer Inkubationszeit von 6 h
wurden die HT-1080 Zellen, die durch die Membran migriert sind, im Mikroskop ausgezahlt. Mittelwerte
und Standardabweichungen stammen aus drei unabhéangigen Experimenten.

Im Anschluss wurde das Migrationsverhalten von menschlichen Endothelzellen

(HUVEC) in der Boyden-Kammer untersucht.
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4.1.2 Einfluss von konditioniertem FaDu-Uberstand auf die

Migration von HUVEC

Der Versuchsaufbau zur Messung der Migration von HUVEC war bis auf die
Positivkontrolle aquivalent zu dem von HT-1080 Zellen. Statt der Positivkontrolle
wurde flr eine bessere Nachahmung der in vivo Situation eine weitere
Lockstoffversuchsreihe durchgefuhrt. Bei dem zweiten Lockstoff wurde
Uberstand von gehungerten Hypopharynx-Karzinomzellen (FaDu) verwendet
(FaDu/-). Auch hier erfolgte die Auswertung Uber Auszahlen der migrierten Zellen
auf der Unterseite der Membran. Abbildung 4.4 zeigt reprasentative Ausschnitte

von Boyden-Kammer-Membranen mit HUVEC mit FCS (+/-) und konditioniertem

FaDu-Uberstand (FaDu/-) als Lockstoff im unteren Kompartiment und ohne
Lockstoff (-/-).

Negativkontrolle (-/-) 10 % FCS (+/-) FaDu-Uberstand (FaDu/-)

Abbildung 4.4 Durchlichtmikroskopische Aufnahmen (200-fache VergroRerung) einer Boyden-
Kammer-Membran mit gefarbten HUVEC; der Kontrast der Fotos wurde nachtraglich fiir eine bessere
Darstellung erhoht.

50000 1

40000 A

30000 -

Zellzahl

20000 -

10000 -

-/~ +/- FaDu/-

Abbildung 4.5 Darstellung der Zellmigration iiber die Zellzahl. Nach einer Inkubationszeit von 6 h
wurden HUVEC, die durch die Membran migriert sind, im Mikroskop ausgezahlt. Mittelwerte und
Standardabweichungen stammen aus drei unabhangigen Experimenten.

33



Auch hier konnten deutlich mehr Zellen auf der Unterseite der Membran
ausgezahlt werden, wenn sich im unteren Kompartiment ein Lockstoff befand.
Wahrend im Mittel 3307 Zellen durch die Membran migrierten wenn kein
Lockstoff (-/-) zugegen war, konnten im Mittel 17908 Zellen durch eine 10%-ige
FCS-Lésung (+/-) und im Mittel 35968 Zellen durch konditionierten FaDu-
Zellkulturiberstand (FaDu/-) auf der Unterseite der Membran ausgezahlt werden.
Die beobachteten Unterschiede in der Migration von HUVEC waren mit p-Werten
von 0,0107 fur (+/-) und 0,0354 fir (FaDu/-) ebenfalls signifikant. Befand sich im
unteren Kompartiment FaDu-Uberstand (FaDu/-) sind im Mittel doppelt so viele
Zellen durch die Membran gewandert als bei den Versuchen mit Vollmedium (+/-)
als Lockstoff. Mit einem p-Wert von 0,0961 (roter Wert in Tabelle 4.1) war der
beobachtete Unterschied der Lockstoffmessungen (+/-) und (FaDu/-) nicht

signifikant.

Im Anschluss wurde das Migrationsverhalten der gleichen Zelllinien im p-Slide

Chemotaxis untersucht.

4.2 Migrationsverhalten im p-Slide

Nach Befillen des u-Slides baut sich Uber Diffusion im Reservoir ein
Konzentrationsgefélle des Lockstoffs auf, welches zum Beobachtungskanal hin
linear abnimmt. Das Migrationsverhalten der Zellen im Beobachtungskanal
konnte direkt unter dem Mikroskop Uber 24 Stunden beobachtet werden. Die
Auswertung erfolgte Uber ,cell tracking” und eine zur Datenanalyse entwickelte
Software, welche Uber die Laufwege der jeweiligen Zellen die Werte ,center of
mass®, ,y-FMI“, x-FMI* ,Rayleigh-Test?, ,Directness® und Zellgeschwindigkeit

berechnete.
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4.2.1 Direkte Migration von HT-1080 Zellen auf ein Gradient
aus FCS

Um willkirliche Chemokinese von gerichteter Chemotaxis zu unterscheiden
wurden pro Experiment zwei Kontrollmessungen durchgefuhrt. Bei der
Negativkontrolle (-/-) wurde die Zellmigration in Hungermedium ohne Zugabe
eines Lockstoffes beobachtet. Bei der Positivkontrolle (+/+) wurden beide
Reservoire mit Vollmedium beflllt. Zuletzt enthielt im (+/-) Versuch nur eines der
beiden Reservoire FCS als Lockstoff. Da jedes u-Slide drei Kammern beinhaltet
konnten pro Versuchsaufbau ein (+/-) Versuch sowie die beiden
Referenzmessungen (+/+) und (-/-) durchgefihrt werden. Jedes Experiment
wurde dreifach durchgefuhrt. Die Quantifizierung der Zellmigration erfolgte Uber
die Parameter COM, FMI, Rayleigh-Test, Zellgeschwindigkeit und Directness,

welche im Folgenden kurz erlautert werden sollen.

Nach Beflllen des p-Slides wurden Uber Videomikroskopie die
Migrationsverlaufe der einzelnen Zellen aufgenommen. Die aufgenommenen
Bildspuren der Zellen wurden von Pixelwerten in Positionsangaben in pm
umgerechnet und in ein Koordinatensystem, bei dem die Startpunkte jeder Zelle
auf den Koordinatenursprung mit (x,y) = (0,0) zum Zeitpunkt t=0 normiert wurden,
uberfuhrt. So konnten die Migrationsverlaufe in einem auf den
Koordinatenursprung zentrierten Plot graphisch dargestellt werden. Anhand
dieses Plots war es madglich eine erste Einschatzung zu treffen, in welche
Richtung die Zellen wanderten und ob es sich bei dem vorliegenden
Migrationsverlauf um Chemotaxis handelte oder nicht. Auf der Grundlage eines
solchen Plots konnten anschlieRend die Parameter COM, FMI, Rayleigh-Test
Directness und Zellgeschwindigkeit fur eine genauere Quantifizierung der
Chemotaxis bestimmt werden. Wahrend der COM (center of mass) den

Schwerpunkt der Streckenendpunkte aller Zellen beschreibt, gibt der x-FMI und
y-FMI (forward migration index) die Zellbewegung in Richtung x-Achse (FMIL)

bzw. y-Achse (FMI”) an. Uber den Rayleigh-Test wird die Wahrscheinlichkeit, ob
das erhaltene Migrationsmuster einem zufallig eingetretenem Ereignis entspricht,
berechnet. Wahrend Werte > 0,05 einem zufalligen, homogenen

Migrationsmuster entsprechen, geben Werte < 0,05 ein inhomogenes Muster an
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Die

beschreibt die Tendenz einer Zelle in einer geraden Linie zu wandern. Eine

und deuten auf chemotaktisch induzierte Einflisse hin. ,Directness”
Direktheit von D = 1 entspricht einer geradlinigen Migration vom Start- zum
Endpunkt. Inwieweit sich Chemotaxis Uber diese Parameter ausdricken lasst

bleibt zu prufen und soll im Folgenden diskutiert werden.

