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1 Zusammenfassung

Das Kraftmikroskop hat sich in vieler Hinsicht als effizientes Gerat fur
Untersuchungen und Manipulationen auf molekularer Ebene erwiesen. Dabei wird
selbst unter physiologischen Bedingungen eine Auflésung erreicht, die
Proteinsubstrukturen erkennen lalit. Als Kraftspektroskop kann es mechanische
Eigenschaften wie Dehnungsverhalten und Reil3festigkeit einzelner Molekule, die
zwischen der Sensorfeder und der Unterlage eingespannt werden, untersuchen.
Sogar die Bindungskrafte zwischen einem Molekil am Kraftsensor und einem
anderen am Substrat kénnen mittels Kraftspektroskopie mit etwa 3 pN Genauigkeit
ermittelt werden. Von besonderem Interesse solcher Untersuchungen sind Molekdle
mit spezifischer Affinitdt nach dem Schlissel-SchloR-Prinzip, wie Rezeptor-Ligand-
Systeme und Adhéasionsmolekdle.

Bisher waren hauptsachlich wasserlosliche Molektile solchen Messungen zugéanglich.
Bindungen zwischen amphiphilen Proteinen oder Membranproteinen zu messen, die
durch hydrophobe Wechselwirkungen in der Membran verankert sind, erfordert
neue Konzepte. Diesen Molekilen gilt das Augenmerk dieser Arbeit. Da die
Verankerung in sogenanten ,,supported bi-layern*“ und Vesikeln nicht immer zum
gewunschten Erfolg fuhrt, wird hier eine ungewothnliche, aber sehr naturliche
Alternative vorgestellt:

Das Adhéasionsmolekul wird nicht aufwendig isoliert und der MelRRmethode
zuganglich gemacht, sondern bleibt in seiner naturlichen Umgebung, der Zelle,
wohingegen die Methode angepasst wird. Dies ist durch die Befestigung einer Zelle
am Kraftsensor eines Kraftspektroskopes geglickt und es gelang damit erstmals die
Adhasionskraft eines einzelnen Adhasionsmolekils in einer lebenden Zelle zu
messen.

So einfach diese Methode beschrieben ist, so viele Unwagbarkeiten treten dabei
durch die hohe Komplexitat der Zelle und der Zelloberflache im Besonderen auf.
Daher wird einleitend eine grobe Einfuhrung in die Funktionen und den Aufbau
einer Zelle und die Ublichen Melimethoden im Bereich der Zelladhasionsmessung
vorgestellt. Die Beschreibung der MeRBmethode und der Umristung des
Kraftmikroskopes zum Zelladhé&sionskraftspektroskop sind durch technische Details
Im Anhang vervollstandigt. Etwas aufwendig ist die Zusammenstellung der Daten,
Theorien und Annahmen zum Aufbau eines semi-empirischen Modells zur
Beschreibung der Adhéasionskraftmelkurven beim Trennen adhéarierender Zellen,
auf der Basis vieler unabhangiger Einzelmolekulbindungen. Mit dem
Zelladhasionkraftspektroskop wurden daftr die Youngs-Moduli und die visko-
elastischen Kelvin-Modell-Parameter verschiedener Zellen in dem eigens
entwickelten ,visko-elastic-response-mode* vermessen. Ebenso wurden die
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Einflisse der Zellkontaktkraft und der Kontaktzeit, sowie der Zuggeschwindigkeit
auf die Zelladhasionsantwort studiert und in Formeln gefa3t. Das Modell simuliert
diese MeRdaten in guter Ubereinstimmung und gibt dadurch einen Einblick in die
physikalischen Randbedingungen fur das einzelne Adhasionsmolekil wéahrend
solcher Experimente unter Berucksichtigung des zelltypischen Phanomens der
Tetherbildung. Insbesondere kann damit die Bindungsdichte bei Adhéasionen auf
verschiedenen Oberflachen berechnet werden. Demnach schlie3t eine Epithelzelle
etwa vier Bindungen pro Quadratmikrometer mit einer Glasoberflache, zwei mit
einer anderen Epithelzelle und nur 0,8 mit einer passivierten Oberflache.

Mit kraftspektroskopischen Messungen der Adhasionskréafte bei der Einnistung eines
Trophoblasten in die Gebarmutter an einem naturnahen Laborsystem kann eine
andersartige - mit dem Modell unabhéangiger Bindungen nicht beschreibbare -
Wechselwirkung identifiziert werden. Die Meliergebnisse deuten auf einen
kooperativen ProzeR der molekularen Adhasionsinselbildung hin. Kontroll-
messungen an funktionalisierten Oberflachen erharten diese Hypothese. Mit ersten
Ergebnissen von Adhéasionsmessungen zwischen Knochenzellen und potentiellen
Implantatoberflachen wird neben dem EinfluR der Oberflachenbeschaffenheit auch
der des Mellmediums nachweisbar, wodurch die Generalitdt dieser Methode
verdeutlicht wird.

Im letzten Kapitel Uber die Interaktionen einzelner Zellen wird anhand der
induzierten Lektinwechselwirkung zwischen roten Blutkérperchen die prinzipielle
Mdaglichkeit der Zelladhasionskraftspektroskopie Einzelmolekilereignisse zu
vermessen nachgewiesen. Die daflr noétigen geringsten Kontaktkrafte von unter
40 pN, konnten durch extrem weiche Kraftsensoren (<5 mN/m) verwirklicht
werden.

SchlieBlich gelang die Vermessung der wahrscheinlichsten Abrikraft der
homophilen Einzelmolekllwechselwirkung des Adhéasionsproteins csA am Einzeller
Dictyostelium discoideum. Sie betragt bei einer Zuggeschwindigkeit von etwa
2 um/s 22.5 pN £5 pN. Mit einer Dictyosteliummutante, bei der die Verankerung des
csA-Molekils in der Membran verstarkt war, konnte zudem nachgewiesen werden,
dall nicht etwa die Haltekraft des Lipidankers gemessen wurde. Die An- und
Abschaltbarkeit der csA- Wechselwirkung, sowie die wirksame Unterdriickung
kompetitiver Adhéasionsmolekile durch Kalziumentzug waren dabei von
entscheidender Bedeutung fur den Nachweis der Spezifitdat und Effektivitat dieser
MeRmethode.
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2 Einleitung

Die in dieser Arbeit untersuchte Zelladhésion ist eine Uberlebensgrundlage fur alle
Zellen. Fur Einzeller ist bei der Fortbewegung und Nahrungsaufnahme vornehmlich
die unspezifische Adhéasion wichtig, wahrend spezifische Zell-Zell-Kontakte und
Zellerkennung zur Entwicklung hoherer Eukaryonten entscheidend sind: Die
Bewerkstelligung einer Immunantwort, die Bildung und Abgrenzung von Organen
[1], der Aufbau von Nervenverbindungen [2,3], aber auch das Einnisten einer frisch
befruchteten Eizelle an der richtigen Stelle der Gebarmutter [4] h&ngen von
spezifischen Zelladhasionsmolekiilen ab. Dardber hinaus sind in der neueren
Krebsforschung Zelladhasionsvorgange wichtige Untersuchungsbereiche, um tber
die Zell-Zell-Erkennung und Metastasenbildung Erkenntnisse zu gewinnen [5].
Allerdings ist die Adhésion zwischen Zellen von vielen Einflul3grofien in zum Teil
sehr komplexer Weise abhangig. Da die Umgebungsbedingungen den Ausgang
eines Zellexperimentes stark beeinflussen kdnnen muf} darauf geachtet werden, daf
sie maglichst der naturlichen Umgebung der Zelle entsprechen. Wahrend die
klassisch analytische Forschung versucht die Zelladh&dsionsmoleklle zu isolieren
und zu charakterisieren um diese Ergebnisse wieder in ein Gesamtbild
zusammenzufiugen, sollen hier die Adhéasionsmolekile in ihrem komplexen,
naturlichen Kontext belassen werden. Bei dieser ,,ganzheitlichen Methodik* werden
Zellen mit einem Kraftmikroskop mit verschiedenen Reaktionspartnern
zusammengebracht, um aus dem Verlauf der zum Trennen der Zellen bendtigten
Kraft Ruckschlisse auf Adhasionsmechanismen bis hinab zur Ebene einzelner
Molekile zu gewinnen. Da Zellen wegen ihrer Komplexitat viele
Umweltveranderungen ohne erkennbare Veranderungen ausgleichen konnen, sind
einerseits solche Experimente an lebenden Zellen erst mdglich, andererseits konnen
scheinbar belanglose Veradnderungen der Randbedingungen den Ausgang eines
Experimentes stark beeinflussen. Aus der Zusammenarbeit mit kompetenten
Biologlnnen, Medizinerinnen und Chemikerinnen konnten alle fur diese Messungen
notwendigen Randbedingungen realisiert werden.

Um einen kleinen Uberblick tiber grundlegende Vorgange in der Zelle [6] zu geben,
soweit sie fur diese Arbeit von Bedeutung sind, werden im folgenden einige
Funktionen der Zelle und ihrer Organelle vorgestellt.
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2.1 Die Zelle?

Als zentraler Bestandteil allen Lebens hat die Zelle ihre Funktionen, ihren Aufbau
und ihre Organelle Uber Jahrmillionen optimiert (Abb. 2.1). Eine Zellmembran
schiutzt den Mikrokosmos vieler Proteine gegen schadliche Einflusse der Umgebung.
Viele Zellen sind erstaunlich vielféltige Einzelkdampfer, andere hochspezialisierte
Zellen teilen ihre Aufgaben in einem komplexen Organismus untereinander auf. Zur
Energiegewinnung verarbeitet die pflanzliche Zelle, CO2 mit Hilfe von Sonnenlicht
zu Sauerstoff und Kohlenstoffverbindungen. Die Mitochondrien versorgen die Tier-
und Pflanzenzellen mit den universellen Energiepaketen aus ATP durch die
Oxidation von Kohlenstoffverbindungen mit Sauerstoff zu CO2 und H20.

Der Bauplan eines Organismus befindet sich im Zellkern in Form von Genen in der
DNS. Die Gene enthalten Blaupausen zur Konstruktion bestimmter Proteine. Die
Speicherorte der Gene sind durch Promotoren indiziert und werden von bestimmten
“Lesemolektlen” erkannt. Diese Promotoren sind je nach Bedarf der Zelle aktiv oder
gesperrt. Bei der Expression eines Gens wird die aktivierte Information als m-RNS
abgelesen und zum endoplasmatischen Retikulum (den Proteinsynthesemaschinen)
transportiert. Dort wird die m-RNS zur Herstellung der genetisch kodierten Proteine
Ubersetzt (transkripiert), die dann Uber verschiedene Transportmechanismen in der
Zelle verteilt werden. Der Golgi Apparat ist ein labyrinthartiges Rohrengeflecht zum
Stofftransport aus dem Inneren der Zelle. Dort erfolgt die Sortierung und zuséatzliche
Prozessierung der frisch synthetisierten Proteine, wie z.B. die Glykosilierung.

Mikrovilli

N Tight Junktion
% : Aktinfilarnente
apikaler (Y Endoplasmatisches Tight Junktion
Zellpol =8
Golgi Apparat
i i Intemrnediarfilamente
?{ Mitochondrium Fertrosorm
"lateral" M ikrotubuli
Kern
Desrmosom “ & ——— GapJunktion
basaler
Zellpol Mitochondrium Aktinfilarente
Basalmembran

extmzellulEre
hAatriz

Abb. 2.1: Die Epithelzelle (verandert nach [7]) ist polarisiert und stabilisiert sich und den
Zellverband durch ihr Zytoskelett sowie die damit verkniipften Junktionen.

! Diese Einfuihrung ist fir den nicht biologisch vorgebildeten Leser gedacht - alle anderen mogen
anhand der Uberschriften zum Unbekannten vorspringen.
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Die Gesamtheit der zellularen Informationsflisse geben der Zelle ihre spezifische
Funktion, ihre Erscheinungsform und ihre Zugehdorigkeit. Zur Stabilisierung der
Zellgestalt werden drei Hauptgruppen von Proteinpolymeren synthetisiert, die das
Zytoskelett aufbauen.

2.1.1 Das Zytoskelett

Aktinfilamente (Microfilamente @ 5-9nm) sind am dichtesten direkt an der
Zellmembran vertreten und Uber Ankyrin und Spektrin mit ihr verbunden.
Aktinfilamente organisieren die Feinstruktur der Zelloberflache; wie Mikrovilli
(fingerartige Membranaussttlpungen), Lamellipodien (flachige Ausstilpungen) und
Pseudopodien (aktive MembranfifRe). Sie kdnnen netzartig oder gebtndelt zu
Strel3fasern Uber starre Filamin-, Fimbrin- oder a-Aktininknoten verkettet und mit
Tropomyosin verstarkt sein, oder Uber Myosine gegeneinander verschoben werden
(Muskelzellen). Durch die Verbindung mit Adhasionsmolekilen Ubertragen sie
direkt Adhasionskrafte auf das Zytoskelett (Abb. 2.5). Auf Zugbeanspruchung
reagieren sie wie elastische Federn [8].

Mikrotubuli (@ 25nm) sind orientierte R6hren aus Tubulin, deren Minusenden
am zellkernnahen Zentrosom zusammenhangen. An ihnen laufen die Motorproteine
(Dyneine von plus nach minus und Kinesine in entgegengesetzter Richtung) zu
zellularen Transportzwecken entlang [9]. Bei Zugbeanspruchung geben sie sofort
nach und reiBen schnell [8]. Die Polarisation von Zellen, die zur Ausbildung der
apikal-basalen Strukturierung fuhrt, wird durch die Aktinfilamente und Mikrotubuli
organisiert.

Intermediare Filamente (@ 10nm) sind stabile Polymerfasern aus verschiedenen
Faserproteinfamilien. Sie festigen die Form von Zellen und Zellverbanden seilartig
zwischen starken Adhéasionspunkten (Desmosomen) und sind extrem hart und
reilRfest [8].

2.1.2 Die Zellmembran

Die aus einer Lipid-Doppelschicht bestehende Zellmembran stellt das Trenn- und
Bindeglied des Zellinneren (Zytosol) zur Umgebung dar. Zur Stabilisierung der
Zellform ist sie an einigen Stellen Uber zytosolische Ankermolekile mit dem
Zytoskelett verbunden (z.B. am transmembranen Bande3 - Rezeptor tber Ankyrin
und Spektrin, das an Aktin koppelt [10]). Bei Epithelzellen im Zellverband
unterscheidet man zwischen apikaler (freier) Zellmembran, lateraler Membran (zu
benachbarten Zellen) und basaler Zellbasismembran (am Bindegewebe). Dadurch ist
die basal-apikale Polarisation der Zelle definiert [11,12]. Die Glykokalyx aus
langkettigen Glykoproteinen in der &ufleren Lipidschicht schitzt die apikale
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Zellmembran vor ungewollten Kontakten mit Fremdkorpern? und reaktiven
Molekdtlen [13] und spielt eine wichtige Rolle in der Zellerkennung [14,15].

L

s

(intrazellular)  Spekivn & o AnKYrn

Abb. 2.2: Bild einer Zellmembran: die Lipiddoppelschicht wird verstarkt durch ein
Spektrinnetzwerk mit Membran-Ankern. Poren regeln den Transport durch die
Membran. Die Glykokalyx beschitzt die Rezeptoren und Adhésionsmolekile vor
ungewollten Kontakten und stellt den ,,Fingerabdruck “ einer Zelle dar.

Die undurchléssige Zellmembran wird durch Poren fur kleine Molekule (wie Wasser
und Aquaporine) permeabel, andere Molekile mussen Uber Membrankanéle oder
Endozytose (Membraneinstilpungen) ins Zytosol transportiert werden. Na&hr-,
Abfall- und Botenstoffe kénnen so kontrolliert durch die Zellmembran gelangen. Oft
wird eine Kaskade von molekularen Bindungs- und Diffusionsvorgangen bemiuht,
um Informationen (z.B. in Form von Hormonen) durch die Zellmembran zu
transferieren, die im Zellkern bestimmte Promotoren aktivieren oder drosseln sollen.
Dafur sitzen vielfaltige, oft hochspezifische Rezeptormolekule in der Membran, von
denen einige sich moglicherweise vom Inneren der Zelle in einen adhasiven Zustand
versetzen lassen [16].

Auf diese Weise kann eine Zelle die Signale des Zellverbandes verstehen, bestimmte
Stoffe fur die Umgebung produzieren oder aus den vorhandenen Stoffen gezielt die
benttigten selektieren. Die effizienteste Kommunikation zwischen direkt

2 Vor allem geladene und leitende Festkorperoberflachen interagieren mit Proteinen und kénnen sie
sogar denaturieren.
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benachbarten Zellen wird dabei durch Adhasionsmolekile und Junktionen
bewerkstelligt.

2.2 Zelladhasion

Die Untersuchung der Zelladhasion ist Voraussetzung fiur ein grundlegendes
Verstandnis der Organisation hoherer Lebewesen. Einige Adhasionsmechanismen
sind bereits bekannt, wie auch die meisten fur die Adhé&sion verantwortlichen
Molekdle [10]:

2.2.1 Zelladhasionsproteine

Integrins Selectins lg-superfamily Cadherins

Lectin
domain
EGF-like
domain
| Five repeats
» Ig-repeats and four
g Ca?*-binding
Variable sites
number of
repeats :
related to |
complement
regulatory
proteins -
. Two fibronectin
| repeats
Extracellular
Plasma
membrane
Intracellular
===
op heterodimers with distinct Ca?*-dependent binding Typically homophilic
ligand-binding specificities. to carbohydrate moieties. but can bind to
Typically extracellular matrix e.g. L-selectin integrins as well.
receptors but can bind to e.g. NCAM, ICAM-1 Ca?*-dependent. Some
Ig-superfamily members and are known to form
ADAMS. Binding is divalent cation dimers. Homophilic
dependent. e.g. oy B3. oygPs binding. e.g. N-cadherin,
E-cadherin

Abb. 2.3: Schematische Darstellung der Zelladh&sionsmolekile (aus [17]).

Die spezifischen membrangebundenen Zell-Zell-Adhasionsmolekile werden als
,.CAM* (cell adhesion molecule) bezeichnet. Bindet ein CAM an ein identisches
Molektl auf einer benachbarten Zelle, spricht man von homophiler Interaktion,
wahrend bei der heterophilen ein andersartiges Rezeptormolektl gebunden wird.
Aufgrund struktureller Gemeinsamkeiten konnen die CAM der Wirbeltiere in die
vier groRen Gruppen der Immunglobuline (Ig), der Cadherine, der Integrine und
der Selektine eingeordnet werden [18-20] (Abb. 2.3).

Die Adhésionsproteine der Immunglobulin-Superfamilie sind an vielfaltigen
zellularen Erkennungsprozessen beteiligt. Die gemeinsame strukturelle Einheit
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dieser ersten Gruppe von Proteinen ist die etwa 100 Aminosduren lange
Immunglobulin-Doméne in  ihrem extrazellularen Bereich [21]. Diese
Adhasionsmolekile sind Ca?*-unabhangige, heterophile oder homophile Zell-Zell-
Adhasionsproteine, mit einer variablen Anzahl von Immunglobulin-artigen
Domanen [22].

Die zweite Gruppe der Cadherine umfaRt strikt Ca2*-abhangige, homophile
Zell-Zell-Adhasionsmolekule. Die Spezifitat der Bindung einiger Cadherine wird
durch die kurze Peptidsequenz LXXHAVXXNG im N-terminalen Bereich dieses
Proteins festgelegt [23]. Die hochkonservierte intrazellulare Doméne der Cadherine
ist mit zytosolischen Proteinen komplexiert, die als Catenine bezeichnet werden und
im wesentlichen fur die Zytoskelettanbindung verantwortlich sind [24-27]. Die
Expression verschiedener Cadherine wird im Verlauf der Embryonalentwicklung
zeitlich und gewebsspezifisch reguliert und scheint im Zusammenhang mit der
Invasion und Metastasierung von Tumorzellen wichtig zu sein [28-31].

Als dritte ist die Integrin-Superfamilie, eine Gruppe von Rezeptoren die
heterophile Interaktionen zwischen Zellen und der extrazellularen Matrix (Abschnitt
2.2.2) vermitteln. Alle Integrine sind heterodimere Molekitile, die sich aus nicht
kovalent verknupften a- und R-Untereinheiten zusammensetzen (Abb. 2.3). lhre
strukturelle Vielfalt entsteht durch zahlreiche Kombinationen zwischen 14
verschiedenen a- und acht verschiedenen b-Untereinheiten [32]. Die von
zweiwertigen Kationen abhangige Bindungsfahigkeit des Liganden und die
Spezifitat der Bindung sind in den N-terminalen Domanen der a- und R-Untereinheit
codiert. Einige dieser Rezeptoren erkennen spezifisch die Tripeptidsequenz Arg-Gly-
Asp (RGD) in ihrem Liganden [33]. Bei manchen Integrinen ist der zytoplasmatische
Teil der R-Untereinheit Uber das Protein Talin mit dem Zytoskelett assoziiert [17,34]
(Abb. 5.7).

Die vierte Gruppe von Adhasionsmolekilen bilden die LEC-CAMs (“"lectin,
epidermal growth factor, complement regulatory - cell adhesion molecules™) oder
Selektine. Diese Glykoproteine weisen sich durch drei charakteristische Protein-
motive in ihrer extrazelluliren Domane aus, die Homologie zu Ca2*-abhangigen
tierischen Lektinen, zum epidermalen Wachstumsfaktor und zu regulierenden
Proteinen des Komplement-Systems aufweisen [35,36]. Die Bindung dieser
heterophilen Zelladhasionsmolekille an die Kohlenhydrat-Bestandteile ihrer
Liganden wird durch die N-terminale Lektin-artige Doméane vermittelt [37,38]. Die
von diesen Molekulen erkannten - vor allem in der Glykokalyx vertretenen -
Oligosaccharid-Determinanten, sind miteinander strukturell verwandt und aus
Sialinsaure, Galactose, N-Acetylglucosamin und Fucose zusammengesetzt [39].
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2.2.2 Adhasionsmechanismen

Die reversible Interaktion der Adhasions- und Rezeptormolekile wird im
wesentlichen von drei nichtkovalenten Wechselwirkungen bewerkstelligt. Aus dem
geschickt arrangierten Zusammenspiel vieler solcher schwacher Wechselwirkungen
lalst sich eine hohe Selektivitat und eine genaue Dosierung der Bindungsstarke
verwirklichen. Die Reichweite der elektrostatischen Kraft zwischen geladenen
Gruppen der Adhéasionsmolekile ist in Salzlosung zwar auf die Debye-Lange
verkurzt [40] (Abschnitt 3.4), wirkt aber als erste bei der Anndherung geladener
Proteingruppen. Sie kann attraktiv oder repulsiv das Partnermolekul
vorpositionieren bis es in die Bindungstasche passt. Die Rolle der hydrophil-
hydrophoben Wechselwirkung, die auf dem Bestreben der polaren Wassermolekiile
zur Wasserstoffbrickenbildung beruht, ist noch relativ unbekannt. Die Van-der-
Waals-Wechselwirkung (Abschnitt 3.4.1) liefert den schwachsten Beitrag mit der
kiirzesten Reichweite (4A) zur nichtkovalenten Bindung. Sie wird durch molekulare
Dipolfluktuationen hervorgerufen ihre Wirkung beginnt erst kurz vor der
Kontaktdistanz der Bindungspartner. Besonders, wenn die Bindungspartner
topographisch gut zueinander passen, kann ihre attraktive Wirkung sehr méchtig
werden. Im Bereich weniger Angstrem besonders stark sind die
Wasserstoffbriickenbindungen® die sich jeweils zwischen dem Sauerstoff- und
einem Wassestoffatom, von Wassermolektlen oder anderen Molekulgruppen (etwas
allgemeiner betrachtet zwischen Lewis-Basen und elektronegativeren Atomen, den
Lewis-Sauren) der Bindungspartner ausbilden kdénnen. Aus der Summe der
Wechselwirkungen ergibt sich eine Bindungspotentiallandschaft, deren Verlauf in
Abb. 2.4 eindimensional stilisiert ist.

Die Schwéache und die Reversibilitdit der Bindung fuhren wegen thermischer
Fluktuationen zu einem stéandigen Binden mit der Reaktionsgeschwindigkeit (Rate)
k,, und wieder LOsen der Bindung mit der Rate k., Das Verhéltnis von
geschlossener zu offener Bindung wird durch die temperaturabhangige
Dissoziationsgleichgewichtskonstante K, = k., / Kk,. beschrieben. K; kann
beispielsweise mit oberflachenplasmonenspektrometrischer Messung von k . und k
bestimmt werden (siehe Anhang).

Nach Van’t Hoff und Arrhenius gilt fur die Dissoziationsgeschwindigkeit:

0G

Ky:i= n.eke’ (2-1)

% Ein besonders prominentes Beispiel dafiir ist die spezifische Kopplung der DNA-Basenpaare.
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v ist dabei eine Art ,, Tragheitsfaktor” fur den Prozel3 der Bindungstrennung, der mit
der Aktivierungsenergie (DU-DG) korreliert ist. Beim ZusammenschluR3 der
Bindungspartner aus der freien Losung gilt:

ko T
DG=DH- T .DS= -

In(Ko) (2-2)

A

Die Enthalpiedanderung DH enthalt die Beitrage der oben beschriebenen Wechsel-
wirkungskréfte inklusive etwaiger Konformationstibergange der Bindungspartner
beim SchlieRen der Bindung. Die temperaturgewichtete Entropiebilanz DS teilen sich
das Losungsmittel als Gewinn oder Verlust an Freiheitsgraden durch das Abgeben
der Liganden und die Liganden durch Verlust an Freiheitsgraden beim Schliel3en der
Bindung. Aus kalorimetrischen Messungen kann Kj und durch Messungen bei
verschiedenen Temperaturen koénnen auch die entropischen und enthalpischen
Beitrage von DG bestimmt werden [41-43].

@ Ax1 ©
Ax2
-@- =€ o e
RN IS
= on = \\\ TN 5
@ 7 F=0 ) S A AU > AUy 27
vl i S N e I\ 5
Kot (F) \ = d
° 2
AG AU SFx AU §
®
2
Xmin=0  Xmax X 0 X In(dF/dt)

Abb. 2.4: (Kraftabhé&ngige Dissoziation) A: einfaches Potential; B: strukturiertes Potential; C:
Verlauf der wahrscheinlichsten AbriBkraft durch Erhdhen der Zuggeschwindigkeit
am Potential(B).
Beim Auseinanderreil3en einer solchen Bindung wird durch das Anlegen einer
aulleren Kraft der Verlauf des Potentials *“gekippt”. Dabei verschieben sich die
Reaktionskonstanten, und als Formel fiir die durch die Kraft F veranderte Rate K (F)
erhalt man nach Kramers [44]:

_DU- FDx

Kq(F:=n.e %7 (2:3)

n* ist dabei ein Faktor der von der Potentialkrimmung w,,,,, und w, . an dessen -je
nach ,,Verkippung* aktuellen- absoluten Extremalstellen und von der Potentialbreite
DX = Xa-Xmin abhangt [45]:

n = Wmax Wmin
2p ><an - Xmin)

(2-4)
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Die kraftabhéangige Bindungstrennung kann auch Uber eine Dissoziations-
wahrscheinlichkeit beschrieben werden:

F
1

* - = Ocggy (F9Fe 2-5
p(R)= (D) o ()
F

Durch Differenzieren dieser Wahrscheinlichkeit unter der Annahme eines zeitlich
konstanten Kraftanstieges F = const erhalt man die wahrscheinlichste Kraft, bei der

sich die Bindung unter Last trennt [46]. Sie ist logarithmisch vom Kraftanstieg F
abhangig:

An(— x——) (2:6)

Somit erhalt man bei logarithmischer Auftragung der wahrscheinlichsten Abri3kraft
F gegen den Kraftanstieg eine Gerade, deren Steigung von der Potentialbreite der
Bindungstasche abhangt (Abb. 2.4 C).

Im Verhaltnis zur kovalenten (chemischen) Bindung ist diese nichtkovalente
Bindung zwischen Adhéasionsmolekilen um mehr als eine GréRenordnung
schwacher und daher reversibel. Um dennoch starke Verbindungen aufbauen zu
kdnnen, haben Zellen verschiedene Strategien entwickelt, die auf der Kooperation
vieler einzelner schwacher Bindungen beruhen.

2.2.3 Adhésionsstrategien

seecereecks  ALHN Faser

Ty

e i1k L i

Inkegrin

Fibronekkin

Abb. 2.5: Modell eines Fokalkontakts zwischen Zytoskelett und extrazellularer Matrix

Uber a-Aktinin,Talin,Vinkulin und Paxillin kann das Aktinnetzwerk an die
intrazellularen Enden von Integrinen gekoppelt werden. Durch Quervernetzung
solcher Kopplungen kann ein sehr kraftiger Fokalkontakt zwischen der
fibronektinhaltigen extrazellularen Matrix und dem Aktinnetzwerk entstehen [47].
Ahnlich erfolgt die Ankopplung von Cadherinen (ber Catenine an das
Aktinnetzwerk. Der strukturelle Aufbau der Cadherine legt die Mdoglichkeit zu



Einleitung 14

extrazellularer Multimerisierung unter Einbeziehung des Bindungspartners nahe. So
vernetzte “Molektulaggregate” (molecular cluster) halten durch die Aufteilung der
molekularen Belastung grof3e Krafte aus [48,49].

B
w e

| Zellmembran ll Zytoskelettanker T 1 Adhasionsproteine

Abb. 2.6: Je langer die Zellmembranen in Kontakt sind (von A nach C), desto mehr
kooperieren die Adhasionsproteine untereinander und mit dem Zytoskelett und
bilden einen hochstabilen, organisierten Molekulklumpen.

Die extrazellulare Matrix (ECM) ist ein Geflecht aus verschiedenen Kollagenenen,
Laminin, Fibronektin und weiteren Proteinen und Proteoglycanen. Die Bestandteile
werden in den Zellen gebildet, nach aufen transportiert wo sie vernetzen und
wiederum uUber Fibronektinrezeptoren von Zellen stark gebunden werden. Im
Zellverband wird durch die ECM die Basalseite einer Epithelzelle definiert. Durch
Festkorperbeschichtungen  (Petrischale) mit Fibronektin, Kollagenen oder
Polylysinen kann Zellen eine ECM vorgespiegelt werden. Sie entwickeln einen
naturlichen Epithelzellverband und polarisieren sich. Den Aufbau einer starken
Bindung zur ECM kann die Zelle etwa innerhalb einer halben Stunde organisieren
[10].

Die starksten Verbindungen lateraler Zellmembranen im Zellverband sind die
Adhéarenz-Junktionen und Desmosomen. Sie sind komplizierte Molekulkomplexe
an der zytoplasmatischen Membran, die mit Bundeln aus Intermediarfilamenten
verknUpft sind und den Zellverband lateral zusammenhalten. Die Tight Junktionen
dichten den Zellverband an der apikalen Seite wie eine Saumnaht ab. Gap-
Junktionen bilden Transportporen zu Nachbarzellen aus. Im Zusammenspiel mit
den Nachbarzellen etabliert die Zelle solche Verbindungen Uber einen Zeitraum von
Stunden [6].
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3 Die Kraftspektroskopie

Im Folgenden wird die Kraftspektroskopie als grundlegende Methode fur diese
Arbeit vorgestellt. Sie dient zur Messung von Kréaften im Pikonewton-Bereich und
soll hier mit bisher existierenden Techniken der Zelladhasionsmessung verglichen
werden.

3.1 Das Kraftspektroskop

Das Kraftspektroskop [50] ist die Weiterentwicklung eines Betriebsmodus des
Raster-Kraftmikroskopes (AFM, atomic force microscope) [51].

3.1.1 Aufbau

Der Kraftsensor - eine Abtastspitze am Ende einer feinen Blattfeder (Cantilever) -
wird Uber Piezostellelemente nanometergenau positioniert, wahrend die an der
Spitze wirkenden Krafte die Feder verbiegen. Zur Detektion dieser Verbiegungen im
Subnanometerbereich wird ein Laserstrahl an der metallbedampften Ruckseite der
Feder so reflektiert, da er beide Segmente eines Photodetektors zu gleichen Teilen
beleuchtet (Abb. 3.1). Die Differenz der Ausgangsspannungen beider Segmente ist
dann weitgehend proportional zu kleinen Auslenkungen des Kraftsensors. Sie wird
vom MeR- und Steuerrechner eingelesen und prozessiert.

Laserdiode

Spiegel
) segmentierter
Photodetektor

} reflektierender
Federarm mit
y Sensorspitze

N x . Probe

Abb. 3.1: Skizze des Grundprinzipes eines Kraftmikroskopes

Aus der Verbiegung des Federarms in z-Richtung kann man elastische [52],
elektrostatische [53] und weitere Eigenschaften der Probe, wie deren Adhasivitat
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[54], durch die Wechselwirkung mit der Abtastspitze ermitteln. Beim Abbilden mit
dem AFM wird aus der z-Auslenkung der Feder hauptsachlich die
Probentopographie mittels Rasterbewegungen der Spitze vermessen [55,56], bei
weichen Proben wie den Zellen gelingt es dadurch auch filamentéare Strukturen und
deren Bewegungen “durch die Zellmembran hindurch” zu beobachten (Abb. 3.11).
Im Gegensatz dazu steht beim hier eingesetzten Kraftspektroskop die an der Spitze
wirkende Kraft im Mittelpunkt des Interesses.

Das Piezo-Stellelement eines Kraftspektroskopes ist daher auf Bewegungen und
Messungen in z-Richtung optimiert. Ist die Probe unter dem Kraftsensor optimal
positioniert, bleibt daher die x-y-Ebene wahrend eines kraftspektroskopischen
Experiments fest und wird rechnergesteuert durch den Piezo nur in z-Richtung
bewegt. Zu jedem Positionspunkt des z-Piezos wird dabei die zugehorige
Auslenkung des Sensors Uber den Laserreflex im Photodetektor aufgezeichnet (Abb.
3.1).

Zur Rauschunterdriickung wird das Kraftspektroskop schwingungsgedampft
aufgehangt und das Signal der Zweisegmentdiode tiefpald gefiltert (>10 kHz). Bei
Kraftexperimenten mit sehr langsamen Piezobewegungen (<1 um/s) werden die
Federauslenkungsdatenpunkte zuséatzlich mehrfach gemittelt (oversampling).

Das verwendete Kraftspektroskop verzichtet gegentber dem AFM auf die
bildgebenden Eigenschaften und auf schnelle Piezobewegungen. Vielmehr
konzentriert es sich mit Sensoren niedriger Resonanzfrequenz auf langsame
Bewegungen in der z-Richtung, in der die Kraft als die fundamentale Information
enthalten ist.

3.1.2 Die Kraft-Abstands-Kurve

Entfernung von der Probe

Annédherung an die Probe

Kontaktpunkt

Sensorauslenkung [A]
Eindrickung «——s—— Adhdasion

Piezoauslenkung [nm] «—— Piezoauslenkung [nm] —

Abb. 3.2: Bei der Anndherung an die Probe wird der Sensor ab dem Kontaktpunkt um Dz
ausgelenkt und dringt in weiche Proben die Strecke z tief ein. Beim Zurlckziehen
wird im Fall von Adhasion eine Auslenkung oberhalb des Kraftnullpunktes (* auf der
Linie des kréaftefreien Sensors) bis zum AbreiRen des Kontaktes beobachtet.
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Bei Kenntnis der Federkonstante k des Sensors kann die zur Auslenkung Dz fuhrende
Kraft F gemall dem Hooke’schen Gesetz prazise bestimmt werden:

DF=k Dz (3-1)

Dz ist bei harten Proben mit der Piezoauslenkung identisch, wahrend die
Federkonstante aus der Intensitat der Resonanzfrequenz im Frequenzspektrum des
thermischen Rauschens ermittelt werden kann (Anhang) [57,58]. Zur Erzielung der
erforderlichen Kraftauflosung von unter 10 pN ist es daher sinnvoll weiche
Kraftsensoren mit kleinen Federkonstanten von etwa 10 mN/m zu verwenden.

Die Daten eines Kraftexperimentes werden ublicherweise durch Auftragen der
Piezoposition gegen die so in Kraft umgerechnete Auslenkung des Kraftsensors ( 3-
1 ) als Kraft-Abstands- oder Kraft-Dehnungs-Kurve (kurzer: “Kraftkurve”)
dargestellt. Diese enthéalt spezifische Informationen zur verwendeten Probe (Abb.
3.2). Beim Annahern an die Probe beschreibt die Kurve zunachst nach Ausmitteln
des thermischen Rauschens eine Gerade, bis die Wechselwirkung mit der Probe
meBbar wird. Diese kann im Einzelfall zunachst attraktiv sein, wird aber spéatestens
bei direktem Kontakt repulsiv und folgt der Bewegung des Piezoelements wenn die
Probe nicht zunachst viskoelastisch verformt wird.

Kraft [nN]

_ 0 200
Sensorspitze

¥

Probenoberflache

Abb. 3.3: Trennungskraftkurve eines Einzelmolekilexperimentes an Titin (aus [59]); A:
kurzreichweitige Wechselwirkungen an der Oberflache und Abreillen kurzer
Molekiile; B: leicht ansteigendes Kraftplateau -typisch flir Konformationstibergange -
mit Sagezahnfeinstruktur durch Entfaltung einzelner Ig -Domaéanen; C: Abrifl des
Molekiils nach Entfaltung aller Doméanen. Davor (und vor jeder Zackenspitze aus B)
das typische Kraft-Dehnungsmuster einer sich streckenden Polymerkette.

Die Trennungskurve wird beim Zurlckziehen des Sensors von der Probe
aufgenommen. Sie beginnt mit dem viskoelastischen Entlasten der Probe bis zu dem
Punkt, an dem die Sensorfeder in der kraftefreien Ausgangsposition erreicht
(Kontaktpunkt oder Kraftnullpunkt). Die Kraftauslenkungen tber diesen Nullpunkt



Die Kraftspektroskopie 18

hinaus sind auf Adhéasion zurtckzuftihren (Abb. 3.2) und fuhren zur Dehnung der
Probe zwischen Sensor und Substrat. Die Interpretation und Auswertung von
Adhasionsexperimenten  konzentriert sich daher auf den Verlauf der
Trennungskurve.

FUr Einzelmolekilexperimente, auf einer sehr kleinen Skala von einigen 100
Nanometern, wird eine Sensorspitze auf Molektle gedrickt, die an einer Oberflache
adsorbiert sind und nach einer gewissen Kontaktzeit wieder zuriickgezogen. Ab und
zu bleibt dabei, nach dem Abklingen der ersten Adhésion, (Abb. 3.3 A) noch ein
einzelnes Molekil am Sensor héangen. Elastizitat, Konformationstibergange oder die
Krafte zur Entfaltung oder zum ZerreiRen innerer Molekul-Strukturen lassen sich in
den Abrif3stufen solcher Kraftkurven erkennen (Abb. 3.3). Mit dieser Technologie
konnte die Stabilitat molekularer Uber- [60] und Unterstrukturen [61] untersucht
werden (Abb. 3.3). Ebenso wurden Rezeptor-Ligand-Bindungskrafte [62] und die
Bruchkraft chemischer Bindungen auf diese Weise vermessen [63]. Die typischen
"Scanartefakte” wie Topographiefaltung mit der Spitzengeometrie oder Einfliisse von
Lateralkraften [64] sind bei den Anwendungen des Kraftspektroskopes in der Regel
nicht vorhanden.

Die Form der Kraftkurve hangt nicht nur von der Art der Probe, sondern auch von
den Randbedingungen des Kontaktes (Dauer, Starke, Temperatur, pH-Wert) ab.
Durch den Vergleich von Kraftkurven gleicher Proben bei verschiedenen
Randbedingungen kann man weitere Ruckschlisse auf adhasionsbeeinflussende
Faktoren ziehen.

3.1.3 Das Kraftspektrum

Prozentzahl von A
Kraftabrissen eines %
bestimmten
Kraftbereiches
Kraft [pN]
| |

F

Abb. 3.4: Stilisiertes Kraftspektrum der Kraftstufen der Ietzterl Abrilikrafte. Das Maximum
der Verteilung ergibt die wahrscheinlichste Abrisskraft F .
Auf molekularer Ebene sind physiologische Messungen an Biomolekulen bei
Raumtemperatur immer mit dem thermischen Rauschen unterlegt. Eine Methode um
zum “wahren MeRBwert” zu gelangen ist ihn aus der Verteilung vieler MeRBwerte
auszumitteln. So kdnnen z.B. die letzten Abril3krafte (Abb. 3.4 C) aus Kraftkurven
vieler Experimente nach Kraftbereichen in ein Histogramm sortiert werden. Daraus
ergibt sich eine, fur die Probe und die experimentellen Randbedingungen
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charakteristische, Kraftverteilung als Kraftspektrum (Abb. 3.4). Die Maxima der
Kraftspektren geben dann die wahrscheinlichsten AbriBkrafte F wieder ( 2-6 ).
Typischerweise verschieben sich die wahrscheinlichsten Abrilkrafte mit der
Trennungsgeschwindigkeit [65]. Das hat zum einen mit hydrodynamischen
Reibungseinflissen zu tun, aber vor allem mit der Natur nichtkovalenter Bindungen
(Abschnitt 2.2.2), deren Trennungscharakteristik sich in den Kraftspektren
wiederspiegelt. Aus dem Verschiebungsverhalten kdnnen, wie von W. Dettmann
[15,66] gezeigt, dynamische Komponenten der Bindungstasche spezifischer
Bindungspartner abgeleitet werden [67,68].

3.2 Methoden der Zelladhasionsmessung

Die Zelladhasion wurde und wird mit unterschiedlichsten Methoden untersucht
[69]. Die Kklassische Methode der Beobachtung von Zelladhasion ist das
Lichtmikroskop. An Gewebeschnitten und mit geeigneten Farbemethoden kann im
Lichtmikroskop der Zusammenhalt von Zellen phanomenologisch bestimmt werden.
Bereits die Form der Zellen auf Zellkulturschalen gibt dem Mikroskopiker Aufschlufd
Uber die Adhasivitat der Zelle. Kontrastreiche runde Zellen sind meist wenig mit der
Unterlage verbunden, dagegen adhérieren die schwer erkennbaren, flach gestreckten
Zellen stark am Substrat (Abb. 3.11).

Abb. 3.5: Auf einer dunnen Silikonfolie
kann die Kontraktionskraft einer
Zelle durch die Verformung der
Unterlage vermessen werden (aus

[70D).

Zur Darstellung der kontraktilen Krafte, die sich ausstreckende Zellen auf die
Unterlage Ubertragen, l1aRt man die Zelle auf einer dunnen Silikonfolie wachsen,
deren Elastizitaitsmodul gut bekannt ist [70] (Abb. 3.5).

Auch durch leichtes Schitteln einer Zellkulturschale kann man sehr einfach die
Adhasionskréafte schwach adhérierter Zellen unterscheiden.

Die laterale Kraft, die dabei an der Zelle wirkt, addiert sich aus der Tragheit der Zelle
und der Scherkraft der tragen Flussigkeit. Eleganter kann man mit einstellbaren
Scherstromungen [71] etwa die Situation an BlutgefaBwanden nachmodellieren [72].
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Zur exakten Quantifizierung der —v ‘_>
scherenden Kraft F fehlt allerdings in \

der Regel die genaue Kenntnis des /j @ h
meist turbulenten Stromungsprofils ' '
(F»6p>h x x). (Schema einer sich durch Scherstrdmung

] ] ] von der Oberflache 16senden Zelle)
Durch  Zentrifugation kann die :

Adhasionskraft bei genauer Kenntnis
der Zelldichte r relativ gut bestimmt .->
werden  (F » Vogo(F zae = T s ) W), ®
Dabei stellt sich jedoch heraus, daf @
sich die Zellen nicht alle bei einer
bestimmten, sondern bei individuell

(Schema einer sich durch Rotation von der

sehr unterschiedlichen Beschleuni- Oberflache l6senden Zelle. Nach dem

gungen ablésen [73]. Experiment werden die Zellen auf beiden
Seiten der Zentrifugenkammer ausgezahlt)

» I

r Wasser

Die Elektronenmikroskopie war lange eine der wichtigsten zellbiologischen
Methoden fur die Erkundung der Zellorganisation bis hinab in den
makromolekularen Bereich. Viele Zellverbindungsstrukturen konnten mit dieser
Technik entdeckt werden, wie die Desmosomen, Tight - und Gap- oder
Adherenzjunktionen (Abb. 3.6).

Abb. 3.6 oben: Stark verbundene Epithelzellen (HEC-1-a) sind lateral durch Adhasionsmolektile
lickenlos aneinander geschmiegt. Die apikale Membran ist durch Mikrovilli stark strukturiert.
Unten: lockerer Zellverband unpolarisierter Epithelzellen (RL95-2) mit groflen Licken
zwischen den benachbarten Zellmembranen (N=Zellkern, TEM -Bilder von M.Thie, Essen).
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Modernere Methoden manipulieren die Zellen direkt mit Kkraftsensitiven
Apparaturen.

Die Mikropipette als klassisches Zellmanipulationswerkzeug ist sehr vielseitig
durch die Option der elektrischen SignalUbertragung oder der Mikroinjektion. Durch
den Ansaugunterdruck p in der Pipette kann man, bei Kenntnis des
Pipettenquerschnittes A, die Zugkraft einstellen [74], um beispielsweise eine Zelle
von der Unterlage zu I6sen (F = p/A) (Abb. 3.7).

Abb. 3.8: Ein Lipidvesikel dient als Forcetransducer.

Abb. 3.7: Eine am Substrat adharierte Aus der Ansauglange L, dem Durchmesser
Zelle wird mit einer Mikropipette der Pipette D, und dem Vesikeldurchmesser
angesaugt. Elastische D, bestimmt man die Membranspannung.
Eigenschaften der Zelle konnen Aus der Deformation bei Wechselwirkung
so bestimmt werden (aus [70]). mit der Probe erhalt man sehr genau die daftr

bendtigte Kraft (aus [70]).

Bestimmt man die Kraft Uber die Vermittlung eines “Bioforcetransducers”, in Form
eines Vesikels oder eines roten Blutkoérperchens, die mit einem Praparat in
Wechselwirkung gebracht werden, so erhoht man die Empfindlichkeit drastisch
(Abb. 3.8). Die Membranspannung des Bioforcetransducers in der Pipette wird durch
den Ansaugunterdruck eingestellt, wahrend optisch die Deformation zur
Bestimmung der Adhasionskraft vermessen wird. Dadurch kann eine Kraft-
empfindlichkeit von nur wenigen pN erzielt werden [75]. Dies ermdglicht die
Bestimmung von Adhasionskraften auf dem molekularen Niveau.