Die Mittelwerte aller Experimente wurden in Tabelle 4.2 zusammengefasst. Die
Parameter COM, FMI und Rayleigh-Test sind erganzend zu Tabelle 4.2 in
Abbildung 4.6 graphisch zusammengefasst. Die in Abbildung 4.7 dargestellten
Migrationsverlaufe der Zellen stammen exemplarisch aus einem Experiment. Da
sich der forward migration index aus den beiden Werten y- und x-FMI
zusammensetzt, sind die FMI-Werte zur besseren Veranschaulichung in Tabelle
4.3 zusammengefasst und die y-FMI-Werte der Lockstoffmessungen farblich

hinterlegt.

Tabelle 4.2 Mittelwerte aller im p-Slide gewonnener Migrationsparameter

COM (center of mass), FMI (forward migration index) mit y-FMI = FMI! parallel und x-FMI = FMI* senkrecht zum
Gradienten, p-Value (Rayleigh-Test), Directness (Direktheit), Velocity (Zellgeschwindigkeit).

COM FMI p-Value Directness  Velocity
[nm/24h] 1 1 (Rayleigh-Test) [nm/h]
HT-1080 -/- 6,2 0,01 0,01 0,59 0,15 18,6
+/+ 2,0 0,00 0,01 0,73 0,13 43,2
+/- 125 0,22 -0,02 6,4425E-06 0,31 22,8
HUVEC -/- 14,5 0,08 0,09 0,18 0,4 14,1
+/- 38,3 0,14 -0,01 6,8488E-05 0,27 232
FaDu/- 42,8 0,18 0,08 0,0011 0,4 15,5

Tabelle 4.3 FMI-Mittelwerte von (A) HT-1080 Zellen und (B) HUVEC

Il 1 Il
mit FMI parallel und FMI" senkrecht zum Gradienten. FMI -Werte der Lockstoffmessungen sind griin

markiert.
A B
| 1 [ 1
HT-1080 FMI FMI HUVEC FMI FMI
-/- 0,01 0,01 -/- 0,08 0,09
+/+ 0,00 0,01 +/- 0,14 -0,01
+/- 0,22 -0,02 FaDu/- 0,18 0,08
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Abbildung 4.6 Schematischer Vergleich von (A,D) COM, (B,E) FMI" und (C,F) p-Value (Rayleigh-
Test) der (A-C) HT-1080 und (D-F) HUVEC Versuchsreihe. Jede Saule entspricht einem Mittelwert
aus drei unabhangigen Versuchen mit Standardabweichungen. Referenzmessungen ohne Gradienten
sind als weile Saulen, Lockstoffmessungen als grine Saulen dargestellt. Die in (A, B, D, E)
angegebenen p-Werte entsprechen der TestgroRe des t-Tests fir unabhangige Stichproben, mit dem
untersucht wurde, ob sich Lockstoffmessungen signifikant von ihren jeweiligen Negativkontrollen
unterscheiden. (C, F) p-Werte des Rayleigh-Tests auf einer logarithmischen Skala. Die gestrichelte
Linie markiert die 0,05-Grenze, ab der eine inhomogene Zellverteilung stattgefunden hat.
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Abbildung 4.7 Migrationsverlauf von HT-1080 Zellen und HUVEC in dem p-Slide. Beschriftungen
im rechten oberen und unteren Quadranten zeigen verwendete Medien der beiden Reservoire einer p-
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Slide-Kammer entlang der y-Achse parallel zum Gradienten an. Beschriftung im linken oberen
Quadranten zeigen verwendete Zelllinie und Fillzustand. Rot markierte Bahnen zeigen Migrationswege
in negativer y-Achsen-Richtung, schwarz markierte Bahnen in positiver y-Achsen-Richtung. A-C:
Reprasentativer Plot eines HT-1080 Experimentes ber 24 Stunden. (A) Negativkontrolle (-/-), bei der
beide Reservoire mit Hungermedium (ohne FCS) gefiillt sind. Gerichtete Zellmigration ist nicht sichtbar.
(B) Chemotaxis-Experiment mit 10 % FCS als Lockstoff (+/-). Zellen wandern in die positive Richtung
der y-Achse, welche per Definition die Richtung des Gradienten darstellt. (C) Positivkontrolle (+/+), bei
der beide Reservoire mit 10 % FCS gefillt sind. Es findet keine gerichtet Zellmigration statt. D-F:
Repréasentativer Plot eines HUVEC-Experimentes liber 24 Stunden. (D) Negativkontrolle (-/-) ohne
gerichtete Zellmigration und diskreter Verlagerung des Massenschwerpunktes COM. (E) Chemotaxis-
Experiment mit 10 % FCS in positiver y-Achsen-Richtung Zellen wandern parallel zur y-Achse in
positive Richtung. (F) Chemotaxis-Experiment mit FaDu-Zellen in negativer y-Achsen-Richtung.
Zellmigration findet parallel zur y-Achse in negativer Richtung statt.

Unter der Annahme, dass die Zellen im y-Slide in Abwesenheit eines Gradienten
homogen in alle Richtungen wandern, deuten kleine COM-Werte, welche nahe
am Koordinatenursprung liegen, auf ein ungerichtetes Migrationsmuster, und
hohe COM-Werte demnach auf ein gerichtetes Wandern der Zellen. Diese
Annahme wird in der Versuchsreihe mit HT-1080 Zellen bestatigt. Tabelle 4.2
zeigt fur die Lockstoffmessung (+/-) mit HT-1080 Zellen einen hohen mittleren
COM-Wert von 125 pum Uber 24 Stunden im Vergleich zu den
Referenzmessungen, bei denen der mittlere COM-Wert 6,2 ym/24h fir die
Negativkontrolle (-/-) und 2,0 um/24h fur die Positivkontrolle betrug. Auch die
FMI-Werte deuten auf chemotaktische Einflisse in der Lockstoffmessung. Der
FMI"-Wert war im Falle der Lockstoffmessung mit 0,22 im Mittel der grof3te unter
den FMI-Werten (siehe Tabelle 4.3 A). Da sich Zellen im p-Slide in Gegenwart

eines Lockstoffes parallel zum Gradienten bewegen, stellen hohe y-FMI-Werte
(FMI”) kombiniert mit kleinen x-FMI-Werten (FMIL) ein Indiz fur Chemotaxis dar.