Abb. 3.9: Eine Zelle wird auf ein Glasplattchen gebracht und mit einer Mikronadel aus Glas
angedruckt. Nach einer gewissen Zeit ist die Zelle an beiden Glaskdrpern fest
adhériert und kann gedehnt werden (aus [70]).
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LaRt man eine Zelle, die auf einem sehr dinnen Glasplattchen immobilisiert ist,
seitlich an einer Mikropipette adhérieren, so kann man die Zelle dehnen und aus der
Verbiegung Dz der Pipette die Gegenkraft der Zelle bis zum Abreilen vermessen
(Abb. 3.9). Die Kraft gewinnt man dabei aus der Kenntnis der Federkonstanten k der

Pipette (F» k-Dz.).

Die feinste Methode zur Manipulation
auf subzellularer Ebene sind die
magnetische Pinzette [76] und die
optische Pinzette [77,78] (optical
tweezers). Einzelne  Zellorganelle
kénnen damit adressiert und Krafte
von Bruchteilen eines Pikonewtons
gemessen werden. Allerdings ist die
Zugkraft in der Regel nicht mehr
ausreichend um starke Bindungen,
geschweige denn Zellen, voneinander
zu trennen [79].

Abb. 3.10: Die optische Pinzette fuhrt eine
durchsichtige Kugel (r » 2 pm) im Fokus
eines Laserstrahls, wahrend magnetische
Pinzetten magnetisierbare Kugeln im
inhomogenen Magnetfeld fihren.

Die idealen Voraussetzungen des Kraftmikroskopes (AFM) zur Erforschung der
Zelladhasion wurden auch schon von anderen erfolgreich eingesetzt:

Abb. 3.11: AFM Bild einer Osteoblaste (SaOS2) und dreier Fibroblasten
auf Glas. rechts ist der AFM -Sensor auf einer Zelle mit harten
Aktinfilamentfaserbiindeln skizziert, die von der Nadel unter der
weichen Zellmembran ertastet werden wie die Mittelhandknochen

unter der Handrtckenhaut (J.Domke, LMU Munchen). | |

Zur Quantifizierung der Adhasivitat -insbesondere von Knochenzellen- auf
verschiedenen Substraten ist kirzlich eine Methode [52] entwickelt worden, die mit



Die Kraftspektroskopie 23

einem Kraftmikroskop das Verhéltnis von Zellvolumen zur Kontaktflache mit dem
Substrat ermittelt (Abb. 3.11).

Sehr elegant ist die von W. Dettmann verwirklichte Methode zur Erkennung
einzelner Adhéasionsmolekile auf Zelloberflachen durch das ortsaufgeldste
Vermessen der Adhasionskraft mit dem Kraftmikroskop [54]:

Abb. 3.12: Ein Gemisch aus roten Blutkdrperchen zweier Blutgruppen kann mit einer speziell
beschichteten Kraftsensorspitze durch die unterschiedliche Adhé&sion unterschieden werden
(von W. Dettmann, LMU Miinchen; aus [80]).

Ein Molekil am Kraftsensor, dessen Bindungspartner auf der Zelle vermutet wird,

nahert man vertikal bis zur Zelle an (Topographiemessung) und zieht es wieder

zurick (Adhéasionsmessung). Nach einem Lateralschritt wiederholt man den

Vorgang. Dabei werden die Zellh6he und die Adhasionskraft zu je einem Grauwert-

pixel verrechnet und zu einem Bild zusammengesetzt. Auf diese Weise kdnnen

Zellen ohne die oft schadigenden Markierungssubstanzen in vitro unterschieden

werden.

Das Manipulation Force Microscope (MFM), schiebt die

Kraftsensorfeder unter eine Zelle um sie von der Unterlage

abzuschéalen [81]. Aus der Verbiegung des Sensors entlang

der, zum Lo6sen der Zelle bendtigten, Strecke s erhalt man O

erstaunlich  reproduzierbar eine ,,Adhdasionsenergie®l

(E »F . DS) der Ze”e. (SkIZZG des ,,MFM“)

Es ist auch bereits gelungen einzelne Bakterien am Kraftsensor zu immobilisieren
[82], um die Voraussetzungen zu schaffen deren Adhasionskrafte auf
unterschiedlichen Materialien messen zu konnen; allerdings wurden die Bakterien
dazu mit Glutardialdehyd fixiert.

Um solche Messungen in fur lebende Zellen vertraglicher Umgebung zu realisieren,
wurde das ,,Zelladhasionskraftspektroskop* konzipiert:
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3.3 Das Zelladhasionskraftspektroskop

Zur Vermessung von Zelladhasion stehen viele Techniken zur Verfigung (Abschnitt
3.2). Das Kraftmikroskop ist unter den neu entwickelten Methoden dabei sehr stark
vertreten. Der unmittelbare Vorteil des Kraftspektroskopes gegentber anderen
Methoden liegt in seiner Vielseitigkeit, der Angstrgm genauen Positionierbarkeit und
der direkten Zuganglichkeit des Kraftsignals bei hoher Kraftauflosung. Der im
folgenden beschriebene Aufbau ist flr die Zelladhasionsmessung optimiert worden.

3.3.1 Aufbau

Da Zellen eine typische Ausdehnung von 10 bis 20 um besitzen und bereits durch
geringe Krafte stark verformbar sind, war es fur die Untersuchung von
Zelladhasionskraften erforderlich den Stellweg des Kraftsensors in z-Richtung auf
etwa 100 pum zu erweitern. Abbildung (Abb. 3.13) zeigt den Aufbau des in dieser
Arbeit verwendeten Zelladhéasionskraftspektroskopes.

37 °C
5% CO2

Abb. 3.13: Skizze des Zelladhésionsspektroskopes: der Laserstrahl wird Uber eine
Glasfaseroptik (von links) eingekoppelt. Der 100 um Piezo fiihrt die Petrischale Gber
dem Mikroskopobjektiv (von unten) an den Kraftsensor unter dem Plexiglasblock (mit
freundlicher Genehmigung von W. Dettmann, LMU Munchen).
Die Positionierung der Zellen in einer Zellkulturschale mit Nahrmedium unter dem
Kraftsensor geschieht manuell mit einem x-y-Kreuztisch an dem eine
Petrischalenhalterung montiert ist. Dieser wiederum wird von dem 100 pm
Piezoelement in z-Richtung bewegt. Die Kontrolle der Position und des Zustandes
der Zellen vor, wahrend und nach dem Experiment geschieht optisch mit einem

Lichtmikroskop von unten. Die Einheit aus Laserdiode, Kraftsensor und
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Diodendetektor wird von oben auf die Anordnung plaziert. Der Plexiglasblock, an
dessen Unterseite der Kraftsensor befestigt ist, taucht in die Petrischale ein, um einen
definierten Ubergang des Laserstrahls in das Zell-Medium zu vermitteln. Uber eine
elektrische Widerstandsheizung und COj-Begasung kann das Kraftspektroskop
unter Zellkulturbedingungen bei 37°C und 5% CO,-Gehalt in einem keimreduzierten
Plexiglaskasten betrieben werden.

3.3.2 Betriebsmodi

Wie beim Kraftspektroskop wird der Sensor durch den Steuerpiezo mit der Probe bei
der ausgewahlten Geschwindigkeit in Kontakt gebracht. Dabei wird die Auslenkung
des Sensors zu jedem (oder einer gemittelten Anzahl) der Uber einen
Dehnmelstreifen ausgelesenen Positionspunkte des Piezos registriert. Bei Vorwahl
einer bestimmten Kontaktkraft halt die Piezosteuerung im Moment des Erreichens
der entsprechenden Kraftsensorauslenkung an und hélt diese Kraft Uber einen
einstellbaren Zeitraum zwischen 1 ms und 50 min konstant, bevor der Sensor wieder
von der Probe wegbewegt wird. Dabei wird die Adhéasionskraftkurve analog der
Anndherung aufgezeichnet. Auf diese Weise kdnnen Kontakte Uber wéahlbare Zeiten
stabil bei konstanter vorgegebener Kraft etabliert werden und deren Auswirkungen
geschwindigkeitsabhangig als Adhasionskraftkurve weiter ausgewertet werden.

Die Kraftsignale sind um so empfindlicher, je weicher die Federkonstante des
Sensors ist, deren Bestimmung duch die Steuersoftware unterstitzt wird (Abschnitt
3.4.2).

3.3.3 Kraftsensor Modifikationen

Zum Befestigen einer Zelle am Kraftsensor ist die unspezifische Adhéasion von Zellen
an vielen Festkorpern zunachst sehr praktisch, wobei sich nach einiger Zeit viele
Zellen wieder vom Sensor ablosen. Im Anhang sind Strategien der Zell-
immobilisierung an Oberflachen beschrieben. Aulierdem ist die Sensorspitze fur die
Zelladhasion im Vergleich zu glatten Flachen eher hinderlich. Kraftsensoren ohne
Spitze sind zwar handelstblich (Digital Instruments, Santa Barbara, Kalifornien,
USA), haben aber eine zu groBe Federkonstante um hochauflosende
Kraftexperimente an den sensiblen Zellen zu bewerkstelligen. Die derzeit auf dem
Markt erhaltlichen Kraftsensoren sind daher fur den Gebrauch mit Zellen erst nach
den folgenden einfachen Modifikationen geeignet:
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3.3.3.1 Spitzen entfernen

Das Entfernen der Sensorspitze vom Federarm eines weichen Sensors (Park, Santa
Clara, Kalifornien, USA) erleichtert das Adharieren von Zellen am flachen Ende der
Sensorfeder und schliel3t die Beteiligung der moglicherweise Uber die Zelle
herausragenden Spitze bei der Interaktion mit anderen Zellen aus. Mit einer feinen
modifizierten Pinzette kann man die Sensorspitze wegbrechen ohne die
Funktionalitdt des Federarms fur Zelladh&sionsmessungen zu beeintrachtigen
(Anhang).
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Abb. 3.14: REM Aufnahmen (Armin Kriele) von modifizierten Kraftsensoren: links:
Federarm mit abgezwickter Spitze und durchgezwicktem Armchen, daneben ein
Sensor mit angeklebter Kugel. Rechts: VergroRerung der Klebestelle am Kraftsensor.

3.3.3.2 Erniedrigung der Federkonstante

Analog geht man vor, wenn ein Arm des Kraftsensors durchgezwickt wird, wodurch
sich die Federkonstante zur Erhéhung der Kraftempfindlichkeit halbiert. Die dabei
entstehende paddelartige Struktur (Abb. 3.14) erhoht allerdings auch die
Empfindlichkeit des Sensors gegen hydrodynamische Einflisse bei schnellen
Bewegungen.

3.3.3.3 Kugeln kleben

Eine weitere Modifikation, die 1997 von dem Biologen R. Rdspel (MdB) [83]
entwickelt wurde, um flachige Zellverbande am Kraftsensor zu befestigen, besteht
im Ankleben von Kugeln auf den Kraftsensor (Abb. 3.14 und Anhang).

3.4 Wechselwirkungen in fluiden Medien

Das Zelladhasionskraftspektroskop wird typischerweise in Zellkulturmedien
(Anhang) betrieben, da fast alle Zellen in flissiger Umgebung leben. Durch Eigen-
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schaften der Flussigkeit, wie z.B. deren lonengehalt, werden einige Kraftwechsel-
wirkungen beeinfluf3t.

3.4.1 Statische Nahkrafte

Noch bevor der Kraftsensor bei Anndherung an das Substrat mit der Oberflache in
Kontakt kommt, wirken dieselben Krafte auf ihn, die bereits bei den nichtkovalenten
Bindungen (Abschnitt 2.2.2) erwahnt wurden. Die wichtigsten statischen Kréafte in
ionenhaltigen Flussigkeiten sind die elektrostatische, die van-der-Waals und die
hydrophil-hydrophobe Wechselwirkung:

F(2) = Fyga (D + Faw (2 + Fygropn (2 (3-2)
Die Krafte F einer mit s geladenen ebenen Oberflache im Abstand z auf eine
mit s; geladenen Kugel vom Radius R (R » 20 nm fUr eine Sensorspitze)
Salzlésung betragt gemaf der DLVO - Theorie [40]:

4p o
F Z2Y=Rs s —~—| *e'p®
elstat() R t seeo D

H 3-3
deW(Z) =- 6_;[ ( )

Dabei ist H die Hamaker Konstante und | 5 die Debye-Lange, die ein MaR fur die
Reichweite der Wechselwirkung ist [84]. In Medien mit physiologischen
lonenkonzentrationen liegt sie unter 1 nm. Sie errechnet sich aus den
Konzentrationen c; der lonen in der Losung und deren Wertigkeit g; wobei e die
Elementarladung, € und €, die Dielektrizitatskonstanten bezeichnen:

| = ee KT
"€ Seq’ (3-4)

Die hydrophil-hydrophobe-Wechselwirkung  F,,,(2) reprasentiert entropische
Losungsmitteleffekte im Nahfeld der Bindungspartner. Sie tritt bei Messungen an
Luft wesentlich starker in Erscheinung und beruht hauptséachlich auf dem Phanomen
der Oberflachenspannung eines, wegen der naturlichen Luftfeuchtigkeit auf
hydrophilen Oberflachen immer vorhandenen, dinnen Wasserfilms.

Durch gezielte Variation des lonengehaltes des Melimediums kann man die lokalen
Krafte zwischen der Abtastnadel eines Kraftmikroskopes und der Probe geschickt
ausbalancieren, um hochste Auflosung an Biomolektlen zu erreichen [55]. Bei der
Untersuchung lebendiger Zellen legen allerdings deren Vitalitdtsgrenzen die
lonenzusammensetzung des Mediums fest. Daher kénnen die an der Adhéasion
beteiligten  elektrostatischen Krafte nur begrenzt durch Variation der

lonenkonzentrationen charakterisiert werden.
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3.4.2 Dynamische Krafte

Ein kraftefreier Sensor zeigt, je nach Temperatur und Federkonstante, statistische
Auslenkungen von etwa 0,01 bis 3 nm. Bei guter Unterdrickung des elektronischen
und akustischen Rauschens und Vernachlassigen des "Shotnoise” durch den
detektierenden Laserstrahl ist das thermische Rauschen des feinen Kraftsensors die
Ursache dieser Auslenkungen [85]. Die Amplituden sind in den Resonanzen des
Sensors am grofRten und kdnnen zum Bestimmen der Federkonstante des Sensors
verwendet werden [58]. Durch die Dampfung in Flussigkeit werden die
Resonanzfrequenzen zu tieferen Frequenzen verschoben.

Bei Annédherung an eine Oberflache verringert sich, durch die Einengung des fluiden
Raumes auf einen Halbraum, die Amplitude der thermischen Sensorbewegung bis
zum Kontakt auf das MaR3, mit dem die Oberflache oszilliert.

Durch das Hin- und Zurtickbewegen des Sensors wahrend eines Kraftexperiments
zur bzw. weg von der Probe, bietet das umstrémende Medium einen
hydrodynamischen Widerstand. Er ist als ,entgegen der Bewegungsrichtung
wirkende* Kraft meRbar und sowohl proportional zur Geschwindigkeit als auch
zum reziproken des Abstandes von der Oberflache (Abb. 3.15). Besteht keine
Attraktion zwischen Sensor und Oberflache, so eliminiert man diese Scheinkraft
typischerweise durch Mittelwertbildung aus Anndherungs- und Ruckzugskraft-
kurve. Die Auswahl der optimalen Geschwindigkeit (zwischen 1 und 7 pm/s) ist,
abhangig von der Federkonstante, ein Balanceakt zwischen (bei Zellmessungen
erheblichen) Drifteffekten und hydrodynamischen Einfllssen.
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Abb. 3.15: Kraftkurven (unten: Anné&herung; oben: Entfernung von der Oberflache) mit verschiedenen
Geschwindigkeiten. Das thermische Rauschen ist besonders in der ersten Kraftkurve zu
erkennen; Federkonstante: 4 mN/m. Der Einflul der Hydrodynamik (Differenz der
Kurvenintegrale) steigt linear mit der Geschwindigkeit (Grafik ganz rechts).
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3.5 Adhasionskraftmessungen an Zellen

Zur Charakterisierung der Adhéasion aus der Form der Kraftkurve gibt es
verschiedene Ansétze:

3.5.1 Quantifizierung der Adhésion

Intuitiv ist die Maximalkraft F_ ein verntinftiges MaR fur die Adhasionsstarke. Um
die Form der Kurve starker zu bertcksichtigen, kdnnte man rein mechanistisch die
Bindungsenergie aus dem Integral unter der Kraft-Dehnungs-Kurve ermitteln [81].
Wegen der Irreversibilitat des dissipativen Zelltrennungsvorganges ist die dabei in
Kauf genommene Vernachlassigung der Reibungsverluste, der Zelldeformation und
der Sprungstellen an Abrissen sicherlich unzuldssig. Auch die Dehnungslange bis
zur vollstandigen Zelltrennung gibt wegen obiger Einschrankung nur bedingt
Auskunft Uber die Adhéasionsstarke. Im Kapitel 4 werden verschiedene
adhasionsbeeinflussende Faktoren und deren Auswirkungen auf die Kurvenform
analysiert.

3.5.2 Schwierigkeiten und Artefakte

Alle Arten von Storungen des detektierenden Laserstrahls erzeugen im Detektor
Signale, die vom Rechner als Sensorauslenkungen interpretiert werden. Oft kdnnen
sie aber beim Auswerten augenscheinlich erkannt und meist eliminiert werden.
Beispielsweise kdnnen, von Zellen ausgesonderte, Schwebteilchen in der Ldsung,
solche Stérungen verursachen.

Zellen, die sich auf, oder sogar unter dem Kraftsensor in der N&he des
Laserreflexpunktes befinden, kénnen den Strahlengang defokussieren oder partiell
verdunkeln, wenn sie sich bewegen oder sich innerlich umstrukturieren. Dabei
»verwackeln® die Kraftkurven meist (Kapitel 5), konnen aber auch vdllig
unbrauchbar werden. Solche Einflisse sind zwar identifizierbar, aber selten ist das
tatsachliche Kraftsignal rekonstruierbar.

Einen wichtigen EinfluR auf die Sensorauslenkung haben Temperatur-
schwankungen, da der Sensor aus goldbedampftem Silizium-Nitrid (SisN4) als
Zweischichtsystem  mit  unterschiedlichen  Warmeausdehnungskoeffizienten
bimetallische Eigenschaften aufweist. Dieses Driftartefakt ist besonders nach dem
Einbau eines neuen Sensors oder beim Wechsel der MeRflissigkeit spurbar und
verschwindet nach Erreichen des thermischen Gleichgewichtes zwischen Sensor und
Umgebung. Ahnliche Einfliisse konnen starke Schwankungen der Raumlicht-
intensitat, besonders wahrend langer Zellkontakte von bis zu 40 min, haben.
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4 Zellinteraktionen mit Oberflachen

Die Reaktionen von Zellen auf Festkorperoberflachen sind von der Beschaffenheit
der Oberflache, dem umgebenden Medium und dem Zelltyp abh&ngig. Besonders
far die Transplantatforschung ist es wichtig, zellvertragliche Oberflachen zu
schaffen.

Wie in Abschnitt 3.2 beschrieben reichen die Methoden zur Untersuchung der
Substrathaftung von Zellen vom mikroskopischen Augenschein der Zellform tber
Scherstromungsbestandigkeit [72,86] der Zellhaftung und Zentrifugationsmessungen
[73] bis hin zu mikromanipulatorischen Experimenten.

Eine anfanglich adhésive Oberflache kann nach einigen Tagen von der Zelle wieder
abgestollen werden. Daher ist die Zeitskala auf der Zelladh&asionen betrachtet
werden von entscheidender Bedeutung.

4.1 Kraftmessungen unspezifischer Adhéasionen

Mit dem hier verwendeten Kraftspektroskop sind Kontaktzeiten zwischen Zellen
und Oberflachen von einigen Millisekunden bis zu einer Stunde sinnvoll mel3bar.
Auf diesen Zeitskalen sind direkte Wechselwirkungen der Oberflachenmolekuile von
Zellen aber auch erste zellular gesteuerte Reaktionen auf die fremde Oberflache
beobachtbar.

Erfahrungsgeman reagieren die meisten Zellen auf Festkorperoberflachen adhésiv,
da Proteine generell auf Grund von Ladungseffekten oder aus entropischen Griinden
an solchen Oberflachen adhérieren oder gar denaturieren. Daher werden vielen
Zellkulturmedien aus Rindern gewonnene BSA- oder FCS-Molekile beigemischt, die
unspezifisch an Festkdrperoberflachen adhéarieren, um unspezifische Zellreaktionen
mit fremden Oberflachen (Petrischalen, Glaspipetten etc.) zu unterdrtcken. Auf
diese Weise wirken viele Oberflachen zellfreundlich oder zumindest neutral fur
Zellen. Andererseits kann man sie auch gezielt zelladhasiv beschichten. Etablierte
Methoden sind, je nach Zelltyp, Beschichtungen mit Lysinen oder Bestandteilen der
ECM (Abb. 2.5) wie Kollagen, Fibronektin oder Laminin (Anhang).

Da der Kraftsensor selbst eine FestkOrperoberflache darstellt, lag es nahe mit
verschieden beschichteten Kraftsensoren kraftspektroskopische Messungen auf
Zellen durchzufuhren. Dabei stellte sich allerdings heraus, dall zum einen die
pyramidale Struktur der Sensorspitze keine verninftige Abschatzung der
Kontaktflache auf den zum Teil stark strukturierten und sehr weichen
Zelloberflachen zul&sst, und zum anderen mit oder ohne Beschichtungen der Einflull
der unspezifischen Festkorperwechselwirkung der negativ geladenen Si,N,-Spitze
Uberwiegt. Mit einem BSA-beschichteten Kraftsensor, dessen wechselwirkende



Kraft [nM]

Zéellinteraktionen mit Oberflachen 31

Oberflache durch eine angeklebte Kugel besser abgeschatzt werden kann, sollte die
unspezifische Zellhaftung deutlich reduziert und besser spezifiziert werden kénnen
(Abb. 4.1).

beschichtete Kugel
am Kraftsensor

Experiment auf einer Zellschicht

Abb. 4.1: Modifikation des Kraftsensors und Skizze des Adhé&sionsexperimentes einer Kugel
auf einem Zellrasen.

Die folgenden Zelladhasionskraftmessungen sind mit dem in Abschnitt 3.3
beschriebenen Zelladhasionskraftspektroskop unter Zellkulturbedingungen (35°C;
5% CO,) durchgefuhrt worden. Die Adhéasion von BSA-beschichteten Kugeln an
Epithelzellen* (HEC-1-a, RL95-2), die eigentlich als schwach vermutet wird, erscheint
im Kraftspektroskop als nicht unerheblich, wenn man sie im Vergleich zur, als stark
angesehenen, Fibronektin (FN) Adhasion betrachtet (Abb. 4.2).

; . . 10
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30 HEC-Zellen 30— RL-Zellen 307 RL-Zellen 8 RL-Zellen
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Abb. 4.2: Kraftkurven verschieden beschichteter Kugeln auf Epithelzellen (HEC und RL)
nach Kontaktzeiten von 1, 10 und 40 min bei Kontaktkraften von 5 nN.

Die Vermutung liegt nahe, daR die Neutralisation durch BSA-Beschichtung von der
unspezifischen Festkorperwechselwirkung dberwogen wird, die unspezifisch

* Die hier verwendeten Epithelzellen werden im Abschnitt 5.1.3 und im Anhang eingehend
beschrieben.
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adharierenden BSA-Molekule durch die zellularen Molekule diffusiv verdrangt
werden (Vroman Effekt [87]), oder die BSA-Molekule gar adhasiv mit diesen Zellen
interagieren. Uberzeugender konnte die unspezifische Zelladhasion an Festkorpern
durch Verwendung der kovalent angekoppelten Carboxymethylamylose (Anhang)
am Kraftsensor unterdrickt werden (Abb. 4.2 D). Die Fibronektinbeschichtung
wurde kovalent an die Amylose angekoppelt (Anhang). Der Verlauf der Fibronektin-
Adhasionskraftkurve (Abb. 4.2 C) weicht als einziger von der etwa glockenférmigen
Gestalt der Kraftkurven aller anderen Festkorper — Zellwechselwirkungsmessungen
ab. Darum soll er aus der formellen Behandlung in diesem Kapitel ausgeklammert
und erst im Kapitel 5.1.6 eingehend diskutiert werden. Die kraftspektroskopischen
Daten sind nur aus Adhé&sionen auf der Sekunden bis Minuten Skala rekrutiert, zum
Teil bei Kontaktkraften von einigen Nanonewton, die unter Zellkulturbedingungen
gewohnlich nicht auftreten. Daher sind sie nur bedingt mit Adhéasionsabschatzungen
aus Langzeitzellkulturexperimenten vergleichbar.

Bei den Adhéasionsmessungen mit verschieden funktionalisierten Kugeln von etwa
70 um Durchmesser auf einem Zellrasen sind in der Regel mehrere Zellen mit einer
sehr groflen Zahl von Molektlen beteiligt. Die Zellen lassen sich bei starker
Adhéasion oft Uber 10 pum hinaus dehnen (fast linearer Kraftanstieg bis zur
maximalen Adhasionskraft), bis die Belastung fur die Bindungen zu grof3 wird, diese
aufgehen und dadurch die Haltekraft der Zelle wieder nachlait.

Die Starke der Adhéasion hangt unter anderem stark von der Kontaktflache K ab, die
aus der Eindrickung z und dem Kugelradius R geometrisch bestimmt werden kann:

Kontaktkraft fe
L grof3

klein*

Kontaktflache K
Abb. 4.3: VergréRerung der Kontaktflache durch die Kontaktkraft.

Aus geometrischen Grinden gilt:

K:p-(ZR-z-zz)»ZR-p-z (4-1)

Far die hier verwendeten Kugeln vom Radius 35 +5 um betragt die Kontaktflache bei
einer Kontaktkraft von 3 £1 nN mit einer Eindrucktiefe von etwas tber 2+ 0,5 um
ungefahr 500 £180 pm?2.
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Die Form der Kraftkurve hangt neben der Anzahl und der Starke der Bindungen
auch von den viskosen und elastischen Eigenschaften der Zelle ab. Um diese in
einem ersten Schritt zu erforschen, bietet das Kraftspektroskop ideale Voraus-
setzungen.

4.2 Elastizitatsmessungen

Durch die Vermessung des Eindriuckverhaltens einer Kugel am Kraftsensor auf
Zelloberflachen kann man deren visko-elastische Eigenschaften kraftspektroskopisch
vermessen.

Das klassische statische Modell zur Beschreibung von aufeinanderdrickenden
isotropen Korpern mit spharischen Oberflachen ist vor tiber 100 Jahren von H. Hertz
entwickelt worden [88].

Fur den speziellen Fall einer Kugel vom Radius R, die auf eine Ebene druckt, gilt:

16 RXE
o= o (+2)

E Dbezeichnet den Elastizititsmodul des Materials des Halbraumes. Das
Poissonverhéltnis n ist, unter der idealisierten Annahme von Volumenerhaltung -
also reiner Gummielastizitat, 0,5. Das gilt aber nur fur kurzzeitige Belastung der
Zelle (hier ca. 50 ms), bei der viskose Effekte nicht zum Tragen kommen.

Als typische Werte fur Epithelzellen erhélt man Elastizitdten von etwa 500 bis
4000 Pa.

HEC: E»23+15kPa
RL: E»3,1+2,0kPa
JAR: E»19+13kPa

Tabelle 4.1

Solange die eindriickende Bewegung so schnell und gering ist, dal Viskositaten
nicht zum Tragen kommen, ist deren Vernachlassigung vernunftig.

Das Zell-Kraftspektroskop kann zur Bestimmung der viskoelastischen Eigenschaften
der verschiedenen Zellen im "visko-elastic-response-mode” verwendet werden. In
diesem Modus wird die Kraftantwort der Zelle auf ein Dehnungsmuster mit einem
adhasiven Kraftsensor Uber einen bestimmten Zeitraum aufgezeichnet:

4.3 Viskositatsmessungen

Die viskoelastischen Eigenschaften einer Zelle werden wesentlich durch ihr
Zytoskelett bestimmt. Aus rheometrischen Messungen [76,89] sind viskoelastische
Daten zu Bestandteilen des Zytoskelettes bekannt. Die erste Bestimmung der
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Zellelastizitat Gber die Verbiegung einer Feder beim Drucken auf eine Zelle analog
dem Kraftmikroskop [90,91] erfolgte 1932 [92]. Neuere Arbeiten driicken [74] und
dehnen [70,93] die Zelle mit Mikropipetten ahnlich der hier entwickelten Technik:
Mit einer fibronektinbeschichteten Sephacrylkugel am Kraftsensor wird nach
Kontaktzeiten von etwa 20 Minuten bei Kontaktkraften um 3 nN eine starke
Adhéasion zu den hier verwendeten Epithelzellen aufgebaut (Abb. 4.2 C).
AnschlieBend wird vom z-Piezo ein ,,Rechteckmuster* durchlaufen, wie in Abb. 4.4
dargestellt: Die Zellen werden etwa 3 pm gedehnt, die Position wird etwa 30
Sekunden gehalten bevor die Ausgangsposition wieder angefahren wird und bis zu
Beginn des néachsten Zyklus fur ebenfalls 30 Sekunden gehalten wird. Um die
Viskoelastizitat der Zelle ohne den EinfluR sich Iésender Bindungen zu erhalten,
beschrankt man die Dehnung z auf Auslenkungen unter 5 pm. So wird die Zelle
noch nicht so stark gedehnt, daf? sich merklich Bindungen lésen kénnen.

‘ < 3.10um - <-3,73pm
1| «—27,65€C - -—27 . 6sec >
04 A~

Dehnung [um]
T

140 160 180 200 220 [sec]
81 _A.5nN 4,6nN -8
/ / 1
6 _0,36/sec -O,37/SEC L 6
L |
= start =
<
= 1,2nN l =
E 47 4 "E
x <
27 -2
01 B CL 0
T T T T T T T T T
140 160 180 200 220 1 2 3 4
Zeit [sec] Dehnung [Hm]

Abb. 4.4: Ein Rechteckdehnungsmuster (A), vermittelt durch eine FN-beschichtete Kugel am
Kraftsensor, ruft eine charakteristische Kraftantwort einer RL-Zellschicht hervor. Sie
kann gegen die Zeit (B) und gegen die Dehnung (C) aufgetragen werden.
Die Rechteckdehnung wurde ausgewahlt, da fur die gangigen Festkorpermodelle
(Maxwell-, Voigt- und Kelvin- Korper) analytische Loésungen in Form von
sogenannten Kriechfunktionen existieren [94].
Da die Messungen am besten mit dem Kelvin- Modell Gbereinstimmen, wird es zur
weiteren Auswertung herangezogen. Es besteht aus einer Feder m und einer
Viskositat n, in Serie, denen eine zweite Feder m parallelgeschaltet ist (Abb. 4.1).

® Das war vermutlich der GroBvater des Zelladhasionskraftspektroskopes.
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Beim Einschalten (t=0) der Rechteckdehnung wird angenommen, daf die Viskositat
n-z vernachlassigt werden kann (z<<z). Somit erhdlt man idealisiert ein rein
federartiges Verhalten der Gesamtkraft (F=(m+m)-Dz). Nach geniuigender Haltezeit (t
>> n,/|,) sind die viskosen Anteile der Zelle relaxiert, und die Endkraft gibt den

Wert fur einen federartigen Zustand m.
m

- =t
Aus dem exponentiell abklingenden Kraftverlauf (F(t)» e . ) bei  fester
Piezoauslenkung, erhalt man n, aus dem Exponentialfit im relaxierenden Teil der
Kraftkurve. In Abb. 4.5 sind die einzelnen Schritte noch einmal verdeutlicht.

F= fptg v pep} a2 | Foet WL oy iz

(‘_—_‘-\

= Zelle é’“‘ % %

L4

“—#—#’

Abb. 4.5: Schematische Darstellung der Gewinnung der Kelvin-Elemente aus der
Kriechfunktion.

Die verwendeten Zelltypen (HEC-1-A; RL-95-2; JAR; Abschnitt 5.1.3) unterscheiden
sich demnach in ihren viskoelastischen Eigenschaften folgendermalen:

m= m= n=
HEC:| 0,8+0,6 1,5+0,9 7,9+3,8
RL:| 1,604 3,1+0,8 13,0 £4,7
JAR:| 1,1%05 35+1,1 16,5 £5,2
NN/mm NnN/mm NN-s/mm

Tabelle 4.2

Zur Bestimmung dieser Werte wurden etwa 30 Kriechfunktionen pro Zelltyp
ausgewertet. Auf diese Weise kdnnen charakteristische Daten Uber Zug- und
Drucklastverhalten des Zytoskeletts gewonnen werden [94,95].

Beim Trennen der Zellen mit konstanter Zuggeschwindigkeit ist nicht zu
unterscheiden, ob die Bindungen aufgrund der Zeitdauer der Belastung, oder durch
die zunehmende Starke der Belastung aufgehen. Daher wurden diese
Viskoelastizitaitsmessungen auch in einem Bereich durchgefuhrt, in dem die Zellen
schon sehr weit gedehnt waren. In der Relaxationsphase sollten eventuell sich
offnende Bindungen beobachtbar sein.
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Viele Bindungen gehen durch das Aufbauen der Belastung an der
Rechtecksignalflanke auf, wahrend in der Relaxationsphase keine Bindungs-
trennungsstufen erkennbar sind. Bei Dehnungen Uber 20 um geht die Form der
Kriechfunktion bei den HEC-Zellen in die des Maxwell-Kdrpers tber. Dies entspricht
dem Verlust der parallelen Elastizitat m, sodall die HEC-Zellen in diesem Bereich
offenbar rein viskos ohne zytoskelettale Elastizitdt gedehnt werden. Die RL-Zellen
weisen diesen Ubergang ab etwa 40 pm Dehnung auf. Bei Messungen mit
lektinbeschichteten Kugeln konnten in der Relaxationsphase einige Abrif3stufen
beobachtet werden, was eine geringere Belastbarkeit der Zell -Lektinbindung
bedeuten kdnnte.

Langsam und in kleinen Stufen, bis in den weit gedehnten Bereich durchgefihrte
Dehnungsexperimente bewirken eine stete plastische Deformierung der Zelle durch
Reorganisationsvorgange des Zytoskeletts. Dadurch verschiebt sich der theoreitische
Kontaktpunkt unkontrollierbar, und beim Auftreten von Drift ist die Bestimmung
des Kraftnullpunktes nur noch schatzungsweise moglich. Solche Um-
ordnungsprozesse im Zytoskelett wurden vornehmlich an den sehr weichen JAR-
Zellen und den RL-Zellen beobachtet, wahrend der elastische Beitrag des
Zytoskelettes bei den HEC-Zellen mit zunehmender Dehnung immer weiter
zuruckgeht. AuBerdem halten die Bindungen der RL- und JAR-Zellen zur
Fibronektinkugel selbst nach Dehnungen von Uber 10 pm Entfernung vom
Kontaktpunkt den dabei auftretenden hohen Kraften stand. Fur die HEC-Zellen war
dies nur annéhernd in Bereichen von unter 5 nrm und kleinen Kraften weit vor dem
Erreichen der Maximalkraft der Fall, was darauf hindeutet, dal} die Bindung an das
Fibronektin oder die zytoskelettalen Verankerungen bei diesen Zellen weniger
ausgepragt sind.

4.4 Das Zell-Tether-Modell

Mit den beschriebenen Daten aus Viskoelastizitats- und Adhasionsmessungen, sowie
mit einigen vereinfachenden Annahmen und ergdnzenden MeRdaten, kann nun ein
Modell zur Beschreibung der Trennungskraftkurven (Abb. 4.2) nach Kontakten mit
Zellschichten erstellt werden.

Die Adhé&sionsantwort der Zellschicht - in Form einer Kraftkurve - auf
unterschiedliche Kontaktzeiten und -krafte dient dabei der Gewinnung und
Uberprifung der erforderlichen Hypothesen um den Vorgang computergestiitzt
nachmodellieren zu koénnen. Das Zytoskelett und andere zur Festigkeit der Zelle
beitragende, zytosolische Bestandteile werden dabei durch das Kelvin-Modell
(Abschnitt 4.3) reprasentiert.
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4.4.1 Bindungsbildung

Zu Beginn des Experimentes wird eine funktionalisierte Kugel am Kraftsensor mit
einer Zellschicht bei einer bestimmten Kraft und fur eine bestimmte Zeit in Kontakt
gebracht. Ab der BerUhrung zwischen Zellen und Kraftsensor kénnen sich
Bindungen ausbilden. Sei es durch unspezifische Wechselwirkungen, wie
Elektrostatik, Van-der-Waals Kréafte, Wasserstoffbrickenbindungen, hydrophoben
oder hydrophilen Wechselwirkungen zwischen zuféllig aneinander geratenden
Molekdlen, oder eben durch gezieltes Sichfinden von spezifischen Rezeptor-Ligand-
Paaren. Teils sind die Bindungspartner in der Zellmembran schon vorhanden, teils
werden sie moglicherweise erst durch das Kontaktsignal von der Zelle synthetisiert
oder aktiviert (Abb. 4.6).

Kontaktkraft (fe ) Bindungsbildung

Bindungsstelle I — — = Pon(t) — — = Bindung

Zelloberflache % Kontaktzeit (tx) [ 1

Abb. 4.6: Die Bindungsbildung an einer potentiellen Bindungsstelle ist abhangig von der
Kontaktkraft und der Kontaktzeit.

Die Gesamtzahl der mdoglichen Bindungen bmax im Kontaktbereich K der Zell-
wechselwirkung ist durch die Dichte der Adhéasionsmolektle d auf der
Zelloberflache begrenzt. Ihr Wert ist in verschiedenen Veroffentlichungen mit bis zu
1000/ um? [96] angegeben.
bmax = d-K (4-3)

Es wird angenommen, dal die Bindungsstéarke aller Adhasionsmolekule gleich grof3
sei, wobei die Wahrscheinlichkeit zum Binden pyn und die zum LOsen peff  Sei.
Abhéangig von der Dauer der Kontaktzeit ty konnen sich Bindungen bis zur maximal
maoglichen Zahl byax finden. Die Wahrscheinlichkeit zur Bildung neuer Adhéasionen
nimmt mit der Anzahl der geschlossenen Bindungen ab, da immer weniger freie
Partner zur Verfugung stehen.

: -1 % ¢ 44
b(t,) =b,, Z1-e O (4-4)

Die Werte der starksten Adhéasion Fyax verschiedener Adhasionskraftkurven nahern

sich mit zunehmender Kontaktzeit einem Sattigungswert (Abb. 4.7). Unter der
Annahme eines exponentiellen Verhaltens von Fmnax kann der Exponent | ( 4-4)
ermittelt werden, der mit der Bindungswahrscheinlichkeit pon, korreliert.
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Abb. 4.7: Die Kontaktzeitabhangigkeit des Adhasionsmaximums einer JAR-Kugel auf HEC-
Zellen (links) dient der Gewinnung des Exponentialkoeffizienten | . Die zunehmende
Belegung der Kontaktflache K durch geschlossene Bindungen bis zur maximal
maoglichen Anzahl bmax ist rechts dargestellt.

Je mehr Kraft auf die Zellkontaktstelle ausgetbt wird, desto groller wird die
Kontaktflache K und folglich auch die Zahl der zu Verfigung stehenden
Bindungsstellen (Abb. 4.3).

Mit dem Hertzmodell [88] laRt sich der Zusammenhang zwischen der Eindriickung z
einer Halbkugel (Radius R>>z) in einen ebenen Halbraum und der daftir bendtigten
Kraft f, beschreiben ( 4-2 ). Einsetzen von ( 4-1) in ( 4-2 ) aus Abschnitt 4.4 ergibt als

Zusammenhang zwischen K und f;

2\2
szﬁ/mmﬁ (45)
16 xE

Adhasionsexperimente mit verschiedenen Kontaktkraften (Abb. 4.8) zeigen einen
linearen Zusammenhang zwischen der maximalen Zelladhasionskraft und
Kontaktkraft des Kraftsensors wahrend eines einminutigen Kontaktes.

[nN] -
15 - 27 ym/sec d

Abb. 4.8: Abhéangigkeit der maximalen 10
Adhasionskraft von der
Kontaktkraft (zwischen JAR-Kugeln
und HEC-Zellen nach Kontakten
von 1 min bei verschiedenen
Separations-geschwindigkeiten). 0 -

Male Adhasionskraft Fmax
I
e

i
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Eindrickung fe

Der Einfachheit halber wird daher ein linearer Zusammenhang zwischen der
Kontaktkraft f und der Kontaktflache K konstruiert, dessen Proportionalitats-

konstante a experimentell oder durch Berechnen des Quotienten ( 4-1 )/( 4-2 )
ermittelt werden kann:

o

dc fa)
d_fe @konstant  ¥#® K»a xf (46)
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Fur alle Zelltypen betragt a etwa 140 + 40 um?/ nN, und als Formel fur die Anzahl
der geschlossenen Bindungen N pro Flacheneinheit in Abhangigkeit von der
Kontaktzeit ty bei der Kontaktkraft fq ergibt sich:

1%
N:=b(t)=axf,dXl-e O (47)

N ist also die Anzahl der Bindungen nach einem Zellkontakt bestimmter Starke und
Dauer, die beim Zurickziehen des Kraftsensors wieder geldst werden mussen.

4.4.2 Die Bindungstrennung

Im néchsten Schritt werden die Eigenschaften der Bindungstrennung in das Modell
eingearbeitet. Die Zelladhéasionskraftkurven sind daftr wieder die Grundlage und
kdnnen grob in drei Bereiche geteilt werden:

Kraft F [n N‘ 09 4

| 0.8 -
I 20 0.7 -

0.6 =

0.5 =

FmaX 0.4 o
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50 100

Abb. 4.9: Schema einer typischen Kraftkurve mit den Abschnitten A,B und C.

A: Der annahernd linear ansteigende hooke’sche Bereich vor dem Maximum der
Kraft gibt Auskunft tber die Zellelastizitat unter Zugbeanspruchung.

B: Im Bereich um das Maximum ist die Zelle "bis zum Zerreifen" gedehnt und ein
Groliteil der Bindungen muf} dieser maximalen Belastung nachgeben.

C: Im abklingenden Bereich nach dem Maximum, reiRen nach und nach alle
ubrigen Bindungen in gut erkennbaren einzelnen Stufen vollstandig ab.
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FUr das Modell werden diesen drei Abschnitten zwei Mechanismen zugeordnet,

wobei der zweite Abschnitt (B) mit dem Kraftmaximum den Ubergangsbereich

zwischen diesen beiden Mechanismen darstellt:

1. Dehnung des Zytoskelettes
Im hooke’schen Bereich sind noch so viele Bindungen aktiv, dal die Zelle als
Ganzes, somit vornehmlich das Zytoskelett, wie eine Feder gedehnt wird. In
diesem Bereich sind auch die Viskoelastizitatsdaten ermittelt worden (Abschnitt
4.3). Im Ubergangsbereich konnen die Bindungen der zunehmenden
Zugspannung des elastisch gedehnten Zytoskelettes nicht mehr standhalten. Aus
den Kraftkurven ist jedoch weiterhin eine extreme Dehnung der Zellen bei
abnehmender Kraft erkennbar. Allerdings kann die Zelle die Verbindung zum
Kraftsensor nur noch tUber Bindungen aufrecht halten, die vermutlich gar nicht
oder nur schwach mit dem Zytoskelett verankert sind.

2. Tetherbildung
Dieser zweite Mechanismus der Zelldehnung erfolgt Uber schlauchartige
Membranausstilpungen (Tether)f, deren Langen den Zelldurchmesser je nach
Zelltyp um knapp zwei GrolRenordnungen Ubersteigen koénnen [97].

4.4.2.1 Die Tetherbildung

Wahrend die Zelldehnung mit dem vorgestellten Kelvin-Modell gut beschrieben
werden kann, wird nun auf den abklingenden Bereich der Trennungskraftkurve
(Abb. 4.9) ndher eingegangen. Hier existiert eine Verbindung zwischen Zelle und
Kraftsensor, obwohl die Zelle schon ,,maximal*“ gedehnt zerreil}en musste.

Aus der detaillierten Betrachtung dieses Bereiches von Kraftkurven der Trennungen
zwischen BSA beschichteten Kugeln von HEC- oder RL- Zellen erhélt man
Anzeichen fur eine Uberwiegend viskose Ankopplung der Bindungsproteine an die
Zelle (Kelvin-Korper): Die Kurven zeigen, abhangig von der Zuggeschwindigkeit,
»1reppenstufen verschiedener Hohe im Kraftverlauf. Im hier gezeigten Beispiel von
z = 7 um/ s liegen die Stufenhéhen zwischen 20 und 140pN (Abb. 4.10). Die
Stufenhéhen haufen sich im Mittel bei etwa 50 pN. Sie sind nicht durch einen
Kraftanstieg vor dem Abri gekennzeichnet, wie es von einer rein federartigen
Ankopplung zu erwarten ware. (Bei den RL-Zellen sind ab und zu noch Stufen mit
vorausgehender Steigung zu erkennen, was Vvereinzelte Verbindungen zu
Aktinnetzwerkbruchstiicken vermuten l1ai3t.)

® Tether sind am anschaulichsten mit den Faden vergleichbar, die ein auBer Kontrolle geratener
Kaugummi zwischen den Fingern zieht. Ihre Kraftwirkung ist nur wahrend zusatzlicher Dehnung
spurbar.
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Abb. 4.10: Vermessung der Kraftstufen bei der Trennung einer BSA-Kugel von HEC-Zellen.
Die haufigste Stufenhéhe liegt bei etwa 50 pN.

In der Literatur [77,98] sind solche Tetherphdnomene bekannt, und ihre viskosen
Reibungen sind z.B. bei Experimenten mit Erythrozyten 3 pN - s/um bei
Zuggeschwindigkeiten von 0,5 bis 2 um/s vermessen worden [97].

Die Bindungsstellen an der Zelloberflache werden folglich fur das Modell durch je
ein viskoses Element mit dem Zytoskelett verbunden (Abb. 4.6 und Abb. 4.11).

Dies geschieht auch im Einklang mit den im ,visko-elastic-response-mode*-
Messungen in einiger Entfernung (>40 um) vom Kontaktpunkt (Abschnitt 4.3), da
sich die Zellen in diesem Tetherbereich eher viskos verhalten.

4.4.2.2 Das Modell

Kontaktbildung Zelldehnung
. F
f Z
le T Kraftsensor
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Abb. 4.11: Darstellung des Zell-Tether-Modells.