FUr beide Referenzmessungen (+/+) und (-/-) wurden kleine FMI-Werte entlang
der y- und x-Achse, in anderen Worten parallel und senkrecht zum Gradienten,
mit 0,00 fir den mittleren FMI"-Wert der Positivkontrolle und 0,01 fiir den

mittleren FMIL-Wert der Positivkontrolle sowie beide FMI-Werte der

Negativkontrolle, erzielt. Der im Rayleigh-Test ermittelten p-Wert von 6,44-10°
der Lockstoffmessung (+/-) lag deutlich < 0,05, was wiederum auf eine
inhomogene Zellverteilung schlieBen lasst. Im Gegensatz dazu wird eine
homogene Verteilung von Zellen Uber mittlere p-Werte von 0,59 flr die Negativ-
und 0,73 fur die Positivkontrolle verdeutlicht. Die ,Directness®-Werte lagen fur
(+/+) im Mittel bei 0,13, fur (-/-) bei 0,15 und fir (+/-) bei 0,31. Per Definition

sprechen Werte = 1 flr eine geradlinige Migration, was in der HT-1080
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Versuchsreihe weder auf die Lockstoff- noch auf die Referenzmessungen zutrifft.
Mit einer mittleren Zellgeschwindigkeit von 43,2 ym/h wanderten die Zellen in der
Positivkontrolle (+/+) am schnellsten. Im Vergleich dazu wanderten die Zellen in
der Lockstoffmessung (+/-) mit einer mittleren Zellgeschwindigkeit von 22,8 um/h

und in der Negativkontrolle (-/-) mit 18,6 ym/h nur anndhernd halb so schnell.

In Abbildung 4.6 ist zu sehen, dass sich der COM- (A) sowie der FMI"-Wert (B)
der Lockstoffmessung mit einem p-Wert von 0,0006 bzw. 0,0008 signifikant von

denen der Negativkontrolle unterscheiden.

Abbildung 4.7 B zeigt, dass von 57 ,getrackten® HT-1080 Zellen mit 49 Zellen,
welche in den oberen beiden Quadranten gezahlt werden kénnen (schwarze
Bahnen), 86 % Richtung Lockstoff migrierten. Dahingegen wanderten in den
Referenzmessungen annahernd gleich viele Zellen in die positive und negative y-
Achsen-Richtung. Von insgesamt 94 verfolgten Zellen befanden sich in der
Positivkontrolle (Abbildung 4.7 C) nach 24 Stunden 52% in den oberen (schwarz)
und 48% der Zellen (rot) in den unteren Quadranten. Bei der Negativkontrolle
(Abbildung 4.7 A) konnten von 50 Zellen 54% ,oben® und 46% ,unten“ gezahlt

werden.

4.2.2 Direkte Migration von HUVEC im p-Slide

Wie bei den Versuchen in der Boyden-Kammer wurde im py-Slide neben dem
Migrationsverhalten von HT-1080 Zellen das der HUVEC analysiert. Hierfur
wurde der Beobachtungskanal mit HUVEC versehen. In dieser Versuchsreihe
wurde auf die Positivkontrolle verzichtet. Stattdessen wurden zwei
Lockstoffmessungen sowie eine Negativkontrolle (-/-) durchgefuhrt. Bei den
Lockstoffmessungen wurde eines der beiden Reservoire mit einem Lockstoff
versehen, wahrend das andere Reservoir Hungermedium enthielt. Auch hier
wurde FCS als Lockstoff verwendet (+/-). Bei der zweiten Lockstoffmessung
wurde fur eine bessere Nachahmung der in vivo Situation ein Reservoir mit
gehungerten FaDu-Zellen (FaDu/-) versehen und dabei die chemotaktische

Wirkung von l6slichen Faktoren von FaDu-Zellen auf Endothelzellen getestet.
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Auch hier lassen analog zum HT-1080 Experiment hohe COM-Werte auf einen
gerichteten Migrationsverlauf schliefen. Nach 24 h konnten fir die
Lockstoffmessungen im Mittel vergleichbar hohe COM-Werte (siehe Tabelle 4.2)
mit 38,3 pym (+/-) und 42,8 ym (FaDu/-) bestimmt werden. Im Vergleich dazu
betrug der COM-Wert der Negativkontrolle (-/-) mit 14,5 ym nach 24 h einen um
den Faktor 2,6 kleineren Wert als (+/-) sowie um den Faktor 2,9 kleineren Wert
als (FaDu/-). Erganzend dazu wird die Migrationstendenz der Zellen in Richtung
Lockstoff, was hier einer positiven y-Achsen-Richtung entspricht, durch hohe
FMI"-Werte ausgedriickt. Auch hier konnten wie im HT-1080 Versuch die
héchsten FMI"-Werte mit 0,14 fir (+/-) und 0,18 fiir (FaDu/-) kombiniert mit

vergleichsweise kleinen FMI™-Werten mit -0,01 far (+/-) und 0,08 fur (FaDu/-)

ermittelt werden (siehe Tabelle 4.3). Dahingegen wanderten die Zellen in der
Negativkontrolle mit einem mittleren y-FMI von 0,08 und x-FMI von 0,09 gleich
,weit“ in y- bzw. x-Achsen-Richtung. Eine signifikant inhomogene Zellverteilung
der beiden Lockstoffmessungen konnte mit deutlich unter 0,05 liegenden p-
Werten im Rayleigh-Test aufgezeigt werden. Der mittlere p-Wert betrug bei der
Lockstoffmessung mit FCS (+/-) 6,85:10™ und mit FaDu-Zellen (FaDu/-) 1,1:10.
Hingegen zeigte der p-Wert der Negativkontrolle, mit einem tber 0,05 liegenden
Wert von 0,18, eine homogene Verteilung der Zellstreckenendpunkt an (siehe
Tabelle 4.2). Wahrend sich die Parameter COM, FMI und Rayleigh-Test der
Lockstoffmessungen signifikant von denen der Negativkontrolle unterschieden
(siehe p-Werte Abbildung 4.6 A, B, C), lieBRen sich die Parameter
Zellgeschwindigkeit und ,Directness” in Gegenwart eines Lockstoffes nicht klar
von denen ohne Lockstoff abgrenzen. Die Zellgeschwindigkeit war mit 23,2 ym/h
bei (+/-) im Gegensatz zu 14,1 ym/h (-/-) und 15,5 ym/h (FaDu/-) am hdchsten.
Die Direktheit betrug bei der Negativkontrolle (-/-) und der Lockstoffmessung mit
FaDu-Zellen (FaDu/-) 0,4, bei der Lockstoffmessung mit FCS (+/-) 0,27.
Demnach wanderten die Endothelzellen weder mit noch ohne Lockstoff in einer

geraden Linie von Anfangs- bis zum Endpunkt.