Das Dehnungsverhalten der Zelle lalit sich folglich, wie in Abb. 4.11 skizziert, mit
den zytosolischen Elastizitaten und Viskositaten des Zellkdrpers (Zytoskelett) und
mit einer zusatzlichen membranvermittelten viskosen Ankopplung der
extrazellularen Bindungsstellen beschreiben. Der Kelvin-Korper aus einer Feder (Y,)
und einer Viskositat in Serie (n;), denen eine Feder (u,) parallel geschaltet ist,
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reprasentiert den zytosolischen Teil, der durch die Eigenschaften des Zytoskelettes
dominiert ist. Daran in Serie sind alle Adhé&sionsmolektle individuell uUber
Viskositaten (n,) angekoppelt, um die Tetherbildung zu beschreiben’. Zunachst
werden Zelldehnung und Tetherbildung isoliert betrachtet. Dies ist méglich, da die
beiden Komponenten wie Federn in Reihe geschaltet sind. Zur Unterscheidung
werden alle GroRen, die mit der Zelldehnung zusammenhangen mit ,,1* (und ,,0*)
indiziert wahrend mit ,,2“ die Variablen der Tetherdehnung gekennzeichnet sind.
Aus dem Kelvin-Modell leitet sich die Kraftantwort der Zelle (1) auf eine zeitlich
veranderliche Dehnung z,(t) unter Berucksichtigung der Viskositat n, und der
Federn p, und p, folgendermafen ab:

-1
F1=§e—1-+ 2 +myz =0 (12;2) (4-8)
en X, m>x,g
FUr z, und z, gilt dabei:
7,(t) +2,(t) =z(t,) (4-9)
Far alle N Tether ist die Kraft f, auf die j-te Bindungsstelle:
10 =2 nl) (4-10)

Die Gesamtkraft F, wverteilt sich wegen der Parallelschaltung aller Bindungs-

viskositaten n’ geman

N
— . [} (J) — . — x nn '
F, szjaz_lnz N xz, 1, = N xf, né”:n2;1£j£N (4-11)
auf die insgesamt N identisch mit n{”’ =n, angekoppelten Bindungen. Wird der
Kraftsensor mit der konstanten Geschwindigkeit z zuriickgezogen, dehnen sich
sowohl die Zelle (1) mit z als auch die einzelnen Viskositaten (Tether) an den

Bindungen (2) mit z. Dabei gilt allgemein

z=17z +z = const (4-12)
und
z=7 +g (4-13)

Die Kraft, die dabei am Kraftsensor gemessen wird, ist wegen der Serienschaltung
der Zelle (1) und der Tether (2) dieselbe, die am Kelvin-Element (1) zieht, und auf die
Gesamtzahl der viskos gekoppelten Bindungen (2) wirkt:

F=F=F (4-14)
Die Bruchwahrscheinlichkeit flr eine belastete Bindung ist abhangig von der Starke
f, und der Dauer t, der Zugbelastung der Bindungsstelle [99].

" Im Gegensatz zur molekular beschichteten Kugel sind im Falle der mit JAR-Zellen bewachsenen
Kugel am Kraftsensor entsprechend zwei solcher Zell-Tether-Modelle in Serie zu betrachten.
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P ist die Wahrscheinlichkeit, dafl die Bindung nach der Belastungszeit t. noch
vorhanden ist:
Loy

r

Pt ) =e E (4-15)
I, sei dabei ein Mal3 fiir die mittlere Belastbarkeit der Bindung. (,,Wie lange kann im
Mittel welche Last ausgehalten werden?* vgl.: (2-5))
Da ( 4-6 ) die Anzahl aller geschlossenen Bindungen zur Zeit t=0 beschreibt ergibt
sich die Anzahl der nach der Zugzeit t. vorhandenen Bindungen N(t,) zu:
e
N(t )=Dbt)>xe ° (4-16)
Aus der Summe der noch vorhandenen Bindungen N(t,) nach der Zugzeit t, und
Gleichung ( 4-11) ergibt sich dann die Gesamtkraft F=F,:

F, = N(t,)xz 1, (4-17)
Damit und unter Verwendung von ( 4-16 ) und ( 4-14 ), wobei die Kelvin-Formel ( 4-8

) mit g abgekurzt wurde, erhalt man schliel3lich eine verschrankte Formel fur den
Verlauf der gemessenen Kraft f,auf die Einzelbindung:

f=2n = F _ Ot:z32)
2 27N() -%m (4-18)
b(t,)xe ©

Die Nebenbedingungen ( 4-12 ) und ( 4-13 ) reichen nicht aus um das System
analytisch vollstdndig zu l6sen, da schon g nicht allgemein I0sbar ist. Eine
computergestutzte Naherungslosung wird wegen der Serienschaltung der beiden
Komponenten Zelle (1) und Bindungen (2) wiederum getrennt behandelt:

Um die Zugkraft der Zelle fur die kontinuierliche Dehnung z mit der nicht
konstanten Geschwindigkeit z zu ermitteln, wird sie iterativ bestimmt und wéahrend
jedes Zeitschrittes Dt wird die Dehnung als konstant betrachtet. Die aktuelle
Auslenkung der Zelle betragt folglich nach dem i-ten Schritt:

L4 :
zZ"=a Dtz (4-19)
k=0

Die Kriechfunktion der Zelle besitzt flr eine konstante Dehnung und identische
Zeitschritte Dt eine analytische Losung mit konstantem g,:

) _Dtg
& : & "
F=m - G- e Tetipg =ig0z pt, = G T =D (o)
¢c e t.o = me mg m
e @

FUr eine Rechnersimulation 16st man ( 4-20 ) fiir jede Dehnstufe Dz = Z'"V + Z" Dt
wihrend des Zeitintervalls Dt und ermittelt fiir jeden Schritt i die Kraft F!’ aus der
Kriechfunktion:
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I:l(i) :go(éi_l)+'2f)>0t) (4-21)

Analog findet die Dehnung der Tether (2) in den gleichen Zeitschritten statt:

z = 5 29Dt (4-22)

k=0

Wobei die Kraft f, auf die einzelne Bindung gemalf ( 4-17 ) aus F, hervorgeht:

£ =2 =n, (4-23)

Mit der Bedingung ( 4-14 ) folgt die Verbindung zwischen den Komponenten Zelle
(1) und Tethern (2):

F" =g, {2 "+ 2 0t)= N“"on, g’ = K (4-24)

Da N explizit von F abhangt, wird fur N der Wert des vorangegangenen
Iterationsschrittes eingesetzt.

Durch Einsetzen der Bedingung ( 4-12 ) erhalt man daraus schlieldlich die zur
Bestimmung von F, nétige Gleichung fiir die Dehnungsgeschwindigkeit Z” der
Tether:

i Go(ZY + 2Dt) (4-25)
ERNICE n, x g, Dt

Aus f, kann nun erst die Zahl der noch nicht gerissenen Bindungstellen N fur den
nachsten Iterationsschritt geman ( 4-16 ) neu bestimmt werden:

f

- 2Dt
N(i) — N(i-l)xe Io (4-26)

—_—12

E 10 — tk =10 min  Bindungen

N

'Z 8 7 d =3/umz2 - 800
)

3 67 fo =3 nN - 600
% 4 — - 400
< 2 — - 200

0 T T T T T T

Dehnung [um]

Abb. 4.12: Rechnersimulation fuir 3 Bindungen/ um? der Belastbarkeit 50 pN-s fiir einen 10
minutigen Zellkontakt und die Anzahl der noch vorhandenen Bindungen.
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Abb. 4.13: Die Ergebnisse der Rechnersimulation fiir 3 Bindungen/um? der Belastbarkeit
50 pN-s sind links als Kraftkurven dargestellt. Das Verhalten der simulierten
Adhasionsmaxima (Punkte) und der gemessenen (Fehlerbalken) ist Klein
dartbergesetzt. Rechts der Verlauf der Geschwindigkeiten der Zelloberflache Z1 und

der Tether z,.
Der Verlauf der simulierten kontaktzeitabhangigen Kraftkurvenscharen entspricht
sehr gut den gemessenen Daten aus Abschnitt 4.1; ebenso auch das Verhalten der
Adhéasionsmaxima.
Die meisten Variablen (t,; f.; z; z;t,) sind direkt durch das Experiment wéhlbar und
dadurch gut bestimmt, wéahrend die Kontaktfliche K damit nur mittelbar
zusammenhangt und dadurch mit weniger Genauigkeit bestimmt ist. Andere
Konstanten sind durch Zusatzmessungen bestimmbar: die Zelleigenschaften,
reprasentiert durch g, aus den Viskoelastizitatsmessungen, oder die Konstanten a
und | durch Auswertung der Adhasionskraftkurven bei verschiedenen
Kontaktkraften und Kontaktzeiten. Die potentielle Bindungsdichte d und der
Viskositatsanteil n , der Tether sind nur grob im Rahmen der bereits bekannten
Daten [96] abschéatzbar. Die folgende Tabelle 4.3 fat noch einmal alle Grolien und
deren Werte, die in das Zell-Tether-Modell eingearbeitet wurden zusammen:

t, Kontaktzeit einstellbar ( Osec....40 min
f.: Kontaktkraft einstellbar ( 1nN...20nN

K: Kontaktflache gemessen (500 +140 mm?
a: Linearisierungsfaktor experimentell bestimmt  ( ca.140 um*/ nN

| Abklingkonstante experimentell bestimmt  ( 0,05/min

d: potentielle Bindungsdichte simuliert ?  0-10/mm? ?
z gezogene Strecke direkt gemessen ( 60-90 um

z Zuggeschwindigkeit einstellbar: ( 1..30 mMm/ sec
t,: Dauer der Zugbelastung direkt gemessen ( 1sec-100 sec

ly: Belastbarkeit einer Bindung abgeschatzt ? 5030 pN- sec ?
O Kelvin-Elemente (Y, ,n, ,u,) experimentell bestimmt  ( Tabelle 4.2

n,. viskoses Element unbekannt (Literatur.) ? 3 %2 pN-sec/mm ?

Tabelle 4.3

)
)
)
)
)

)
)
)

)



Zéellinteraktionen mit Oberflachen 46

Die Belastbarkeit der Einzelbindung |, ist mit 50 pN-s aus den Kraftstufen (Abb. 4.10)
moglicherweise zu hoch angesetzt, da die Belastung der Bindungen mit der
tatsachlichen AbriRkraft, deren Wert hier eingesetzt wurde, vermutlich unter einer
Sekunde liegt. Die unbekannten Parameter d, I, und n , kénnen jedoch durch
sinnvolles Probieren mit dem Modell selbstkonsistent angenahert werden, wobei n,
mit den Messungen von Hochmuth und Evans [97] Ubereinstimmt. Dabei stellen sich
mit den oben angegebenen Werten maximale Bindungsdichten von 4/nm? fur die
unspezifische BSA-Wechselwirkung und nur 0,8/nmm? fiir die Adhéasion an Amylose.
Im Vergleich zu den Abschatzungen anderer Autoren von bis zu 1000/mm? [96]
erscheint die Bindungszahl sehr gering. Allerdings sind in das Modell nur ,,starke*
Bindungen von |, = 50 pN:s eingegangen, die aus den Tetherstufen abgeleitet sind,
viele kleinere Wechselwirkungen, die vermutlich am Anfang der Zelltrennung in
groRer Anzahl vorhanden sind, werden dadurch auRer Acht gelassen. Daher gibt das
Modell eher die Zahl der Tether wieder, wéhrend die tatsachliche Zahl der
Bindungen moglicherweise um eine GroRenordnung hdher liegt.

Abb. 4.14: Simulierte Daten (dinnere
Linie) und experimentelle
Daten bei verschiedenen Zug-
geschwindigkeiten.

27pm/sec

0 20 40 60

Abstand [um]
AuRerdem ist das Modell in der Lage die Abhangigkeit der Trennungskraftkurven

von der Zuggeschwindigkeit fur die hier verwendeten Zelltypen den Experimenten
entsprechend wiederzugeben. Je langsamer die Zuggeschwindigkeit ist, desto
niedriger wird die maximale Abrillkraft (Abb. 4.14). Das bedeutet, daR die
Belastungskonstante |, fiir die Bindung offenbar doch gut gewahlt wurde, da sie im
Modell nicht nur die Bindungsbruchlast, sondern auch die Belastungszeit bestimmt,
die bei langsameren Geschwindigkeiten entsprechend langer ist. Dieses Modell ist in
der Lage die Kraft-Dehnungskurvenscharen far unabhangige
membranproteinvermittelte Zellbindungen zu beschreiben. Fur die verschiedenen
Zelltypen (HEC-1-a,RL95-5) liefert das Modell, wie auch das Experiment, kaum
unterschiedliche  Kurvenverldaufe wegen der &hnlichen viskoelastischen
Eigenschaften. SchlieBlich bietet es eine physikalisch diskutable Grundlage zum
Verstandnis der wichtigen Parameter zur Bindungsbildung zwischen Zellen und
zum Verlauf der Kréafte sowie zwei wesentlichen Subprozessen wéahrend der
Zelltrennung.
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FUr nicht unabhangige Bindungen, die sich kooperativ miteinander vernetzen
konnen und starke zytoskelettal verankerte Inseln ausbilden (2.2.3) kann dieses
Modell unabhéangiger Bindungen nicht mehr angewendet werden.

4.5 Zellen am Kraftsensor

glass

amylose
cantllever

chip

Abb. 4.15: Bild eines knochenzellenbewachsenen s .
Zellsensors. Die Zellen spannen einen dinnen Abb. 4.16: Skizze der Petrischale
Rasen auf die Kugel. Nur die Gegend des Zellkerns mit  Scherben bedampfter

hebt sich etwas von der Kugel ab. oder  funktionalisierter
Deckglaschen.

Genauso, wie man mit einem funktionalisierten Kraftsensor unterschiedliche Zellen
adressieren kann, kann man anders herum auch versuchen mit einem
zellbeschichteten Kraftsensor unterschiedliche Oberflachen zu adressieren. Auf
fibronektinbeschichteten Kugeln an einem Kraftsensor konnten nach der Methode
von R. Rospel [83] erfolgreich Osteoblasten (Knochenzellen SaOS) kultiviert werden
(siehe Anhang).

Mit solchen Zell-Sensoren (Abb. 4.15) wurden verschieden praparierte Substrate
(Abb. 4.16) in derselben Kulturschale adressiert und deren Adhéasionseigenschaften
am Zellrasen auf der Kugel vermessen. Dabei wurden die Zellen mit etwa 200 pN
auf das jeweilige Substrat gedrickt und sofort oder nach 10 Minuten wieder
zuruckgezogen.

Der eigentliche Zweck, herauszufinden welche der untersuchten Metalle, aufgrund
der Adhasion mit diesen Zellen, fir Knochenimplantate am geeignetsten seien,
konnte nicht befriedigend erflllt werden. Die Charakterisierung der
Wechselwirkung erfolgte allerdings nur durch Vermessung der maximalen
Adhaésionskréafte. Kochenzellen auf Glas (SiO,) zeigen nach kurzen Kontakten keine
deutlichen Unterschiede zu den Experimenten auf Chrom (Cr), Kobalt-Chrom
(CoCr) oder Titan (Ti) bzw. Titan-Vanadium (TiV) (Abb. 4.17).
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Abb. 4.17: Maximale Adhasionskréfte nach kurzen Zellkontakten (0,2s) auf verschiedenen
Proben in Zellmedium oder in Salzldsung (HBSS). (Die Balken geben die Streuung der
MeRwerte wieder)

Es stellt sich jedoch heraus, daRR die Oberflachenneutralisierung durch Amylose
wiederum signifikant - wenn auch nicht perfekt - ist, und Aminogruppen (NH,) fur
Zelloberflachen sehr attraktiv sind. Leider hebt sich der Unterschied zwischen den
Messungen mit und ohne Medium nicht deutlich von den Streuungen der 5 bis 20
MelRwerte pro Punkt ab. Dennoch ist tendenziell die Adhasion mit Nahrmedium
abgeschwacht, auBer im Fall der Adhasion auf Petrischale (PS).

Die Adhéasionen nach 10-mindtigen Kontakten der knochenzellbewachsenen Kugel
am Kraftsensor scheinen die Tendenzen der kurzzeitigen Kontakte noch zu
verstarken. Der EinfluB der Zuséatze fur Zellmedien, die jahrzehntelang immer besser
und zellspezifischer ausdifferenziert wurden, kann aus dem Vergleich von reiner
Salzlésung HBSS und vollstandigem SaOS-Medium (Anhang) zumindest tendenziell
verdeutlicht werden. Offenbar ist die Mediumzusammensetzung fir den Einsatz in
Petrischalen und Plexiglasflaschen optimiert, da die Adhéasion auf Plexiglas durch
Mediumzusatze stark ansteigt, wahrend die Adhéasionen der anderen Materialien
sich eher nivellieren: die unadhasive Amylose wird durch sich anlagernde
Mediumzusatze kaum adhéasiver wahrend die stark adhasiven Aminogruppen sich
mit Proteinen aus der Losung absattigen und Adhasion verlieren (Abb. 4.17 und
Abb. 4.18).
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Abb. 4.18: Maximale Adhésionskrafte nach 10-minttigen Zellkontakten auf verschiedenen
Proben in Zellmedium oder in Salzlésung (HBSS). (Die Balken geben die Streuung der
MeRwerte wieder)

Analog scheinen die Mediumzusiatze die Adhasion auf unbehandelten
Metalloberflachen zu beeinflussen. Allerdings ist die Adhésion an Metallen
vermutlich durch die Kontaktkraft provoziert, indem Membranproteine unnattrlich
nahe an die Oberflaiche kommen, dort Ladungswechselwirkungen aufbauen oder
denaturiert werden und unspezifisch adharieren. Wenn man nach diesen Messungen
geht, sind Titan und Titan-Vanadium madglicherweise die besseren Kandidaten fur
Implantatbeschichtungen. Messungen von J. Domke nach der in Abb. 3.11
beschriebenen Methode am selben System in Zellmedium nach zweitdgiger
Adhasion der Zellen zeigen eine eventuell mit der Oberflachenrauhigkeit korrelierte
Praferenz der Zellen fur Ti und PS. Allerdings kann die medizinisch interessantere
Situation nach monatelangem Kontakt der Zellen mit einem Material sich auf
vielfaltige Weise wandeln. Far solche Aussagen ist das
Zelladhasionskraftspektroskop gegenwartig nicht richtig spezifiziert.
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5 Interaktionen zwischen Zellverbanden

In hoheren Organismen gibt es nur wenige eigenstandige Zellen, die nicht im
Zellverband existieren (z.B. Lymphozyten). Die meisten Zellen schlieen sich zu
Organen zusammen, die sich nach aulen mit einer Epithelzellschicht abgrenzen.
Solche Zellen konnen in Zellkultur im allgemeinen -selbst unter optimalen
Bedingungen- nicht langer als einige Stunden aul3erhalb eines Zellverbandes isoliert
existieren. Die Moglichkeit mit dem Kraftmikroskop unter physiologischen
Bedingungen Zellverbandadhéasionen zu untersuchen wurde durch die Kooperation
mit Zellbiologen des Universitatsklinikums in Essen mdglich [83]. Diese
Untersuchungen galten dem Aufbau von interzellularen Kontakten zwischen
Epithelzellschichten im Vergleich zu Kontakten mit beschichteten Kugeln, die eine
der Zellschichten ersetzen (Abschnitt 4.2). Das Zell-Tether-Modell (Abschnitt 4.4)
entstand dabei aus dem Bedurfnis trotz der Komplexizitat dieser Experimente zu
guantitativen Aussagen zu kommen.

5.1 Uterus und Trophoblastzellen als Modellsystem

Vielféaltige experimentelle Arbeiten zu interzellularen Wechselwirkungen geben
einen Einblick in die dafur erforderlichen Vorgange auf zellularer [100-102] und
molekularer Ebene [47,71]. Grundlegende Mechanismen, wie die Ausbildung von
Kontaktinseln (molekular clusters) [49], Abhangigkeiten von der Kontaktzeit im
Adhasionsverhalten [73] und der ausgel6sten innerzellularen Aktivitat [102-104]
wurden bereits mit verschiedenen Methoden an unterschiedlichen Zellsystemen
untersucht.

Auch zur im Folgenden untersuchten Zelladhésion zwischen Uteruszellen und
Trophoblastzellen wurden bereits Zentrifugationsexperimente mit Zellspheroiden
[73] zur qualitativen Analyse des Adhéasionsverhaltens durchgefthrt.

5.1.1 Der Uterus®

Im Uterus -der Gebarmutter- gibt es Raum fur die Entstehung neuen menschlichen
Lebens. Dorthin gelangt die befruchtete Eizelle durch den Eileiter. Wahrenddessen
bildet sich eine Hulle aus Trophoblastzellen (Blastozyste) um die Embryozellen.
Diese nistet sich in der rezeptiven (empfanglichen) Gebarmutter im Endometrium
ein (Abb. 5.1). Die Trophoblastzellen, die nach der Einnistung die Plazenta
(Fruchtblase) ausbilden, entwickeln sich nach den ersten acht Zellteilungsschritten

& komisch, daR selbst fur die allerweiblichsten Organe oft maskuline Bezeichnungen gewahlt
werden...
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der befruchteten Eizelle als Zellhtlle um die Embryoblastzellen, aus denen sich der
Embryo entwickeln wird.

Tuba uterina Morula

/~ Blastozyste

interwand
les Uterus  +

Endometrium

Myometrium

Ostium uteri

Abb. 5.1: Abbildung der Gebarmutter mit befruchteter Eizelle nach 8 Teilungsschritten
(Morula - zur Verdeutlichung vergroRert). AnschlieBend bildet sich eine Hulle aus
Trophoblastzellen (Blastozyste - vergroRert) um die Embryozellen. Diese nistet sich in
der rezeptiven Gebarmutter im Endometrium ein (Verandert nach [105]).

FUr die Einnistung ist die Kontaktaufnahme und Vernetzung der apikalen
Zellmembran der Uterusepithelzellen mit der der Trophoblastzellen von essentieller
Bedeutung. (Ein tieferes Verstandnis dieses Prozesses konnte sowohl die Erfolgsrate
bei kunstlichen Embryoimplantationen -die derzeit weniger als 20% betragt-
erhdhen, als auch eine noch effizientere Empfangnisverhitung ermdéglichen.)
Ungewdhnlich, und deshalb von biologischem Interesse daran ist, dall apikale
Zellmembranen, die die Organe nach aufRen abschlieRen und Wechselwirkungen mit
anderen Organen verhindern, hier miteinander verschmelzen. Nur in besonderen
Situationen ist die apikale Adhasivitat von Epithelzellen zu beobachten. So sind bei
Interaktionen von Leukozyten mit dem GefaBwandepithel (Endothelzellen) an
Entzindungsherden, bei der Metastasierung von Tumoren und bei verschiedenen
Prozessen im Rahmen der Embryonalentwicklung adhéasive Epithelzellreaktionen
notwendig. Im Falle des Uterusepithels ist die Anderung in den adhasiven
Zellzustand hormongesteuert und ein wesentliches Element der sogenannten
Rezeptivitat [106].

Offensichtlich befinden sich dabei Adhéasionsmolekile und die damit verbundenen
Signalwege, die fur solche vermutlich zytoskelettalen Zellinteraktionen benétigt
werden, nicht nur wie Ublich an der basalen und lateralen, sondern auch an der
apikalen Epithelzellmembran (2.1 und Abb. 2.1).
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5.1.2 Experimenteller Aufbau

Die hier vorgestellten Messungen mit dem Zelladhasionskraftspektroskop sind bei
35°C und in 5%-iger CO,-Atmosphare in Nahrmedium fur JAR-Zellen (Anhang)
durchgefuhrt worden. An den Kraftsensor ist eine PDL-beschichtete Kugel (4 ca.
70 um) aus Sephacryl oder Glas, als Basis ftr aufwachsende Trophoblastzellen (JAR-
Zellen) angeklebt worden (Abb. 5.2 und Abschnitt 3.3.3).