Erganzend dazu konnte die erhdhte Zellmigration der HUVEC in Richtung
Lockstoff in Abbildung 4.7 D-F graphisch dargestellt werden. Von insgesamt 51
,getrackten” Zellen wanderten mit 48 Zellen 94% Richtung FCS (Abbildung 4.7 E)
und mit 45 Zellen 88% Richtung FaDu (Abbildung 4.7 F). Von ingesamt 56
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verfolgten Zellen konnten in der Negativkontrolle 66% der Zellen in den oberen

und 34% in den unteren Quadranten nach 24 Stunden gezahlt werden.
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Heute ist bekannt, dass Chemotaxis in vielen physiologischen sowie
pathologischen Prozessen, wie Angiogenese, Immunantwort, Tumorwachstum
und —metastasierung, eine entscheidende Rolle spielt. Die Forschung im Bereich
der Chemotaxis stellt inzwischen einen wichtigen Grundsatz zur Entwicklung
neuer Therapieansatze bei der Bekampfung von malignen Tumoren und
chronisch entzindlichen Erkrankungen dar. Effektive Systeme zur Messung der
Chemotaxis sind daher zu einem erstrebenswerten Ziel in der Forschung
geworden. Dabei hat sich die Boyden-Kammer zu einem der meist genutzten
Testverfahren fur Chemotaxismessungen etabliert. Dem Versuchsaufbau liegt
das Prinzip zweier durch eine durchlassige Membran getrennter Kompartimente
zugrunde. Indem die Kompartimente mit Flussigkeiten unterschiedlicher
Konzentrationen gefullt werden, kommt es uber Diffusion durch die Membran zur
Bildung eines Gradienten. Zellen des oberen Kompartimentes koénnen die
Membran auf Grund des Porendurchmessers von 8 um nicht passiv sondern nur
Uber aktive Transmigration Uberwinden. Das Mall an Chemotaxis wird rein
quantitativ Uber die Ermittlung der Zellzahl auf der anderen Seite der Membran
dargestellt. Aufgrund der simplen Versuchsdurchfihrung ist es zu einer weiten
Verbreitung dieser Methode, welche noch von vielen Forschern (2-Kammer-
Systeme) modifiziert wurde, gekommen. Jedoch birgt diese Methode gewisse
Nachteile. Den 2-Kammer-Systemen mangelt es unter anderem an der
Maoglichkeit zur Lebendzellmikroskopie sowie an einem stabilen Gradienten-
aufbau. Alternative Testverfahren, so auch das 2007 auf den Markt gebrachte

u-Slide Chemotaxis der Firma lbidi, wurden entwickelt.

Uber die Durchfiihrung von Chemotaxisversuchen mit den gleichen Zelllinien und
Lockstoffen unter Verwendung beider Testverfahren soll diese Arbeit einen
direkten  Vergleich  zwischen  dem  bisherigen  Goldstandard  fur
Chemotaxismessungen, der Boyden-Kammer, und dem p-Slide Chemotaxis

geben. Dabei sollten die Vor- und Nachteile beider Systeme erforscht werden.
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5.1 Bewertung der Ergebnisse

5.1.1 Chemotaxis in der Boyden-Kammer

Es wurde die chemotaktische Wirkung von FCS auf HT-1080 Zellen sowie FCS
und FaDu-Uberstand auf HUVEC in der Boyden-Kammer untersucht.

Mochte man einer Substanz eine chemotaktische Wirkung zuschreiben, so sollte
diese in der Boyden-Kammer eine erhdhte Zellzahl transmigrierter Zellen im
Gegensatz zu seinen Referenzmessungen, welche den Lockstoff in beiden oder
in keiner von beiden Kammern enthalten, auslésen. So kdnnen hohe Zellzahlen
in Lockstoffmessungen im Vergleich zu niedrigen Zellzahlen auf der Unterseite
der Membran in Referenzmessungen, darauf hinweisen, dass es sich im Falle

der Lockstoffmessung um Chemotaxis handelt (Keller 1966, Phelps 1969).

Bei beiden Zelllinien konnte mit Hilfe des t-Testes fur unabhangige Stichproben
ein signifikanter Unterschied in der Zellzahl zwischen den jeweiligen
Kontrollmessungen ohne Gradient (-/-) und (+/+) und den Messungen mit
Gradient (+/-) und (FaDu/-) gezeigt werden. In anderen Worten fand deutlich

mehr Zellmigration statt, wenn ein Lockstoff zugegen war.

Unter den Lockstoffmessungen fand die hdchste Transmigration im HUVEC
Experiment, bei dem konditionierter FaDu-Uberstand als Lockstoff verwendet
wurde, statt. Bezogen auf die Ausgangszellzahl, die zu Beginn des Versuches in
das obere Kompartiment der Boyden-Kammer pipettiert wurde, befanden sich
nach einer Inkubationszeit von 6 h 36% der HUVEC auf der Unterseite der
Membran. Dahingegen I|0ste FCS als Lockstoff eine vergleichbar hohe
Transmigration bei HUVEC und HT-1080 Zellen mit 18% bzw. 15% der
Gesamtzellen aus. Die Ergebnisse zeigen, dass der konditionierte FaDu-
Uberstand eine um das 2-fach erhdhte Transmigration der Endothelzellen
ausloste als FCS. Dass Tumorzellen, so auch Hypopharynx-Karzinomzellen, in
der Lage sind Uber die Ausschuttung von Wachstumsfaktoren wie z.B. VEGF und
bFGF Edothelproliferation und -migration zu bewirken, ist im Allgemeinen
bekannt und kann auch in den gewonnenen Ergebnissen dargestellt werden
(Folkman 1992, Bikfalvi 2007).
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Da eine Transmigration ein aktives Durchwandern der Zellen durch die Poren
bedeutet, sollten die Zellen in den Messungen ohne Gradient in der oberen
Kammer bleiben. Dies ware bei den Negativkontrollen (-/-) beider Zelllinien sowie
bei der Positivkontrolle (+/+) der HT-1080 Versuchsreihe zu erwarten. Wie die
gemessenen Zellzahlen in Tabelle 4.1 jedoch zu erkennen geben, hat entgegen
den Erwartungen trotz Fehlen eines Gradienten Transmigration statt gefunden.
So migrierten im HT-1080 Experiment im Mittel 7,5% der Zellen bei der
Positivkontrolle (+/+) und 0,3% bei der Negativkontrolle (-/-) auf die Unterseite
der Boyden-Membran; in der Negativkontrolle des HUVEC Experimentes 3,3%.
Weiterhin sollte kein signifikanter Unterschied zwischen der Negativkontrolle (-/-)
und der Positivkontrolle (+/+) zu vermessen sein, da es in beiden Fallen nicht zu
einem Konzentrationsgefalle Uber der Membran kommt. Trotz alledem zeigte sich
bei der Positivkontrolle (+/+) mit im Mittel 7527 Zellen eine um das Funffache
erhohte Zellmigration auf der Unterseite der Membran als bei der
Negativkontrolle (-/-) mit im Mittel 301 Zellen (p-Wert 0,0051). Die Ergebnisse
zeigen, dass in Gegenwart eines Konzentrationsgefalles signifikant mehr Zellen
durch die Membran wandern als ohne Gradient, es aber auch ohne Gradient zu
einer aktiven Transmigration kommt. Da die Zellen durch den Versuchsaufbau
bestehend aus zwei Kammern der Schwerkraft ausgesetzt werden, kdnnte dies
eine Erklarung dafiur sein, warum sowohl in der Positivkontrolle als auch in der
Negativkontrolle Zellmigration stattgefunden hat. Die erhoéhte Zellmigration,
welche bei der Positivkontrolle (+/+) der HT-1080 Versuchsreihe gemessen
werden konnte, kénnte durch eine erhdhte Zellmotilitdt ausgeldst durch die
hdhere Konzentration an Nahrmedium erklart werden. So kdnnte ungerichtete
Zellbewegung statt zielgerichteter Chemotaxis die Ursache fur die vermessene