HEC

Abb. 5.2: Durch Kultivieren der Trophoblastzellen (JAR) auf einer Kugel kann eine
kunstliche Blastozyste fur kraftspektroskopische Experimente auf Uterusepithelzellen
(RL,HEC) nachgebildet werden.

Auf diese Weise werden blastozystendhnliche Trophoblastzellkugeln mit Uterus-
epithelzellschichten in Kontakt gebracht und so die Einnistung der befruchteten
Eizelle in die Gebarmutter simuliert.

Analog den Experimenten in Kapitel 4 wird die Trophoblastzellkugel im
Standardexperiment’ mit 7 um/sec an die Uteruszellschicht angendhert und bis zu
einer Kraft von 3 nN eingedruckt. Wahrend der zeitlich, von 0 Sekunden bis 40
Minuten (0, 1, 20 sec, 1, 4, 10, 20 oder 30, 40 min), variierten Kontakte wird die
Kontaktkraft Gber einen Nachregelungsmechanismus konstant gehalten. Bei langen
Kontaktzeiten war wegen thermischer Drift oder Stérung des Laserstrahls durch
Schwebteilchen in der Mellésung oder durch Zellen, die die reflektierende
Kraftsensorriuckseite Uberwuchsen, diese Kontrolle nicht immer gegeben. Das fuhrte
in einigen Fallen zu unkontrolliert hoheren oder niedrigeren Kontaktkraften. Die
Trennung der Zellen erfolgte wie in Kapitel 4 mit 7 um/s Ziehgeschwindigkeit und
wurde als Adhasions- oder Trennungskraftkurve aufgezeichnet.

5.1.3 Uterus Epithel- und Trophoblast- Zellinien

Eine humane Trophoblastzellinie (JAR) und zwei humane Uterus-Epithelzellinien
(HEC und RL), die reproduzierbar unterschiedliche apikale Adh&sionsmerkmale
aufweisen, wurden flr diese Experimente ausgewahlt (Abb. 5.3).

® es wurden auch Experimente mit 2,7 und 27 um/sec gefahren.
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5.1.3.1 HEC-1-A Zellen

Diese Zellinie dhnelt morphologisch stark dem natturlichen Uterusepithel. Wie die
rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen zeigen, ist die freie (apikale)
Oberflache der polaren HEC-1-A-Zellen stark durch Mikrovilli strukturiert ( Abb. 5.3
oben). Die Glykokalyx ist besonders dick und kann als lockere, feinflockige Struktur
aus vornehmlich Glykoproteinen charakterisiert werden. Die transmembranen
Proteine, CD44, E-Cadherin und a,, b,-, b,-Integrin-Untereinheiten, die
zytoskelettale Vernetzungen ausbilden koénnen, werden von HEC-Zellen stark
exprimiert, sind aber nicht in der apikalen Membran nachweisbar [83]. Die apikale
Zelloberflache der HEC-Zellen reprasentiert daher den Zustand einer nicht-
rezeptiven Uterusepithelzelle.

(HEC 1-A)

Glykokalyx —2um__

VergréRerungen der gefarbten Glykokalyx (links) aus TEM-Dunnschnitten (Mitte).
REM-Bilder der apikalen Zelloberflachen (rechts) (Aufnahmen von M.Thie, Essen).

5.1.3.2 RL95-2 Zellen

Die wesentliche Veranderung der RL95-2-Zellen gegenuber normalen
Uterusepithelzellen besteht im Verlust der apiko-basalen Zellpolaritat. Die
Zellorganelle sind gleichmaflig um den Zellkern verteilt und die molekulare
Zusammensetzung der Zellmembran ist homogen. Die Oberflache von RL95-2-
Zellen ist glatt und weist nur einige Mikrovilli auf ( Abb. 5.3 unten). Auch die
Glykokalyx dieser Zellen ist schwacher als bei HEC-1-A-Zellen ausgepragt. Dagegen
lassen sich CD44, E-Cadherin und a4-, b,-, b,-Integrin-Untereinheiten wegen der
Apolaritat auf der gesamten Zelloberflache - also auch in der apikalen Membran
nachweisen [107]. Die agb,- und agb,- Integrine sind -soweit bekannt-
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Fibronektinrezeptoren und werden beim Anbinden von Fibronektin zytoskelettal
verankert [104,108]. Die apikale Zelloberflache der RL95-2-Zellen reprasentiert daher
den Zustand einer rezeptiven Uterusepithelzelle.

5.1.3.3 JAR-Zellen

Als Trophoblastzellen wurden die JAR-Zellen [109] ausgewadhlt. Sie stammen aus
einer humanen Chorionkarzinomzellinie und werden als Modell fur humane
implantationsbereite Trophoblastzellen eingesetzt. In Abb. 5.4 sind REM-Aufnahmen
dieses Zelltyps dargestellt.

Trophoblastzellen (JAR)
am Kraftsensor

Abb. 5.4: REM- Ubersichtsbild von JAR-Zellen am Kraftsensor und eine VergréBerung der
apikalen Membran (mit freundlicher Genehmigung von M.Thie, Essen).

Durch die Kultivierung der JAR-Zellen auf den am Kraftsensor befestigten Kugeln
(nach René Rospel [83]) wird die Blastozyste -abgesehen vom Inhalt- naturgetreu
nachempfunden.

5.1.4 Adhasionen zwischen JAR- und HEC-Zellschichten

Die Abb. 55 A zeigt typische MelRdaten des JAR/HEC Zellsystems nach
verschiedenen Kontaktzeiten. Erwartungsgeman steigt die maximale Adhéasionskraft
mit der Kontaktzeit an. Die Kurvenformen sind durch ein scharfes
Adhéasionsmaximum und dann mit zunehmender Dehnung durch eine
kontinuierliche Abnahme der Adhasion gekennzeichnet. Das Maximum der
Adhasion tritt bei den verschiedenen Messungen im Bereich von 4-15 um Distanz
vom Kontaktpunkt auf. Die Distanz, die zur vollstandigen Separation benotigt wird,
betragt im gezeigten Beispiel 60 um bei 40 min Kontaktzeit, kann aber auch mehr als
80 um betragen. Die Adhasion bei der Separation wird dabei durch viele
verschiedene Einzelbindungen und Oberflachenwechselwirkungen zwischen den
beiden Zelloberflachen vermittelt. Die Auswahl der méglichen Bindungsstellen ist
dabei nicht so grol3, wie bei der Wechselwirkung mit Festkorpern (Kapitel 4), da die
apikalen Zelloberflachen von Epithelzellen erwartungsgemald untereinander relativ
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passiv sind. Durch die sehr dicke Glykokalyx der HEC-Zellen ist die Zellmembran

besonders gut gegen Kontakte mit fremden Oberflachen abgeschirmt.
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Abb. 5.5 (A) und (C):Typische Trennungskraftkurven nach Kontakten zwischen JAR-Zellen

und Uterusepithelzellen unterschiedlicher Dauer (1-40 min). Zum Vergleich (B) und

(D): Trennungen von BSA- und FN- Kugeln von diesen Zellen.
Daher ist auch die maximale Adhéasionskraft gegeniber den Messungen mit BSA-
Kugeln um etwa die Halfte reduziert. Allerdings ist die Adhéasion zwischen mit
Amylose passivierten Kugeln und HEC-Zellen® noch schwacher (Abb. 4.2). Der
Vergleich mit den modellierten Kraftkurven (Abb. 4.13) und den Daten aus
Wechselwirkungen mit BSA deuten stark darauf hin, dal die einzelnen Bindungen
keine Kooperativitat besitzen. Sie 16sen sich sequenziell
voneinander, wie in Abschnitt 4.4 beschrieben.

und unabhangig

9 Diese MeRdaten sind nicht dargestellt, da sie identisch mit denen von FN mit RL-Zellen sind
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5.1.5 Adhasionen zwischen JAR- und RL-Zellschichten

Offensichtlich unterscheiden sich die Kraftkurven der JAR-Zellkugeln mit RL-
Zellschichten nach Kontakten von 1 und 10 Minuten praktisch garnicht und nach
mehr als 20 min Dauer deutlich von den bisher beschriebenen Zellschicht-
wechselwirkungen -mit Ausnahme der Fibronektinwechselwirkung.

Die Abb. 5.5 B zeigt typische Adhésionskraftkurven der JAR-Kugeln auf RL-Zellen.
Charakterisiert werden sie durch einen breiten Verlauf der Adhé&sion mit mehreren
starken Einzelabrissen und einem Finalen im Bereich von 10-45 um Distanz zum
Kontaktpunkt. Die Kréafte der Einzelabrisse betragen nach einem 40 min Kontakt 1-
3 nN in Abstdénden von 7-15 um. Der finale Abrif3 weist, je nach Experiment, Krafte
bis zu 15 nN auf. Der individuelle Verlauf dieser Separationskraftkurven nach
langen Kontaktzeiten ist gerade im Bereich um 40 pum Distanz, wegen der
Verwendung lebender Zellen, immer unterschiedlich. Allerdings sind die JAR-RL
Separationen bei Kontaktzeiten grofer als 20 min in der Mehrheit der Versuche (ca.
75%) durch die AbriRstufen charakterisiert, wahrend bei HEC-Zellen nie solche
Abrisse beobachtet werden konnten. Die Abrisse sind ein Hinweis auf die
Ausbildung von groR3flachigen Zellkontakten, den kooperativen molekularen
Adhasionsinseln. Dabei werden durch den Zellkontakt Uber Zelladhdsionsproteine
zytoskelettale Verankerungen gebildet und diese Uber das Zytoskelett vernetzt. Jede
spezifische Zelladhasions-Molektl-Wechselwirkung, wie die zwischen Integrinen
und Fibronektin oder die der E-Cadherine, kann dafur das auslésende Moment sein
[104,108]. Die Kontaktzeitabhangigkeit des Abrilphdnomens ergibt sich
moglicherweise aus der Diffusionsgeschwindigkeit [101] der nicht zytoskelettal
gebundenen Adhésionsproteine (ca. 5 um/min), wie z.B. den Integrinen, oder aus
intrazellularen Reaktionen auf das Adhasionssignal. Die Proteine bendtigen mit ihrer
Diffusionsgeschwindigkeit einige Minuten, um entlang der Zelloberflache zur
Kontaktstelle zu diffundieren. Die Vernetzung mit anderen schon ausgebildeten
Kontakten zur Bildung der molekularen Bindungsinseln (molecular clusters) dauert
demnach etwa 15 bis 30 Minuten.
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Abb. 5.6: Wiederholte Kontakte zwischen JAR-Kugeln auf RL-Zellen; jeweils 1 min Kontakte
(links); jeweils 10 min Kontakte (rechts).
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Wiederholte einminttige Kontakte, mit insgesamt 30 Minuten Kontaktzeit, haben
ebenso, wie wiederholte 10-minidtige Kontakte, mit insgesamt 40 Minuten
Kontaktzeit, weder zur Steigerung der Adhasionskraft, noch zum Auftreten der
charakteristischen Abrisse geftihrt (Abb. 5.6). Die Kurvenformen entsprechen dabei
den in Abb. 5.5 gezeigten Kurven nach 1- und 10-minutigen Kontakten. Dabei ist
zwischen den Einzelkontakten immer 1 Minute gewartet worden. Dies deutet darauf
hin, daR die Bindungsinselbildung sicher langer als 10 Minunten dauert und daR sie
kein kumulativer ProzeR ist, bei dem die Zelle nach jedem Kontakt
Adhasionsmolektle anhdaufen kann. Die kooperative Vernetzung der Molekule kann
also nur im Beisein des Bindungspartners vonstatten gehen. Eine Stimulierung bzw.
Triggerung der Zelladhasivitat durch ein Kontaktsignal beim ersten oder / und
jedem weiteren Kontakt mit der anderen Zelloberflache ist aus diesen Daten
ebenfalls nicht ableitbar. Da die Adhéasionsstarke von Kontakt zu Kontakt nicht nur
nicht zunimmt, sondern auch nicht abnimmt, scheint der Vorgang vollstandig
reversibel zu sein und bei jedem Kontakt von Neuem zu beginnen. Die Adhasionen
mit den starken Abrissen hingegen konnten an den selben Zellen nicht wiederholt
werden.

5.1.6 Die Rolle des Fibronektins

Die Abb. 5.5 D zeigt typische Kraftkurvenverlaufe fur das System Fibronektin- auf
RL-Zellen. Nach mehr als 20-minutigen Kontakten sind diese in der Mehrheit der
Messungen den Kurvenverlaufen von JAR-Zellkontakten auf RL-Zellschichten mit
Abrissen &hnlich. Charakterisiert werden sie durch einen sehr hohen und breiten
Verlauf der Adhasion mit mehreren starken Einzelabrissen und einem finalen Abril3
im Bereich zwischen 20-50 um Distanz zum Kontaktpunkt. Das Adhasionsmaximum
der hier gezeigten Kraftkurve nach einem 40 min Kontakt betragt 41 nN mit einem
finalen Abril3 von 8 nN.

Wegen der reich mit Integrinen besttickten apikalen Zellmembran der RL- Zellen, die
viele potentielle Bindungsstellen fir die RGD-Sequenz des Fibronektins bietet, und
wegen der bekanntermal3en [110] durch die Anbindung von Fibronektin induzierten,
zytoskelettalen Vernetzung von Integrinen, ist eine fibronektinbeschichtete Kugel als
Modell far eine JAR-Kugel gewahlt worden. Die Ausbildung von Abrissen mit einer
Fibronektin Modelloberflache lakt  einen Vergleich zwischen den
Adhéasionsmechanismen des Fibronektins und den Adhasionsproteinen der JAR-
Zellen zu. Zunachst scheint die Zuganglichkeit oder Besetzungsdichte der
Fibronektinmolekile auf der Modellkugel insgesamt hdher zu sein als bei der JAR-
Zell-Kugel. Leider war die Molekuldichte nach dem Beschichtungsprozeld mit den
hier zu Verfigung stehenden Methoden nicht bestimmbar. Tatsachlich dauert es
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auch im Falle des Fibronektins offensichtlich mindestens 20 Minuten, bis die RL-
Zellen molekulare Adhéasionsinseln organisiert haben.

Abb. 5.7: Schematische Darstellung
des dimeren Integrins (aus
[110]). Integrine binden kurze
Peptidsequenzen von Fibronek-
tin, Laminin oder von aus IgG
Doménen aufgebauten Zell-
adhésionsproteinen. Der extra-
zellulare Adhasionsreiz
induziert eine indirekte
zytoskelettale Verankerung an
Aktinfilamente Uber Talin, a-
Aktinin  und/oder  Vinculin
(siehe auch Abschnitt 2.2.3).

Interessanterweise sind die Adhéasionskrafte, nach 1- und 10-minutigen Kontakten,
bei der FN-Kugel deutlich schwacher als bei der JAR-Kugel. Das deutet darauf hin,
dall es bei der Praparation der Fibronektinoberflache gelungen ist, durch die
Amylose-Passivierung die unspezifischen Wechselwirkungen noch unter die
Wechselwirkungen zwischen Zellschichten zu reduzieren und eine sehr reine
Messung der Fibronektinwechselwirkung mit der Zellschicht zu verwirklichen.

5.2 Ausblick

Das Zelladhéasionskraftspektroskop eroffnet ein weites Anwendungsspektrum far
die Erforschung der Kontaktaufnahme von Zellverbanden in der Humanmedizin -
speziell der Krebsforschung, der Entwicklungsbiologie, der Immunologie sowie der
Pharmakologie. Diese nicht invasive MelBmethode kann unter physiologischen
Bedingungen sogar Sekundarprozesse, wie die Adhéasionsinselbildung, an lebenden
Zellen untersuchen und in Erganzung zu anderen etablierten oder neueren
Techniken, weitere Erkenntnisse liefern. Die immer noch nicht vollstandig
verstandene apikale Adhasivitat von Epithelzellen -wie in der Fruhphase der
Embryoimplantation- bleibt eine Herausforderung an nachfolgende For-
schungsprojekte. Dabei wird sicherlich die Mdglichkeit mit spezifisch beschichteten
Modellkugeln -wie im Falle des Fibronektins- gezielt einzelne Adhasionsmolekdle
abzufragen bei gleichzeitiger Moéglichkeit die viskoelastischen Zelleigenschaften zu
bestimmen eine entscheidende Rolle spielen. Die Starke des Kraftspektroskopes im
Bereich der Vermessung von Zelladhasionskraften wunter physiologischen
Bedingungen wird sich in Kombination mit den Erfahrungen aus jahrzehntelanger
Zellforschung und der Gentechnik wahrscheinlich bald immer deutlicher
herausstellen.
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6 Interaktionen zwischen einzelnen Zellen

Trotz der Komplexizitat der Zellschichtadhdsionen konnten zumindest statistische
Aussagen zu einzelnen Adhéasionsmolektlen errechnet werden. Um tatsachlich zu
einzelmolekularen Messungen vorzustol3en soll nun die Anzahl und die Vielfalt der
interagierenden Molekule stark reduziert werden. Dazu wird eine einzelne Zelle am
Kraftsensor befestigt [82].

6.1 Rote Blutkorperchen als Modellsystem

Ein experimenteller Ansatz mit moglichst wenigen Unbekannten sind die roten
Blutkorperchen. Sie haben (je nach Quelle) sehr reproduzierbare Eigenschaften, sind
relativ robust, unkomplex und zudem einfach zu beziehen und in isotonischer
Salzlésung (PBS) zu halten. Daruber hinaus scheinen die roten Blutkérperchen (RBC;
red blood cell) die besten Zellen zur Vermeidung unspezifischer Adhé&sion zu sein,
da sie von Natur aus nicht klebrig sind, um den Blutstrom nicht zu behindern. Daher
wurden sie als Modellsystem zur Untersuchung der Adhéasion einzelner Molekle
ausgewahlt. Mit einem silanisierten spitzenlosen Kraftsensor kann man ein rotes
Blutkorperchen, nach langerem intensiven Kontakt (2-10 s bei 0,5-10 nN), von einem
Objekttragerglaschen ,fischen* (Abb. 6.1) und Uber lange Zeit (mindestens 4
Stunden) festhalten um es mit verschiedenen Substraten in Kontakt zu bringen.

6.1.1 Grundlegende Eigenschaften der RBC

Rote Blutkorperchen sind von sehr vielen Wissenschaftlerinnen mit verschiedenen
Techniken hinsichtlich ihrer Membranelastizitat und ihrer Adhéasionseigenschaften
ausgiebigst erforscht worden [80,95,111,112].

6.1.1.1 Elastizitat

Die in Abb. 6.1 dargestellten Kraftkurven zeigen die Annéherung eines Kraftsensors
ohne und mit Blutkérperchen auf Glas oder auf eine weitere rote Blutzelle. Der
Verlauf der Kurven lal3t das harte Substrat, sowie die Elastizitat einer und zweier
Zellen erkennen. Fur geringe Kontaktkrafte zwischen kugelformigen Oberflachen
kann man naherungsweise, aus dem von Hertz [88] aufgestellten Elastizitatsmodell,
den Zusammenhang zur Quetschung z der Zelle darstellen (Abschnitt 4.2). Wenn
man die Zellen wieder trennt erkennt man (bei einer Kraftauflésung von hier etwa
30 pN) keinerlei nachweisbare Adhéasion zwischen den roten Blutkorperchen (Abb.
6.2 oben).
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Abb. 6.1 Links: ,,Zellenfischen®. Rechts: Anndherungskraftkurven eines Kraftsensors ohne
Blutkorperchen auf Glas (A), mit Blutkdrperchen auf Glas (B) und auf eine weitere
rote Blutzelle (C).

6.1.1.2 Adhéasion durch Lektinmolekiile

Durch Zugabe von Weizenkeimlektin (WGA; wheat germ agglutinin) in die
Messlosung entsteht eine definierte kinstliche Adhéasion zwischen roten
Blutkorperchen. Dabei klinken sich die beidseitig zuckerbindenden Weizenkeim-
Lektine wie Kletten zwischen bestimmte Glykoproteine der Glykokalyx von roten
Blutkorperchen [80] (Abb. 6.2).
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Abb. 6.2: Serie von Trennungskraftkurven eines Kraftsensors mit Blutkdrperchen von einem
anderen Blutkorperchen vor (oben) und nach (unten) Zugabe von Lektin (WGA) in
die Losung (1 nN Kontaktkraft und 1,5 um/s Zuggeschwindigkeit).
Zu Beginn dieser Kraftkurven sieht man die repulsive, elastische Ruckformung der
Zelle die dann in eine lektininduzierte adhéasive Phase Ubergeht. Diese adhasive
Phase ist anfanglich oft flach ansteigend, da die Lektine Uber eine etwa 1 um lange
Amylosekette an den Kraftsensor gekoppelt sind. Sie verlauft dann in der Regel
elastisch reversibel und geht anschlieend in einen irreversiblen Teil Uber, in dem die
Lektinbindungen sich wegen der zu groRRen Belastung abldsen.
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Die Kurven sind wegen der vornehmlich elastischen Eigenschaften der roten
Blutkdrperchen hochreproduzierbar und lassen die bereits in Abschnitt 4.2
dargelegten Eigenschaften der Zelladhasion erkennen:

6.1.1.3 Kontaktzeitabhangigkeit

Wenn man davon ausgeht, dal3 die Konzentration an Lektin in der Lésung konstant
ist, hangt die Anzahl der geschlossenen Bindungen Uber die lektinspezifische
Bindungsrate von der Kontaktzeit ab. Je langer ein Zell-Zell-Kontakt ist, desto hoher
ist die Anzahl von Bindungen, die sich zwischen den Zellen ausbilden. Die
Wahrscheinlichkeit, daR eine Bindung geschlossen wird, hangt von den
bindungsspezifischen "on-" und "off- Raten* ab und hat typischerweise einen
exponentiellen Charakter (Gleichung ( 4-7 ), Abschnitt 4.4).

6.1.1.4 Kontaktkraftabhangigkeit

Ahnliches gilt fur die Kraft, mit der man die Zellen in Kontakt bringt:

Je starker die Zellen aufeinander gedrickt werden, desto ndher kommen sich die
Bindungspartner zum einen (dadurch nimmt die Bindungswahrscheinlichkeit zu)
und desto grofRer wird zum anderen die gemeinsame Kontaktflache der Zellen.
(Dadurch nimmt die Anzahl der maximal verfugbaren Bindungsstellen bei
konstanter Bindungsdichte zu.)
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Abb. 6.3: Serie von Trennungskraftkurven eines Kraftsensors mit Blutkdrperchen von einem
anderen Blutkdrperchen bei verschiedenen Kontaktkréaften (A) und -zeiten (C) mit ca.
2 um/sec. Die Zahlen in Klammern reprasentieren die Anzahl der
Ubereinandergelegten Kurven. (B): Abhé&ngigkeit der Adhéasionskraft und -lange von
der Kontaktkraft.
GemalR den Betrachtungen in Abschnitt 4.4 erhoht sich mit der Kontaktzeit und der
Kontaktkraft die maximale Bindungskraft und die Distanz, Uber die die Zellen
aneinander hangen bleiben, bevor sie sich trennen (Abb. 6.3). Der lineare
Zusammenhang zwischen Kontaktkraft und maximaler Adhéasionskraft ( 4-6 ) stellt

sich hier erst bei Kontaktkréaften von mehr als 500 pN ein (Abb. 6.3 B).