Zellmigration in den Referenzmessungen sein (Keller, Borel et al. 1972).

5.1.2 Chemotaxis im p-Slide

Anders als die Boyden-Kammer ist das p-Slide derart konzipiert, dass es
Lebendzellmikroskopie erlaubt. Die Datenanalyse beruht auf den genauen

Bewegungen jeder in die Auswertung aufgenommenen Zelle und liefert neben
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Werten wie der Zellgeschwindigkeit eine Vielzahl an Parametern, welche
Chemotaxis quantifizieren sollen. Die chemotaktische Wirkung von FCS auf HT-
1080 und HUVEC wird im p-Slide-Experiment Uber die Parameter COM, FMI,
Rayleigh-Test, Zellgeschwindigkeit und Direktheit dargestellt. Geht man nun
davon aus, dass eine Zellpopulation auf einen Lockstoff mit gezielter
Zellmigration antwortet, so lasst sich Chemotaxis im p-Slide durch diejenigen
Parameter quantifizieren, die einen signifikanten Unterschied zwischen
Lockstoffmessungen und ihren zugehdrigen Kontrollmessungen aufweisen

konnen. Diese sollen hier nun im Einzelnen diskutiert werden.

Analysiert man die Ergebnisse beider Zelllinien, so Iasst sich kein klarer
Zusammenhang zwischen der Direktheit der Migration einer Zelle und der An-
oder Abwesenheit eines Lockstoffes erkennen. Dies wird in den nahezu gleich
hohen Werten der beiden Referenzmessungen (+/+) und (-/-) der HT-1080
Versuchsreine verdeutlicht. Wahrend die HT-1080 Versuchsreihe eine
Verdoppelung der Direktheit fur die Lockstoffmessung (+/-) im Hinblick auf ihre
Kontrollmessungen (+/+) und (-/-) aufweist, erzielt sie im HUVEC Experiment nur
den geringsten Wert. Demnach scheint die Direktheit kein aussagekraftiges
Kriterium flir Chemotaxis zu sein. Die Erklarung dafir kénnte in den
Mikroskopieaufnahmen der Zellen, welche aneinander gereiht als Film abspielbar
sind, gefunden werden. Bei Betrachtung der Zellen im Zeitraffer konnte
beobachtet werden, dass sich die Zellen in der Lockstoffmessung zwar im
Kollektiv in eine Richtung bewegten, sie sich jedoch zum Teil gegenseitig
beeinflussten. Migrierte eine Zelle in eine bestimmte Richtung, wurde aber durch
eine andere Zelle daran gehindert diese Richtung weiterzufihren, veranderte die
urspringliche Zelle ihre Laufrichtung oder verharrte zunachst an gegebener
Stelle und setzte dann die Migration zu einem spateren Zeitpunkt wieder fort. Die
Migrationsverlaufe der Lockstoffmessungen in Abbildung 4.7 lassen erkennen,
dass vereinzelte Zellen anfangs in entgegengesetzter Richtung des Lockstoffs
wandern, dann einen Bogen schlagen und im Anschluss Richtung Lockstoff
migrieren. Ein solcher Migrationsverlauf zeigt einerseits "positive" Migration
Richtung Lockstoff, wirkt sich jedoch andererseits "negativ' im Sinne der
Direktheit aus. Sollte die Direktheit einer Zelle ein Mal fur Chemotaxis sein, so
kann dies nicht in den Ergebnissen dieser Arbeit bestatigt werden. Ebenso wurde
in der Literatur bislang kein Zusammenhang zwischen der Direktheit einer Zelle

und der chemotaktischen Wirkung eines Stoffes beschrieben.
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Auch die Zellgeschwindigkeit scheint kein geeignetes Charakteristikum fur
Chemotaxis zu sein. Bis auf die relativ hohe mittlere Zellgeschwindigkeit der HT-
1080 Positivkontrolle (43,2 pm/h) zeigen die restlichen Messungen beider
Zelllinien Werte um 20 um/h. Obgleich die Zellgeschwindigkeit kein Maf fur
Chemotaxis darstellt, kann sie dennoch fur detaillierte Zellbeobachtungen
hinzugezogen werden, da die im p-Slide gemessenen Zellgeschwindigkeiten
ganzlich im Rahmen der beschriebenen Literaturangaben liegen. Mit 10-20 ym/h
und 30-40 pm/h gehéren HUVEC bzw. HT-1080 Zellen im Gegensatz zu
Leukozyten, welche sich vergleichsweise mit Geschwindigkeiten bis zu 900 ym/h
fortbewegen, zu den langsam migrierenden Zellen (Martin, Mansel et al. 2001,
Lefort and Kim 2010, Said, Guilbert et al. 2012).

In Abbildung 4.7 sind die Migrationsverlaufe jeder einzelnen Zelle sowie die
COM-Werte aller Zellen in ihrer Summe Uber einen Zeitraum von 24 Stunden
dargestellt. Der COM-Wert gibt als Schwerpunkt der Streckenendpunkte aller
Zellen eine Richtung an, in welche die Mehrzahl der Zellen migriert ist. Demnach
ware bei Lockstoffmessungen eine Verlagerung des ,center of mass“ vom
Ursprung zu erwarten. Dies wiederum wirde hohe COM-Werte flr
Lockstoffmessungen sowie kleine Werte fur Kontrollmessungen bedeuten. In
Abbildung 4.7 liegen bei allen Kontrollmessungen (+/+) und (-/-) die mit einem ®-
Symbol markierten COM-Werte nahe am Nullpunkt, wahrend die COM-Werte der
Lockstoffmessungen deutliche Abweichungen vom Ursprung anzeigen. Wie in
Abbildung 4.6 ersichtlich konnten signifikante Unterschiede im COM-Wert
zwischen Lockstoffmessungen und zugehodrigen Kontrollen fur beide Zelllinien
vermessen werden. Im HUVEC Versuch zeigten sich p-Werte von 0,008 und
0,001 fur (+/-) bzw. (FaDu/-) in Bezug auf die Negativkontrolle (-/-). Niedrige p-
Werte von 0,0006 und 0,0005 fir (-/-) bzw. (+/+) in Bezug zur Lockstoffmessung
(+/-) konnten im HT-1080 Versuch aufgezeigt werden. Es lasst sich daher
abschlieRend sagen, dass es in Anwesenheit eines Gradienten (+/-) und (FaDu/-)
bei HT-1080 sowie HUVEC zu einer deutlichen Verlagerung des ,center of mass”
vom Ursprung kommt und somit der COM-Wert klar in Zusammenhang mit

vermessener Chemotaxis im p-Slide gebracht werden kann.

Die Tendenz der Zellmigration entlang einer Achse in 2-dimensionaler
Umgebung wird durch den ,forward migration index“ wiedergegeben. Da sich

Zellen bei fehlendem Gradienten ungezielt in alle Richtungen bewegen, werden
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gleich hohe FMI-Werte entlang beider Achsen erwartet. Lockstoffmessungen
hingegen sollten erhohte Werte entlang der Achse, welche parallel zum

Gradienten (FMI") lauft, aufweisen. Demnach sollten Lockstoffmessungen
verhaltnismaRig hohe FMI"-Werte gepaart mit kleinen FMI--Werten und

Kontrollmessungen gleich hohe FMI-Werte entlang x- sowie y-Achse aufzeigen.
Im HT-1080 Versuch konnten, wie in Tabelle 4.3 dargestellt, gleich hohe FMI-
Werte entlang beider Achsen fur Negativ- sowie Positivkontrolle ermittelt werden.

Auch in der HUVEC Messung zeigte die Negativkontrolle nahezu gleich hohe
Werte (FMI" = 0,08; FMI™ = 0,09) fir beide Achsen. Die Lockstoffmessungen
hingegen zeigten erwartungsgemaR signifikant hohe FMI"-Werte gepaart mit
niedrigen FMI*-Werten. Daraus ergibt sich, dass sich Chemotaxis gut durch den
forward migration index definieren lasst. Allerdings sollte der forward migration
index immer gepaart (Vergleich von FMI" und FMI* einer Messung oder
Vergleich von FM1"kontrolle und FMIIILOCkStOﬁ’) betrachtet werden.

In der Mathematik kann die statistische Verteilung von Punkten in einem Kreis
unter anderem mit Hilfe des Rayleigh-Tests ermittelt werden (Mardia 1972). In
anderen Worten besagt der Rayleigh-Test wie wahrscheinlich es ist, dass Punkte
um einen Ursprung oder in einem Kreis inhomogen oder homogen verteilt sind.
Bereits Zicha et al. verwendete den Rayleigh-Test um eine signifikante
unimodale Verteilung von Zellen in der Dunn-Kammer, welche er mit Chemotaxis
gleichsetzte, darzustellen (Zicha and Dunn 1995). Wendet man den Rayleigh-
Test auf die Migrationsverlaufe (Abbildung 4.7) des p-Slides an, werden die
Streckenendpunkte der Zellen nach einer Zeitspanne von 24 Stunden darauf
getestet, ob sie in ihrer Gesamtheit gleichmaRig oder ungleichmalig um den
Nullpunkt angeordnet sind. Demnach weisen p-Werte des Rayleigh-Tests < 0,05
ein inhomogenes Verteilungsmuster der Streckenendpunkten und p-Werte = 0,05
ein homogenes auf. In Folge dessen mussten sich Zellen innerhalb einer
Zellpopulation in Abwesenheit eines Lockstoffes gleichmaRig in alle Richtungen
bewegen, wahrend der Zusatz eines Lockstoffes die Zellen in eine Richtung
migrieren lasst und damit ein inhomogenes Verteilungsmuster von Zellen
hervorruft. Abbildung 4.7 A, C und D zeigt die Migrationsverlaufe von HT-1080
und HUVEC nach 24 Stunden ohne ein Konzentrationsgefélle. Die Zellen sind

hier gleichmafig in alle Richtungen um den Nullpunkt verteilt. Dies wird durch
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relativ hohe p-Werte des Rayleigh-Tests in allen Kontrollmessungen beider
Zelllinien bestatigt. Wie in Tabelle 4.2 ersichtlich liegen die mittleren p-Werte des
Rayleigh-Tests fur die HT-1080 Versuchsreihe mit 0,59 (-/-) und 0,73 (+/+) und
fur die HUVEC Versuchsreihe mit 0,18 (+/+) deutlich tUber 0,05 (siehe auch
Abbildung 4.6). Dahingegen deuten die p-Werte aller Lockstoffmessungen mit
6,44-10° (+/-) der HT-1080 Versuchsreihe und 6,85-10 (+/-) und 0,0011 (FaDul/-)
der HUVEC Versuchsreihe sowie auch die Migrationsverlaufe in Abbildung 4.7 B,
E und F auf eine inhomogene Zellverteilung. Die Ergebnisse zeigen deutlich,
dass sich Chemotaxis im u-Slide nicht nur bildlich sondern auch mathematisch

im Rayleigh-Test ausdricken Iasst.

Insofern stellen die Parameter COM, FMI und p-Wert des Rayleigh-Testes ein
gutes Mal fur die Charakterisierung von Chemotaxis dar, wahrend
Zellgeschwindigkeit, Direktheit und Videomikroskopie zusatzliche Informationen

Uber Zellverhalten und -motilitat liefern.

5.1.3 Boyden-Kammer- und p-Slide-Ergebnisse im Vergleich

Obgleich sich beide Systeme grundsatzlich von einander unterscheiden, so
kdnnen zumindest ihre Endergebnisse miteinander verglichen werden. Die
Experimente mit beiden Zelllinien zeigen signifikante Unterschiede in der
Zellmigration zwischen Lockstoffmessungen (+/-) und Negativkontrollen (-/-) an.
Erhohte Zellmigration in Anwesenheit eines Gradienten kann somit in beiden
Systemen festgestellt werden. Wahrend sich die Ergebnisse der Boyden-
Kammer lediglich auf einen Wert, die Zellzahlen der verschiedenen Messungen
(Lockstoff- und Kontrollmessungen) beschrankt, kénnen im p-Slide mehrere
verschiedene  Parameter (FMI, COM, Rayleigh, Zellgeschwindigkeit)
herangezogen werden. Hinzu kommt, dass sich in der Boyden-Kammer durch die
fehlende Mdglichkeit zur Zellbeobachtung reine Chemokinese nicht von
Chemotaxis unterscheiden lasst. So fanden seit Erfindung der Boyden-Kammer
nicht nur Modifikationen des Testverfahrens an sich statt, es wurde auch nach
Rechenansatzen, welche den Ausschluss von Chemokinese ermoglichen,