I nteraktionen zwischen einzelnen Zdlen 62

6.1.2 Die Lektineinzelbindung

Reduziert man demnach die Kontaktkraft'' und -zeit auf ein Minimum, so sollten
einzelne Lektinpaartrennungen beobachtbar werden. Selbiges solte auch gelten,
wenn man die Konzentration der Lektine in der Lésung aufRerst gering halt. (Abb.
6.4)
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Abb. 6.4: Trennungskraftkurven nach Kontakten zweier Blutkdrperchen in sehr nieder-
molarer (pico bis nanomolar) Lektinlésung (A) und in Lektinlésung hoher
(mikromolar) Konzentration mit abnehmender Kontaktkraft und -zeit (B). Die Zahlen
der Reihe ganz rechts reprasentieren die Hohe der Kraftstufe des letzten Abrisses in
PN.

Die gemessenen Werte sind vergleichbar zu solchen, die mit einzelnen Lektinen an
Kraftsensorspitzen auf roten Blutkérperchen gemessen wurden (Abb. 6.5). Die
kleinsten Kraftstufen aus Abb. 6.4 sind vergleichbar mit der wahrscheinlichsten

AbriRkraft F und daher vermutlich Einzelmolekiilereignisse.

I Die Kontaktkraft liegt hier schon im Bereich des thermischen Rauschens, also unter der
Auflosungsgrenze des Kraftspektrometers, deshalb wurde der Kontakt durch manuelles Verstellen
des Umkehrpunktes und nicht computergesteuert durch Erreichen einer vorgewahlten Kontaktkraft
definiert.
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6.1.3 Tether

Ein weiteres typisches Ph&nomen der Zelladhasion ist das Auftreten der
Membrantether (Abschnitt 4.2). Beim Dehnen mit einer konstanten Geschwindigkeit
haben sie in der Regel nahezu rein viskose Eigenschaften und eine konstante
Grundspannung, bis das Membranreservoir zur Neige geht. Aus diesem Grund
lassen sie sich unbemerkt Uber lange Distanzen ziehen bevor sie durch eine
charakteristische Kraftstufe beim Abreil3en durch das Kraftspektroskop detektiert
werden konnen (Abb. 6.6).
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Abb. 6.6: Trennungskraftkurven eines Kraftsensors mit Blutkérperchen von einem weiteren
Blutkorperchen in Lektinldsung zeigen die charakteristischen Tetherstufen (Pfeile).
Diese Kraftstufe ist zum einen durch die Oberflachenenergie und zum anderen tber
die Reibung durch die Ziehgeschwindigkeit (hier: 1,3 pm/sec) definiert. Die
Tetherstufe beinhaltet demnach eigentlich keine Information Uber die
wahrscheinlichste AbriBkraft F , sondern Uber die Belastbarkeit L,, mit der die
Bindung oder der Tether fur die Dauer der Zugzeit bis zur Kraftstufe belastet
werden konnte. Aus Mikropipettenexperimenten an RBC wurde der Tetherradius R;
fur den statischen Fall, wo ein gezogener Tether Uber mehrere Minuten auf
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konstanter Lange gehalten wurde, mit etwa 26 nm beziffert. Dabei stellt sich eine
ungewdhnlich hohe Grundspannung' des Tethers von etwa 50 pN ein [112]. Im
stationaren Fall, in dem mit konstanter Geschwindigkeit gezogen wird, ist der Tether
durch Reibung zuséatzlich belastet und der Radius wird entsprechend kleiner.
Hwang und Waugh fanden einen etwa linearen Zusammenhang zwischen der
Ziehgeschwindigkeit und der Langsspannung im Tether in einem Bereich von 0 bis
0,6 um/sec [112]. Extrapoliert man diesen Zusammenhang in den hier verwendeten
Geschwindigkeitsbereich von 1,3 um/sec, ergdbe sich eine Tetherspannung von
380 pN. Die tatsachlich gemessenen Tetherstufen liegen jedoch zwischen 160 und
210 pN (Abb. 6.6). Das Verhalten der Tether hangt stark von der Zusammensetzung
der Zellmembran ab und erlaubt den Vergleich verschiedener Zellen mit RBC nur
bedingt

Die Messung der Lektineinzelbindungskraft ist also prinzipiell mit dieser Methode
moglich, wenn die Kontaktzeit und die Kontaktkraft minimiert werden. Die in
Abschnitt 4.2 vorgestellten Modelle zur Beschreibung der Zelladhasion lassen sich
auch auf die Einzelzelladhasion Ubertragen. Im folgenden soll mit dieser Methodik
ein weiteres Zelladhasionsmodell untersucht werden, an dem es erstmals gelang, die
Bindungskraft eines einzelnen Zelladhasionsmoleklls in seiner natdrlichen
Umgebung zu messen.

6.2 Dictyostelium discoideum als Modellorganismus

Abb. 6.7: Elektronenmikroskopische Aufnahme einer Dictyostelium discoideum Zelle beim
Verzehr von Bakterien (REM Aufnahme von G.Gerisch, MPI Martinsried)

6.2.1 Der Lebenszyklus von Dictyostelium discoideum

Dictyostelium discoideum ist ein eukaryotischer Einzeller (Abb. 6.7), der sich
einerseits amobenartig autark durch Zellteilung fortpflanzt und andererseits,
ausgeldst von Nahrstoffmangel, durch kollektiv selbstorganisiertes Aggregieren mit
Artgenossen zu einem komplexen Vielzellergebilde verbinden kann. Dieses liegt in
seinem hochsten Entwicklungsstadium nach etwa 16 Stunden als sporentragender

12 Bei Tethern anderer Zellen oder Vesikel wird eine Tetherspannung von nur 4 bis 8 pN angegeben.
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Fruchtkorper vor (Abb. 6.8 und Abb. 6.10). Wenn ausreichend Nahrstoffe vorhanden
sind entwickeln sich aus den Sporen wieder einzelne Zellen.

Abb. 6.8: Stadien der Entwicklungsphase von Dictyostelium discoideum (REM-Aufnahme von
M.G. Grimson and R.L. Blanton, Texas Tech University)

Aus diesem Grund wird Dictyostelium als ein Modellsystem fur den
Entwicklungssprung vom Einzeller zum Vielzeller betrachtet. Der kollektive
Selbstorganisationsprozess wird durch cAMP  (zyklisches adenosin-3'5'-
monophosphat), einem auch im menschlichen Organismus wichtigen chemischen
Regulationsbotenstoff, tber Entfernungen von einigen Zentimetern signalisiert. Die
Signalform ist aber nicht einfach nur ein statisches Konzentrationsgefélle, sondern
muf} dynamisch gepulst sein. Dictyostelium hat daftr ein cCAMP Rezeptormolekil,
das nur aktiv bleibt, wenn das Signal sich wenigstens alle 10 Minuten andert. Als
Reizantwort gibt die Zelle ihrerseits phasengleich cAMP, aber kontinuierlich auch
Phosphodiesterasen zum Abbau des cAMP’s, an die Umgebung ab.

- Y ~ 1
Abb. 6.9: Chaotische Spiralwellen

aus aggregierenden Dictyo-
stelien in einer Petrischale mit
Dunkelfeldmikroskopie;
Bildgrofie: 1,0 cm x0,8 cm

(F. Siegert, LMU Miuinchen). w
2

- A M

Auf diese Weise synchronisieren sich Zellen innerhalb eines etwa Quadratzentimeter
groRBen Areals, und es bilden sich chaotische Muster aus, wie sie aus der Belousov-
Zhabotinsky-Reaktion [113] bekannt sind (Abb. 6.9). AuRerdem wird der
Entwicklungspromotor aktiviert und die Zellen beginnen weitere Moleklle zu
synthetisieren, die fur die Entwicklung des Vielzellerstadiums wichtig sind. Nur die
aggregationsfahigen (entwicklungskompetenten) Zellen besitzen die zum Aufbau
eines geordneten Zellverbandes notwendigen, artspezifischen
Adhasionsmechanismen [114].
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Abb. 6.10: Der asexuelle Entwicklungszyklus von D. discoideum (aus [115]).

Solche Zellen wandeln ihre kugelig fransige Gestalt in eine langgestreckt
wurmférmige, werden sehr mobil (bis zu 1 pm/sec) und bilden mindestens zwei
Typen von Zellkontakten aus: B-Kontakte (csB), die tber die gesamte Zelloberflache,
also auch an den Langsseiten der Zellen gebildet werden, und A-Kontakte (csA), die
bevorzugt eine Haftung der Zellenden bewirken und kalziumunabhéngig sind [116].
Wahrend einige csB-vermittelte Kontakte auch bereits wahrend der
Vermehrungsphase (vegetativ) gefunden werden konnen, sind die csA-Kontakte
ausschlieflich in den entwicklungskompetenten aggregierenden Zellen vorhanden.

6.2.1.1 Das contact-site-A Glykoprotein

Das csA-Glykoprotein ist das am besten charakterisierte Adhéasionsmolektl von
Dictyostelium. Es stellt mit einer Kopienzahl von etwa 2 x 10° Molekiilen pro Zelle
etwa 1% der gesamten Membranproteine aggregierender Zellen dar [117]. Das
Glykoprotein ist ein integrales Membranprotein und besitzt eine Molekilmasse von
80 kDa. CsA ist ein homophiles Adhasionsmolekiil, dessen genetische Codierung
bekannt ist [118] und dessen Struktur in Anlehnung an bekannte Adhasionsmolekiile
homologer Codierung, wie z.B. dem Ig und dem N-CAM vermutet wird [119] (Abb.
6.11).
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Molekilmasse: 80 kD

5 N-glycosilisierte Aminosauren

3 .,lg" repeats

prolin- und threoninreiche Region

Lipidanker auf Ceramidbasis

Abb. 6.11: Hypothetische Struktur des csA-Molekiils [120].

Eine stark hydrophobe Region, die sich am C-Terminus befindet, weist darauf hin,
dald das csA-Polypeptid keine Transmembranregion besitzt. Solch eine hydrophobe
C-terminale Region ist fur Membranproteine charakteristisch, deren primarer C-
Terminus durch einen Phospholipid-Anker ersetzt wird [121,122]. Das csA-Protein
ist Uber einen Phospholipid-Anker, auf Ceramidbasis in der Plasmamembran
verankert [123]. Eine mit viel Prolin und Threonin versehene anschlieRende Sequenz
wird dafur verantwortlich gemacht, dal das Molekul senkrecht und frei beweglich
von der Membran absteht und sich nicht flach an die Lipidschicht schmiegt [124].
Die folgende Sequenz aus drei Domanen hat starke Homologie zu
Immunoglobulinen, an denen 5 N-Glykolisierungseinheiten verteilt sind.
Sekundarstruktur-Voraussagen nach Chou [125] deuten auf eine ausgedehnte [3-
Faltblatt-Struktur Gber einen grol3en Bereich des csA-Proteins hin.

Fur die aktive Bindungsregion zwischen zwei csA-Molektlen wird wegen ihres
elektrostatischen Ladungsmusters die kurze Peptidsequenz ”YKLNVNDS” im N-
terminalen Bereich des csA-Polypeptids, die von den ersten beiden potentiellen N-
Glykosylierungsstellen des Proteins flankiert wird, vorgeschlagen. Dabei wird den
geladenen Aminosauren Lys-133 und Asp-138 eine essentielle Funktion beigemessen
[126].

6.2.2 Kraftspektroskopische Messungen

Das csA-Molekdl ist aufgrund seiner Lipidverankerung schwer fur
Einzelmolekilmessungen  zugénglich. In  SPR-Messungen  konnte  die
Reaktionskinetik der csA-csA-Wechselwirkung an solubilisierten csA-Molekuilen
durchgefuhrt werden [120]. Versuche, das isolierte Molekul auf einem Kraftsensor
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direkt zu immobilisieren, sind nicht geglickt. Mit Mikropipetten angesaugt wurden
Vesikel als Kraftsensoren verwendet und mit csA in der Membran angereichert. Weil
die csA-Molekiule in  den Vesikelmembranen sich leicht zu Klumpen
zusammenfanden, konnten aber keine Einzelmolekulkrafte aufgelost werden®,
Daher wurde ein ungewohnlicher Weg zur Bestimmung der molekularen
Wechselwirkung des csA-Proteins beschritten: das Molekil wird in  seiner
nattrlichen Umgebung mit der ganzen Zelle an einem Kraftsensor befestigt und mit
einem weiteren csA-Molekil auf einer anderen Zelle in Kontakt gebracht.

6.2.2.1 Immobilisierung

Zur Befestigung der sehr mobilen Zellen am Kraftsensor kamen verschiedene
Methoden zum Einsatz. Drei davon erwiesen sich als erfolgreich (nadhere
Beschreibungen im Anhang). Die einfachste davon ist den Kraftsensor zu
silanisieren. Die Aminogruppen reagieren mit vielen Proteinen auf der
Zelloberflache, aber auch mit Molektlen aus der Lésung. Schafft es eine Zelle von
der Spitze weg zu wandern (Abb. 6.12), dann sind die Amine nicht mehr reaktiv
genug um eine neue Zelle zu halten.

Abb. 6.12; Zelle an der Spitze eines Kraftsensors (Park) und Zellen, die sich im Laufe einiger
Minuten von der Spitze entfernt haben (Skalierungs Balken: 20 um).

Die zweite Methode besteht im Koppeln von Polyaldehyd an das Silan. Damit wird
die Beweglichkeit der Zellen zwar starker eingeschrankt, aber die Praparation des
Polyaldehydes (Anhang) ist sehr aufwendig, und die Wiederverwendbarkeit des
Kraftsensors wird nur unwesentlich verbessert. Die ergiebigste Methode ist die
Verwendung von kovalent angekoppeltem Weizenkeimlektin (Anhang). Das Lektin
bindet spezifisch an die auf der Zelloberflache reichlich vorhandenen Glykoproteine
(csA eingeschlossen) und hat durch die, im Vergleich zu Aminen und Aldehyden,
hohe off-Rate eine gewisse Selbstreinigungsfunktion. Dadurch ist zwar die

8 personliche Mitteilung von R.Merkel, TU Miinchen.



I nteraktionen zwischen einzelnen Zdlen 69

Beweglichkeit der Zellen geringfligig hoher, aber die Wiederverwendbarkeit des
Kraftsensors verbessert sich dadurch deutlich.

Sobald die Zellen sich in den Einzugsbereich des Laserfokus bewegen, haben sie
einen stark stérenden Einflu auf das Signal des am Kraftsensor reflektierten Strahls.
Dadurch werden die MelRkurven zum Teil unbrauchbar und der
Nachregelungsmechanismus bei langeren Kontaktzeiten kann die Kraft nicht
konstant halten. In solch einem Fall muf3 das Experiment unterbrochen werden bis
die Zelle wieder weg gewandert ist, oder die Zelle durch kurzes Herausholen des
Sensors aus der Petrischale entfernt werden.

6.2.2.2 Grundmuster der Adhéasion von Dictyostelium

Den Kraftsensor mit der Zelle an der Spitze positioniert man mit dem x-y Trieb
genau Uber einer Zelle auf der Petrischale um Adhéasionskraftexperimente zwischen
diesen Zellen vorzunehmen. Die Grundmuster der Zelladhasionsmessung spiegeln
sich auch in den Dictyostelium Experimenten wieder: Mit der Kontaktzeit und der
Kontaktkraft steigt die maximale Adhéasion und die Wechselwirkungslange. Die
Elastizitat der Zelle ist durch die extreme Mobilitat stark variabel, deswegen ist
daraus nicht eindeutig abzuleiten, ob die Zelle am Sensor mit dem Substrat oder mit
einer weiteren Zelle interagiert hat.

6.2.2.2.1 Unspezifische Adhasion

Die Variabilitat der in Abb. 6.14 dargestellten Kraftkurven lassen weder eine
zuverlassige Unterscheidung in Zellen mit und Zellen ohne csA-Expression zu, noch
ist die Maximalkraft der Adhéasion zwischen Zellen und Petrischale signifikant
verschieden. Die Wechselwirkung mit der Petrischale ist vermutlich durch die
allgemeine Adhasivitat von geladenen Biomolekilen an Festkorperoberflachen und
von unspezifischen Adhasionsmolektlen zur Fortbewegung oder Haftung
vermittelt. Tendenziell ist die Breite des Adhdsionsmaximums bei
Petrischalenkontakten schmaler und reif3t sehr steil ab, wahrend die interzellularen
Adhéasionsmaxima meist breiter ausfallen, weil zwei Zellen sich weiter dehnen lassen
und ihre Kontaktflachen freier Uber die Zelloberflachen fluktuieren kénnen um
Kraftkomponenten senkrecht zur z-Achse auszugleichen.

Die Adhéasion entsteht aus der Vielzahl von Cadherinen und Integrinen in der
Zellmembran von Dictyostelium, die in der Summe offensichtlich stéarkere
Wechselwirkung als das csA zeigen. Zusatzlich werden unspezifische Adhéasionen
durch die hohen Kontaktkrafte sicherlich begtnstigt [119]. Daher ist die
Unterscheidung zwischen entwickelten und vegetativen Zellen so nicht mdglich.
Immerhin lassen sich aus den Kurven charakteristische Eigenschaften im Vergleich
zu roten Blutkorperchen ablesen: Die maximale Adhéasionskraft bei langeren
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Kontakten von 20 s ist mit bis zu 15 nN extrem hoch, verglichen mit knapp 1 nN bei
den lektinvermittelten Adhéasionen (Abschnitt 6.1).
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Abb. 6.13: Zellkontakte von 150 + 400 pN fur 20 s auf Petrischale mit héherer Kraftauflosung
lassen mutmaliliche Einzelmolekulereignisse und Tethertsufen (T), die beim Dehnen
der Zelle wie Kaugummiféden reifl3en, erkennen.

Die Neigung Membranschlauche (Tether) zu ziehen ist ebenfalls deutlich héher und
wird durch die pseudopodienreiche Struktur der Dictyostelien (Abb. 6.7) begunstigt,
wahrend die RBC starke Membranverankerungen tber die Ankyrine (Abb. 2.1) zu
ihrem sehr starren Zytoskelett besitzen. Daher ist auch die Wechselwirkungslange
bei RBC nur wenige Mikrometer, wahrend die extrem flexiblen und groflieren
Dictyostelien manchmal bis Uber 50 um weit Zellkontakte halten kénnen. Dabei sind
die Stufen wvon mutmalllich einzelmolekularen Kraftabrissen bei hoherer
Kraftauflosung (Abb. 6.13) deutlich zu erkennen, ebenso wie das tendenzielle
Abnehmen der Steigung von Stufe zu Stufe. Die Elastizitat (Steigung vor den Stufen)
der Verbindung zwischen den Zellen nimmt (wie in Abschnitt 4.3) mit der
Entfernung vom Kontaktpunkt ab. Die Beteiligung des Zytoskelettes an der
Elastizitat der Bindung geht also mit zunehmender Zelltrennung zuritck (Abschnitt
4.3). Aktinfilamente sind in den Membranfingern (Philopodien) vermehrt vorhanden
und kénnen mit der Bindungsstelle verknUpft sein. Bei waagerechtem Verlauf der
Kraftkurve ist die Kraftladungsrate Null. Somit ist die Verbindung rein viskos und
besteht in der Regel nur aus wenigen, unabhéangigen, langen und aktinfilamentfreien
Tethern. Die verbindende Kraft nimmt mit der Anzahl der Bindungen aber vor allem
mit der Querschnittsflache und der Elastizitdt des Verbindungsmaterials ab (in
volliger Analogie mit einem Faden ziehenden Kaugummi, der bei konstanter Kraft
auseinander gezogen wird Abb. 6.13).
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FUr den Nachregelalgorithmus zur Aufrechterhaltung der konstanten
Adhasionskraft stellten Dictyostelien eine echte Herausforderung dar, da sie nicht
wie RBC viskoelastisch dem Druck langsam nachgeben, sondern aktiv mit Kraften
bis zu einigen NN am Kraftsensor ziehen und ihn auch wegdrucken. Daher beginnen
die Adhasionskraftkurven nach langen Zellkontakten oft nicht an der eingestellten
Kontaktkraft, sondern bis Uber 400 pN hoher oder tiefer. Aussagen zur

Zellelastizitat aus der Anndherungskraftkurve sind aufgrund dieser starken
Zellaktivitat nicht effektiv.
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Abb. 6.14: Interzellulare Kontakte (A) ohne und mit (B) csA produzierenden Zellen; C) Kontakte
zwischen Zelle und Petrischale. Alle Kontaktzeiten betragen 20 s bei Kontaktkréften von
150 £ 400 pN in Phosphatpuffer (links). in 5 mMol EDTA (rechts).

6.2.2.2.2 Kalziumabh&ngigkeit der Adhasion
Die zweiwertigen lonen in der Messlésung konnen durch Komplexierung des freien
Kalziums mit dem Chelatbildner EDTA stark reduziert werden. Bis auf das csA

14 Bei diesen Experimenten war der Thrashold fiir die Nachregelung noch bei 500pN spéter bei 40pN.
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benétigen alle CAMs von Dictyostelium Kalzium um den Partner zu binden, daher
wird ihr Beitrag zur Zelladhasion durch Zugabe von EDTA unterdrickt.

Zunachst werden durch das EDTA nur die extrazellularen kalziumabhéangigen
Reaktionen geschwaécht, aber nach und nach auch die im Inneren der Zelle. Nach
etwa 4-6 Stunden beginnen die Zellen eine kugelige Gestalt anzunehmen und ihre
Bewegungsaktivitat zu verlieren. Die Adhasivitat des csA verandert sich im Rahmen
der Schwankungen nicht deutlich feststellbar, jedoch werden die Zellen weicher,
vermutlich durch Defekte im Aufbau des Zytoskeletts. Experimente mit Zellen in
EDTA sollten daher nie langer als drei Stunden dauern um sicher zu gehen, dal} die
Zellen noch vital sind®.

In Abb. 6.14 erkennt man den Einfluf3 des fehlenden Kalziums in der Losung auf die
starken Adhasionen. Trotz langer Kontakte von 20 s ist die maximale Kraft von
0,5 nN gegenuber der ohne EDTA (15 nN) stark vermindert. Analoges gilt fur die
Adhasionskrafte an Plexiglas bei Kalziumentzug. Héchstwahrscheinlich sind die
dennoch auftretenden Adhéasionsstufen zwischen den vegetativen Dictyostelien von
40 bis 200 pN auf "Fehlkontakte” der Zellen mit der Petrischalenoberflache oder dem
Kraftsensor zurickzuftuihren. Wéahrend der 20 Sekunden des Kontaktes ist dies leicht
durch die Beweglichkeit der Zellen méglich. Auch bei den entwickelten Dictyostelien
treten solche ”Fehlkontakte” auf. Viel signifikanter aber sind deren im Durchschnitt
deutlich hoheren, vermutlich durch das csA vermittelten, Adhé&sionskrafte. Auf
Petrischale ist die Adhasion zwar mindestens von derselben Stéarke, aber vollig
unabhangig vom verwendeten Zelltyp und seinem Entwicklungsstadium.
AulBerdem zeigt sie in ihrem Verlauf ein ausgepragtes Treppenmuster mit
Stufenhéhen von etwa 120 + 80 pN. Diese Wechselwirkungen sind durch die
proteindenaturierenden Eigenschaften der Petrischale als Festkérper und
unspezifische Ladungs- und Hydrophobizitats-wechselwirkungen erklarbar.

Die Betrachtung des Adhéasionsmaximums ist wegen der nicht auszuschlieRenden
”Fehlkontakte” nicht ausreichend um die csA-Wechselwirkung zu charakterisieren.
Naheliegend ist, die Stufen mit Wechselwirkungen einzelner Molektle zu verbinden.
Die Ho6he der Stufen vor dem Loésen der allerletzten Zellbindung sind allerdings
meist von den noch vorhandenen anderen Zellverbindungen Uberlagert und daher
weniger aussagekréftig als die allerletzte Abri3stufe.