gesucht. So wurden in der Literatur verschiedene Ansatze beschrieben, mit
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denen sich die Unterscheidung von zufalliger Migration und gerichteter
Chemotaxis, berechnen lasst. Unter anderem beschreibt Zigmond et al. in seiner
Arbeit Berechnungen mit denen sich grob die Distanz, welche Zellen
erwartungsgemal in dicken Filtern in Abwesenheit von Chemotaxis zurtcklegen,
schatzen lasst (Zigmond and Hirsch 1973). Blttner et al. wiederum schlief3t unter
Verwendung zweier Parameter, den sogenannten "random motility coefficient,
mu" und "chemotaxis coefficient, chi", auf eine intrinsische Zellbewegung, welche
sich unabhangig von auleren physikalischen Einflissen verhalt (Buettner,
Lauffenburger et al. 1989). Eingehende Berechnungen erfordern wiederum
zusatzliche Versuchsansatze unter Verwendung unterschiedlicher
Konzentrationen und gestalten den anfangs einfachen Versuchsaufbau der

Boyden-Kammer komplexer.

Des Weiteren fallt auf, dass sich die Ergebnisse der Referenzmessungen (-/-)
und (+/+) des HT-1080 Versuchs in der Boyden-Kammer von denen im p-Slide
unterscheiden. Wahrend Zellmigration der Positivkontrolle (+/+) im HT-1080
Versuch durch die Boyden-Membran erhoht stattfindet, zeigt sie im p-Slide
keinen Unterschied zur Negativkontrolle. Im Boyden-Kammer-Versuch zeigt sich
sogar ein signifikanter Unterschied zwischen Positiv- und Negativkontrolle mit
einem p-Wert von 0,0035, obwohl in beiden Fallen kein Konzentrationsgefalle auf
die Zellen wirkt. Zellmigration der Positivkontrolle im p-Slide kann bei
Betrachtung des Migrationsverlaufs in Abbildung 4.7 C vermessen werden, doch
ist diese nicht als gerichtet zu bewerten. Die erhdhte Zellmigration durch die
Boyden-Membran in Abwesenheit eines Gradienten ist daher eher durch eine
erhohte Zellmotilitdt im Sinne einer chemokinetischen (weniger einer
chemotaktischen) Zellreaktion zu erklaren. Auch kann im p-Slide, in welchem
sich die Zellen in einer Ebene bewegen, die Schwerkraft auler Betracht gelassen
werden, welche in der Boyden-Kammer, bei der sich die Zellen von oben nach

unten bewegen, definitiv eine Rolle spielt.

Obwohl sich die Grundbedingungen der (FaDu/-) Messungen in der Boyden-
Kammer und im p-Slide sehr voneinander unterscheiden, kann fir beide
Messungen ein signifikanten Unterschied zu ihren jeweiligen Negativkontrollen
gezeigt werden. In beiden Experimenten konnte gezeigt werden, dass
Hypopharynx-Karzinomzellen in der Lage sind Faktoren zu produzieren, welche

chemotaktisch auf Endothelzellen wirken.
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5.2 Vor- und Nachteile beider Systeme

Ruckblickend auf die in der Einleitung beschriebene Entwicklung Chemotaxis-
messender Systeme konnen die Kriterien, die ein gutes Testverfahren
ausmachen, gesetzt werden. Dabei haben sich in Bezug auf ein Chemotaxis-

messendes Verfahren vier Kriterien besonders hervorgehoben:
- einfacher Versuchsaufbau
- Méglichkeit der Zellbeobachtung
- stabiler Konzentrationsgradient
- Reproduzierbarkeit

Boyden-Kammer und p-Slide sollen nun im Hinblick auf diese Kriterien verglichen

werden.

Der Hauptvorteil der Boyden-Kammer liegt offensichtlich im einfachen
Versuchsaufbau. Das Prinzip und die Versuchsanweisungen sind leicht
verstandlich und anwenderfreundlich. Unter Einbeziehung der Zellauszahlung
liegt die durchschnittiche Versuchsdauer bei ca. 8 Stunden, der
Nettoarbeitsaufwand nach Abzug der nétigen Inkubationszeit sogar nur bei 1-2
Stunden. Dies ermdglicht eine simultane Durchfuhrung vieler Versuchsansatze.
Allerdings stellt die Zahlung der migrierten Zellen eine Fehlerquelle dar. Dies
kommt zum einen durch die oben genannten ungenauen Randbereiche
zustande. Des Weiteren erwies sich das Wegwischen der Zellen mit einem
Wattestabchen auf der Oberseite der Membran als problematisch, da unter
anderem Zellen, welche sich in den Poren befanden, ebenfalls weggewischt
wurden. Die Interpretation der Ergebnisse stellt sich wiederum unkompliziert dar.
Wahrend sich im Boyden-Versuch lediglich endliche Zellzahlen von Lockstoff-
und Referenzmessungen gegenuber stehen, ist die Interpretation der p-Slide
Ergebnisse aufwendiger. Zum Beispiel sind die beiden FMI-Werte (parallel und

sekrecht zum Gradienten) nur in Beziehung zueinander aussagekraftig.

Dahingegen liegt der Nachteil des p-Slides in jedem Fall in der Aufwendigkeit des
Experiments. Das Einbringen der Zellen in den Beobachtungskanal erfordert
Ubung. Detaillierte Protokollanweisungen (genaue Stodpselpositionen und

Fillreihenfolge) mussen exakt Dbefolgt werden. Auf die richtige
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Pipettiergeschwindigkeit muss geachtet werden. Zu schnelles Beflllen des
Beobachtungskanals oder der Reservoire kann zum Austreten der Zellen aus
dem Kanal oder zum Auftreten von Luftblasen im System flhren. Sogar das
Aufsetzen der Stopsel muss exakt und behutsam durchgefihrt werden. Auch hier
kann es zu Luftblasenbildung oder Zellaustritt kommen, beachtet man zum
Beispiel nicht den genauen Fullzustand der Kamine vor Aufsetzen der Stopsel.
Lange Videomikroskopie- (24 h) und Zell-Adharenz-Zeiten (2-4 h) fuhren zu einer
Gesamtversuchsdauer von durchschnittlich 30 Stunden. Teures Equipment und
technisches Verstandnis (Videomikroskopie, Software-gesteuerter Tisch, Heiz-
und Inkubationssystem) sind Voraussetzung fur die Durchfihrung des p-Slide-

Experiments.

Genannte Vorzige machen die Boyden-Kammer zu einer der meist genutzten
Methoden fur Chemotaxisversuche. Trotz allem sind die gewonnenen
Informationen aus einem Boyden-Kammer-Versuch aufgrund der fehlenden
Maoglichkeit zur Zellbeobachtung wahrend des Migrationsvorganges begrenzt.
Eine Analyse von Morphologie, Geschwindigkeit oder Verhalten der Zellen ist mit
dieser Methode nicht mdglich. Auch kann zielgerichtete Chemotaxis nicht von
ungerichteter Chemokinesis unterschieden werden (Wei, Parker et al. 2003). Des
Weiteren nehmen diverse Storfaktoren Einfluss auf die gemessene Zellantwort.
Beispielsweise hangt das Ausmal} der Zellmigration nicht nur von Zellmotilitat,
sondern auch von ZellgroRe, Zellverformung oder der initialen Zellposition zur
Pore ab. Kleine und leicht verformbare Zellen passieren die Membran effizienter
als groRe, weniger verformbare Zellen. Porennahe Zellen Uberwinden die
Membran leichter als porenferne Zellen. Dies kdnnte die oft beobachtete
inhomogene Zellverteilung auf der Membran erklaren. Da die Zellen von oben
nach unten migrieren spielt des Weiteren die Schwerkraft eine Rolle. AulRerdem
kdnnen bereits migrierte Zellen von der Membran fallen und entgehen dabei der
finalen Zellzahlung (Keller, Borel et al. 1972). Um dem vorzubeugen wurden
Methoden beschrieben, bei denen die Zellen, welche in die untere Kammer

gefallen sind, mitgezahlt werden (Jungi 1975, Campbell, Qin et al. 1996).

Im Gegensatz zur Boyden-Kammer, welche eine direkte Zellbeobachtung nicht
ermdglicht, liegt das Prinzip des p-Slides in der Lebendzellmikroskopie
begrindet. Die glasahnliche Qualitat der Kammer macht das p-Slide fur inverse

Mikroskopie geeignet und ermoglicht eine hervorragende Visualisierung der
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Zellen. Zellen kénnen Uber die Bestimmung von Morphologie und
Geschwindigkeit eingehend charakterisiert werden. Mit Hilfe einer Software bietet
das p-Slide eine Vielzahl an Parametern, die zur Chemotaxisbeurteilung
herangezogen werden koénnen. Dies ermdglicht unter anderem eine

Unterscheidung zwischen gerichteter Chemotaxis und zufalliger Zellbewegung.

Einer der bedeutendsten Nachteile der Boyden-Kammer liegt jedoch im
Konzentrationsgradienten. Dieser ist nur von kurzer Dauer, instabil und schlecht
definierbar (Lauffenburger and Zigmond 1981). Dabei kdnnen die Kraft und die
Geschwindigkeit mit der man das Zellkultur-Insert in die Loch-Platte setzt einen
Einfluss auf den Konzentrationsgradienten nehmen. Da sich der
Konzentrationsgradient Uber Diffusion durch die Poren der Boyden-Membran
aufbaut, beeinflussen auch die Zellen selbst, welche wahrend der Transmigration

die jeweiligen Poren verstopfen, den Konzentrationsgradienten.

Im Gegensatz dazu ist der Konzentrationsgradient im p-Slide stabil, gut

definierbar und halt bis zu 24 Stunden an (Zengel, Nguyen-Hoang et al. 2011).

Parallel durchgefihrte Experimente mit HT-1080 und HUVEC zeigen fur beide
Testverfahren deutlich und reproduzierbar, dass die Zellen Richtung Lockstoff
migrieren und somit Chemotaxis mit beiden Verfahren, Boyden-Kammer sowie y-

Slide, gemessen werden kann.

Fazit dieser Arbeit: Die Boyden-Kammer besticht durch simplen und
anwenderfreundlichen Versuchsaufbau, ist jedoch in ihrer Aussagekraft bezuglich
Chemotaxismessungen deutlich eingeschrankt. Umfangreiche und
zeitaufwendige Versuchsdurchfuhrungen im p-Slides werden durch gut

reproduzierbare und aussagekraftige Resultate belohnt.

Daher empfiehlt es sich vor der Wahl fur ein geeignetes Testverfahren zuerst die
Anforderungen, die an ein Experiment gestellt werden, zu prufen. Stellt sich
lediglich die Frage, ob und wie stark eine Substanz chemotaktisch auf eine
Zellpopulation wirkt, ist die Boyden-Kammer in jedem Fall das bestgeeignete
Testverfahren. Sind genaustes Zellverhalten bei stabilen Konzentrations-

gradienten von Interesse, unterliegt die Boyden-Kammer klar dem p-Slide.
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Chemotaxis, zielgerichtete Zellmigration auf einen Lockstoff, koordiniert unter
anderem die Bekampfung einer Infektion durch das Immunsystem und spielt eine
entscheidende Rolle bei der Verbreitung und Versorgung maligner Tumore. Seit
uber einem Jahrhundert suchen Forscher nach geeigneten Testverfahren zur
Messung von Chemotaxis. Dabei unterliegen alle dem gemeinsamen Prinzip, der
Beobachtung verstarkter Zellmigration in Anwesenheit eines Lockstoffes.
Wahrend manche Assays Chemotaxis Uber den Vergleich von Zellpositionen vor
und nach Zusatz eines Lockstoffes quantifizieren, erlauben andere eine direkte
Zellbeobachtung wahrend der Migration. Die groRte Schwierigkeit stellt jedoch
die Bereitstellung und Aufrechterhaltung eines stabilen und definierbaren
Gradienten. Die 1962 entwickelte Boyden-Kammer etablierte sich als

Testverfahren zum Goldstandard fir Chemotaxisversuche.

In dieser Arbeit wurden Durchfiuhrbarkeit und Ergebnisse der Boyden-Kammer in
direkten Vergleich zu einem neuwertigem Testsystem, dem p-Slide Chemotaxis
der Firma Ibidi, gebracht. Dabei konnten Vor- und Nachteile beider Systeme

herausgearbeitet werden.

Die Boyden-Kammer ist im Hinblick auf einen einfachen und anwender-
freundlichen Versuchsaufbau gegenuber dem p-Slide sowie den meisten
Chemotaxis-messenden Testverfahren deutlich im Vorteil. Jedoch ist weder eine
Zellbeobachtung wahrend der Migration moglich noch kann ein stabiler Gradient

aufgebaut werden.

Dahingegen bietet das p-Slide einen stabilen, andauernden Gradienten und
ermoglicht eine hervorragende direkte Zellbeobachtung mit reproduzierbaren
Parametern zur Quantifizierung von Chemotaxis. Das p-Slide Chemotaxis ist fur
die Identifikation neuer Lockstoffe und die Austestung des Potenzials
Chemotaxis-inhibierender Substanzen geeignet. Doch koénnten aufwendiger
Versuchsaufbau und groRerer Zeitaufwand einer weitldufigen Verbreitung im

Wege stehen.
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