Durch die Verlagerung des Interesses auf die Einzelmolekiilebene werden im
Folgenden wiederum die Kontaktzeit und die Kontaktkraft moglichst klein gehalten
und sehr weiche Kraftsensoren (< 5 mN/m) verwendet.

5 Zu Beginn der Arbeit wurden vorzugsweise langere Experimente gemacht, da die Zellen dadurch
weniger mobil und viel leichter handhabbar waren.
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6.2.2.3 Spezifische Adhasion

In Abb. 6.15 sind reprasentative Kraftkurven zwischen nicht gehungerten
(vegetativen) bzw. 6h gehungerten (entwickelten) Dictyostelien (wildtyp AX2) in
EDTA dargestellt. Die Kontaktzeiten betrugen 0,2 Sekunden bei einer Kontaktkraft
von etwa 70 £ 20 pN. Die Adhéasionen der vegetativen AX 2 Zellen sind im Vergleich
zu den entwickelten Zellen®® drastisch reduziert. Aus den Kurven wird jedoch auch
die Schwierigkeit deutlich die Zellkontaktzeit zu definieren:
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Abb. 6.15 links: Kraftkurven von genghrten Wildtypzellen. Rechts: 6 Stunden gehungerte Wild-
typzellen. Die Pfeile zeigen den letzten Zellkontaktabri3, dessen Kraftsprung in den Histo-
grammen gezahlt wird. Unten: Histogramme nach Zellkontakten von 0,2 Sekunden Dauer bei
etwa 80 pN Kontaktkraft aus einer Stichprobe (total) von 60 bzw. 132 Kraftkurven.

Die Stufen der letzten Zellabrisse liegen sehr unterschiedlich weit (z,) vom
Kontaktpunkt entfernt. Die Zellen sind entsprechend der Zuruckfahrgeschwin-
digkeit z des Piezos léanger als die eingestellte Kontaktzeit t, zusammen (t

ges

6 Selbst nach lediglich 0,2 Sekunden dauernden Kontakten bei Kraften unter 40 pN sind in
mindestens 30% der Kraftexperimente noch signifikante Adhasionen von etwa 20 bis 80 pN
nachgewiesen worden (Abb. 6.20).
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=t +z,/z). Mit den Pfeilen sind exemplarisch einige der letzten Zellabrif3stufen fur
die darunter aufgetragenen Histogramme gekennzeichnet. Um sicher zu gehen, daf}
diese kraftspektroskopischen Experimente zwischen einzelnen Dictyostelien
tatsachlich die csA-Wechselwirkung nachweisen, wurden parallel elektrophoretische
Gele mit fluoreszenzmarkierten csA-Antikérpern von gleichzeitig aliquotierten
Zellen ausgewertet (Anhang).

Im jeweiligen Gel erkennt man eine deutliche Bande bei einem Molekulargewicht
von etwa 80 kD, fur den Fall, dall die Zellen csA exprimiert haben. Die
Adhasionshaufigkeit ist bei solchen Zellen deutlich Uber der von vegetativen Zellen,
die, ausreichend genahrt, kein csA bilden (Abb. 6.15). Um nachzuweisen, daf}
tatsachlich das csA die Ursache fur die gemessene Wechselwirkung ist, wurde mit
folgenden Mutanten von Dictyostelium die csA-Spezifitat der Adhasionsexperimente
getestet:

Zelltyp [csA-Expression] vegetativ | entwickelt
AX2

HG1287

HG1287 CPH

HTC1

HTCP8 [transmembran]
ATCP8 [transmembran]
T10

Alanin [punktmutiert]

Tabelle 6.1: Ubersicht der csA-Expression der Mutanten: +: csA-Expression; -: keine csA-
Expression; hinterlegt: signifikante Adhéasionskraft (in Klammern: nicht gemessen).

Zur Ubersicht sind die verschiedenen Mutanten in der Tabelle 6.1 mit ihren
Eigenschaften hinsichtlich der csA-Expression, abhangig vom Entwicklungsstadium,
zusammengefalit. Die geklammerten Teile der Tabelle wurden wegen ihrer geringen
Relevanz' nicht vermessen. In den Histogrammen (Abb. 6.16) ist die prozentuale
Verteilung der gemessenen Abril3krafte am allerletzten Zellkontakt in Schritten von
5 pN dargestellt. In eindeutiger Weise spiegeln die Histogramme mit hohem
Adhaésionsanteil die csA-exprimierenden Zellen, wie in der Tabelle 6.1 aufgelistet,
wieder. Die Verwendung der 6 Stunden gehungerten T10-Mutante, bei der alle
Eigenschaften der Wildtyp-AX2-Zellen erhalten sind, bis auf die Moglichkeit das
csA-Molekul zu exprimieren, bringt den einfachsten und eindeutigsten Nachweis

7 der Fall von vegetativem HG1287 ist an sich auch irrelevant und wurde mit nur sehr wenigen
Experimenten belegt.
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der Spezifitat der kraftspektroskopischen Methode. Bis auf wenige
Wechselwirkungen, die vermutlich durch unkontrollierte Kontakte der oberen Zelle
mit der Petrischale oder der unteren Zelle mit dem lektinaktivierten Sensor
hervorgerufen wurden, liegt die Adhasionswahrscheinlichkeit deutlich unter der

von csA-exprimierenden Zellen.

genahrt (vegetativ) hungrig (entwicklungskompetent)
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% total:20 % total:104
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Abb. 6.16: prozentuale Kraftspektren nach Zellkontakten von 0,2 Sekunden bei etwa 60 pN.
Mit ,.total ist die Stichprobe der Kraftkurven bezeichnet.

In die Mutante HG1287, bei der unter anderem die Produktion des csA-Molekils
gestort ist, wurde die csA-kodierende DNS-Sequenz vielfach reinsertiert. Diese
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Mutante (HG1287 CPH) zeigt wieder Adhasion, die gegentber dem Wildtyp AX2
sogar erhoht ist, analog dem durch die Gele belegten erhéhten csA-Vorkommen
(Anhang). Dies ist ein zweiter spezifischer Nachweis der csA-Sensitivitat der
kraftspektroskopischen Methode.

6.2.2.4 Eigenschaften der spezifischen Adhéasion

Zur ndheren Charakterisierung der csA-spezifischen Adhéasion wurden verschiedene
auf die Adhasion einfluBnehmende Parameter untersucht:

6.2.2.4.1 Kraftladungsrate

Die gemessene Abrilikraft hangt von der Potentialbreite der Bindungstasche (Dx :=
x_-x_. [A]), sowie der Kraftladungsrate (F [ pN/s]) (2-6 ) und nur bedingt von der
naturlichen ~off-Rate” (k. [1/5]) ab [15,65,68]. Bis es zu einem AbrilR kommt, ist im
statistischen Mittel die gesamte zeitliche Entwicklung der Bindungsbelastung
(Integration Uber k' (F) dF bis zum Erreichen der tatsachlichen AbriRkraft F)
mafRgeblich, wobei k' die Funktion der Kraft-Dehnungs-Charakteristik aller
beteiligten Proteine zwischen Kraftsensor und Bindungsstelle, sowie Bindungsstelle
und Probenhalter beinhaltet. Daraus ergibt sich eine Wahrscheinlichkeit fur die
Trennung der Bindungspartner bei einer bestimmten Kraft ( 2-5).

Der Verlauf des Kraftanstieges bis zum AbriB hangt von den mechanischen
Eigenschaften der Kopplung K der Bindungspartner an Kraftsensor und Substrat
ab. Im Falle von Dictyostelium-Zellen ist die Kopplung schwer zu charakterisieren,
da die Zelle aktiv durch Kontraktion oder Relaxation in die Zuggeschwindigkeit
eingreifen kann. AuRerdem sind in der Zelle viele Komponenten vom Zytoskelett bis
zur Zellmembran und deren Zwischenverbindungen fur die Ankopplung der
Liganden an das Substrat beteiligt. Zusatzlich verteilt sich bei den Zellen die
Belastung auf mehrere Bindungen, so dal Aussagen Uber einzelne Bindungen nur
statistisch getroffen werden kdnnen. Fur die Zell-Zellwechselwirkung wurde die
Kopplungselastizitait der Einfachheit halber durch die Funktion einer
freibeweglichen entropischen Polymerkette genadhert [127]. Weil in die Histogramme
immer der jeweils letzte Abrill eingetragen wird, stammt er haufig wvon
tethergekoppelten Bindungen, die sehr niedrige Kraftladungsraten (sehr flacher
Kurvenverlauf) haben.

Experimente zur Kraftladungsabhangigkeit, durch Variation der Zuggeschwin-
digkeit zwischen 0,5 und 12 pm/s, wurden mit HTCP8- und ATCP8-Zellen
durchgefuhrt, die wegen ihres Transmembranankers die reine csA-Wechselwirkung
aufweisen sollten. Dabei werden die Kraftabrisse nach der Steigung der Kraftkurve
(Kraftladungsrate) direkt vor dem Abrif} sortiert. Daraus werden Histogramme zu
verschiedenen Kraftladungsraten erstellt. Die Kraftmittelwerte dieser Histogramme
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werden gegen den Logarithmus (In) des Mittelwertes der zugehdrigen Ladungsrate
aufgetragen (Abb. 6.17).

80 — %%
1 Ax=17,5 11,54
60 T
| ] : LT
s 40 -t ="
§ 407 __—
0] e W]
] 1 koff = 0,0018/s
0
IIIII|IIII rrrryrrrl rrrryrrrerprerrirfrrrryrirrrprrrrprerd
0 2 4 6 8 10

In(F-s/pN)

Abb. 6.17: Die Kraftmittelwerte werden gegen den Logarithmus (In) der zugehdrigen
Ladungsratenmittelwerte, nach Anzahl der Messungen gewichtet (Dicke der
Fehlerkreuze), aufgetragen und mit einer Schwerpunktsgeraden verbunden. Aus der
Geradensteigung wurden die die Potentialbreite Dx und die nattrliche Offrate k
ermittelt.

Die Dicke der Fehlerkreuze entsprechen dabei der Gewichtung nach Anzahl der
Messungen. Sie werden mit einer Schwerpunktsgeraden verbunden [15].
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Abb. 6.18: Verschiedene nichtkovalente Bindungspaare zeigen eine logarithmische Ab-
héngigkeit von der Kraftladungsrate. Oben das Biotin -Avidin und -Streptavidin
System [128,129]. Darunter die Affinitat verschiedener Lektine (RCA, VAA, BHL)
sowie eines Antikdrpers (IgG) zu Laktose [15]. Ganz unten mit schwacher Steigung
das csA-Molekul. Gestrichelt die Haltekraft eines Lipidankers in einer Membran [67]
dargestellt.
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Besonders bei hohen Raten wirken sich hydrodynamische Effekte der weichen
Sensoren immer starker aus. Daher rei3en vermutlich einige Werte bei hohen Raten
aus dem ohnehin schon sehr breitgestreuten Feld aus. Die Ratenabhangigkeit wird in
Abb. 6.18 mit anderen Rezeptor-Ligandsystemen in Verhéltnis gesetzt. Im Rahmen
der Meldtoleranz von etwa 5 pN und Unsicherheiten von etwa 20% in der
Bestimmung der Federkonstante mufRl die Lage der csA-csA Geraden relativiert
betrachtet werden. Es stellt sich eine sehr moderate Ratenabhangigkeit heraus, die
knapp Uber der fur einen Lipidmembrananker [65] liegt. Das bedeutet aber, daf’
eventuell nicht die csA-Wechselwirkung, sondern vielleicht die Membranankerkraft
den entscheidenden Beitrag zu den Kraftspektren liefert. Der Klarung der Frage, ob
tatsachlich die homophile csA-Wechselwirkung oder die Lipidankerkraft gemessen
wurde, soll im Abschnitt 6.2.3.1 nachgegangen werden. Im Vergleich zu den anderen
Ligandpaaren ist der Kraftanstieg sehr niedrig. Mdglicherweise ist dies auf die
Ankopplung des Moleklls in seiner naturlichen Umgebung zurtckzufuhren,
wahrend die anderen Systeme immer artifiziell an Festkdrperoberflachen gekoppelt
sind. Durch Ruckrechnung der naturlichen off-Rate ohne angelegte Kraft geman
Gleichung ( 2-3), erhélt man einen Wert von kg = k' .(F=0) = 0,0018 + 0,005/s. Mittels
Oberflachenplasmonenspektrometrie wurde in erstaunlich guter Ubereinstimmung
ks zu 0,0018/s bestimmt [120].

6.2.2.4.2 Kontaktkraft

Wie bereits diskutiert (Abschnitt 4.2 und 6.1.1.4) steigt bei Erhéhung der
Kontaktkraft sowohl die Wahrscheinlichkeit fur Adhéasionsereignisse, als auch die
Wahrscheinlichkeit hohere maximale Adhasionskréfte zu messen.

Die zugehorigen Kraftspektren der letzten Zellabrisse verschieben sich ebenfalls zu
hoheren Krafteverteilungen in Abhangigkeit von der Kontaktkraft (Abb. 6.19), was
bedeutet, daR sich offensichtlich die mittlere Einzelbindungsstarke ebenfalls mit der
Kontaktkraft erhéht.
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Abb. 6.19: Mit zunehmender Kontaktkraft nimmt die Adhasionswahrscheinlichkeit und der
Anteil hoherer Krafte zu. Nach Kontaktzeiten von 20 Sekunden (rechts) tritt immer
Adhésion auf, aber die Kraftverteilung scheint'® unabhangig von der Kontaktkraft.
(,,total* gibt die Anzahl der ausgewerteten Kraftkurven an.)

6.2.2.4.3 Kontaktzeit

Durch die starke Aktivitdt von Dictyostelien sind die Messungen grof3en
Schwankungen unterworfen, so daR die Kraftspektren kleiner Stichproben nur
Trends andeuten kdnnen. Dennoch nehmen, wie zu erwarten, die maximalen
Adhasionskrafte und die Adhasionswahrscheinlichkeit mit zunehmender
Kontaktzeit zu ( 4-7 ). Denn sowohl die Oberflachen haben langer Zeit sich
aneinander zu schmiegen, als auch die Molekule zueinander zu diffundieren. Auch
die Kraft des letzten Abrisses nimmt dabei zu, wie an den drei Kraftspektren mit
zunehmenden Kontaktzeiten von 0,2 s, 1 s und 2 Sekunden zwischen entwickelten
AX2-Zellen zu erkennen ist (Abb. 6.20). AuRerdem sind gestrichelt Gausskurven
angedeutet, die bevorzugte Kraftmittelwerte bezeichnen sollen. Die hdheren
Mittelwerte werden dabei eher bei langeren Kontaktzeiten gemessen.

'8 eider ist die Stichprobe zu klein um eine gefestigtere Aussage zu treffen.
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Abb. 6.20 links: Verdnderung des Kraftspektrums
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Die Kraftspektren (Abb. 6.16) von HG1287 CPH, mit erhdhter csA-Dichte, sind
ebenfalls zu hoheren Kraften (» 60 £ 5 pN) gegentber dem Wildtyp AX2 und den
Mutanten HTC1 oder HTCP8 (» 20 £ 5 pN) verschoben.

6.2.3 Einzelmolekulbetrachtungen

Geht man davon aus, daf der im Kraftspektrum dargestellte letzte Zellabrif3 einzelne
Molkulkrafte darstellt, sollten alle Kraftspektren aller Mutanten, die CcsA
exprimieren, idealerweise dasselbe Kraftverteilungsmuster mit einem gemeinsamen
eindeutigen Mittelwert flir das “csA-csA-Interaktionskraftquant” besitzen.
AuRerdem liegt die Vermutung nahe, dal3 die homophile csA-Interaktion grof3er als
die Verankerung des Molekdils in der Membran sein kénnte, da die Kraftspektren
einen Bereich der csA-Wechselwirkungskréafte von 10 bis Gber 80 pN umfassen (bei
sehr hohen Kraftladungsraten sogar tber 100 pN).

6.2.3.1 Der Membrananker

Moglicherweise ist in allen Kraftspektren eine Mischung aus Membranankerabrissen
und csA-Molekultrennungen vertreten, zumal die kraftladungsabhangige Haltekraft
eines Lipidmolekuls in der Membran fast exakt dem Verlauf des csA-Molekiils (Abb.
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6.18) entspricht. Vermutlich liegt die Haltekraft des csA-Ankers aber schon aus
biologischen  Grinden Uber den wvon Evans [65] an artifiziellen
Lipidvesikelmembranen aus SOPC und Cholesterol einer Lipidlange von 18
Kohlenstoffeinheiten bestimmten Werten.

Zur Klarung der Frage an welcher Stelle die Verbindung zwischen den Zellen
tatsachlich aufgeht, sind die Mutanten HTCP8 und ATCP8 sehr geeignet, da sie statt
des Ceramid Ankers am C-terminus des csA-Molekduls eine transmembrane Region
mit stark hydrophoben Anteilen und einem kurzen ladungstragenden
cytoplasmatischen Teil besitzen. Dieses modifizierte transmembran verankerte csA-
Protein sollte deutlich schwerer aus der Membran zu reilen sein, als das
unmodifizierte csA-Protein mit einfachem Lipidmembrananker.

Abb. 6.21: Varianten der Trennung zweier csA-Molekile: A) csA-Bindungspaar vor der
Trennung; B) das Paar trennt sich unter Last; C) der Membrananker rei3t heraus; D)
bei der Transmembranankermutante ATCP8 trennt sich immer das Bindungspaar.

Die Kraftspektren der Mutanten HTCP8 und ATCPS8 sollten, gegenuber dem Fall des
HerausreiRens des Lipidankers bei den Zellen mit normalem csA, deutlich mehr
Kraftabrisse bei htheren Kréaften zeigen.

Wie in der Ubersicht (Abb. 6.16 und Abb. 6.22) zu erkennen, ist dies aber nicht der
Fall. Im Gegenteil, die hohen Kraftbeitrdge, wie sie in Abb. 6.20 nach Kontakten von
2 Sekunden auftreten werden hier selbst nach Kontaktzeiten von 10 Sekunden selten
gemessen. Daher liegt es nahe anzunehmen, die Bindung bricht zwischen den csA-
Molektlen und nicht am Molekulanker in  der Membran. Eine nicht
auszuschliel}ende alternative Interpretation der Daten waéare daraus die Gleichheit
der Bindungskrafte von Membrananker und csA-Bindung zu folgern. Der Versuch
diese Frage schlussig aus der Beobachtung der “Abnutzung” der CcsA-
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Wechselwirkung durch ein Langzeitexperiment an derselben Zelle zu beantworten,
ist wegen der hohen Beweglichkeit und Regenerativitat der Zellen nicht gelungen.

Die wahrscheinlichere Interpre-
tation ist, auch aus biologischer
Sicht, dal3 das csA grofitenteils in
der Membran bleibt und das
Anker-/csA-
zur  groit-
moglichen 6konomisch vertret-
baren Ausnutzung der Lipid-
ankerkraft ausgereift ist. Die
hohen Krafte bei hohen Ladung-
sraten (Abb. 6.17) kénnten aber
auch einen Knick andeuten wie er
Biotin-Avidin-System
beobachtet wird. Dann wirde sich
bei hohen Zuggeschwindigkeiten
der Membrananker l6sen [67].
Unklar ist aber weiterhin wie die

Kréafteverhaltnis

Bindung evolutiv

beim

hohen Kréafte von 60 pN und mehr
in den Kraftspektren vom Lipid-
anker gehalten werden konnen.
Aus der Vielzahl von Messungen
ist genug Datenmaterial
vorhanden, um diese Frage durch
Untersuchung
Wechselwirkung des einzelnen

aber
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csA-Proteins zu klaren:
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Abb. 6.22: Zeitserie des Transmembrankonstruktes

HTCP 8. Die wahrscheinlichste Abrilfkraft nach
0,2 s Kontakten liegt bei 23,3 pN (Gaussfit).
Deutlich treten zwei Maxima nach Kontakten
von 1 und 10 Sekunden auf.

6.2.3.2 Die Einzelmolekulwechselwirkungskraft des csA

Bereits die 5 pN-grob gerasterten Kraftspektren (Abb. 6.16) lassen eine Substruktur
erahnen. Obwohl diese Histogramme aus verschiedenen Experimenten, und daher

mit unterschiedlichen

Kraftsensoren

verschiedener

Federkonstanten,

zusammengesetzt sind, weisen besonders die dauerexprimierenden Mutanten bei
etwa 20 pN ein Hauptmaximum, bei etwa 45 pN und eventuell 65 pN Nebenmaxima
auf. Die Kraftspektren von AX2 (Abb. 6.19) und HG1287 CPH sind vorwiegend mit
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harteren Kraftfedern aufgenommen worden® und lassen den Trend nicht so deutlich
erkennen.

Die Histogramme der HTCP8-Mutante mit Transmembrananker zeigen zunéchst
einen Kraftmittelwert von 23 pN im Kraftspektrum fur 0,2 Sekunden Kontaktzeit
(Abb. 6.22). Bei langeren Kontaktzeiten von 1 und 2 Sekunden treten zwei Maxima
bei 20 pN und knapp 40 pN hervor.
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Abb. 6.23: Oben: hochaufgeldste und geglattete Kraftspektren nach 0,1 s,1 s und 2 s langen
Kontakten zwischen entwickelten AX2-Zellen von weniger als 50 pN. Unten: Summe
der drei Spektren. Die Balken zeigen die Hauptmaxima von Vielfachen der csA-
Einzelmolekilkraft von etwa 22,5 pN an (gestrichelt evtl. Nebenmaxima).
Das in Abb. 6.20 dargestellte Kraftspektrum von entwickelten AX2 ist mit sehr
weichen Kraftsensoren (Federkonstante: 3,5 mN/m) bei Kontaktkraften von knapp
30 pN erstellt worden. Es zeigt bei 2 pN-feiner Unterteilung die Zeitabhangigkeit der
angedeuteten Substruktur. Diese Histogramme sind allerdings bei einer

Geschwindigkeit von 2,5 um/s entstanden im Gegensatz zu den anderen, die mit

9 Sehr wahrscheinlich liegen, wegen Problemen bei der Federkonstantenbestimmung, die Kraftwerte
dieser Spektren um 10 bis 15% zu niedrig.
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etwa 15 pm/s aufgenommen wurden. Deshalb ist modglicherweise die
Kraftverteilung leicht (<1 pN) zu héheren Werten verschoben. Die Haupt- und
Nebenmaxima zeichnen sich nach Kontaktzeiten von nur 0,2 Sekunden bei 19 und
43 £ 3 pN, nach Kontaktzeiten von 1 Sekunde bei 26 und 46 + 3 pN und nach 2
Sekunden bei 25, (44) und 70 £ 4 pN ab. Zur Verfeinerung der Auflésung wurden
aus diesen Spektren nur die Daten, die mit demselben Kraftsensor bei den genannten
Kontaktzeiten aufgenommen wurden, zusammengestellt (Abb. 6.23). Das
Kraftspektrum wurde mit 0,25 pN aufgeldst und mit einem 25 pN groben Gaussfilter
geglattet.

Die Maxima und Nebenmaxima treten jetzt deutlicher hervor, und es lait sich
folgern, dal3 die Bindungskraft des einzelnen csA-Molekduls bei 22,5 + 3 pN liegen
muf3, wahrend die hdheren Kréafte durch kooperatives Zusammenspiel mehrerer
Molektlpaare entstehen koénnten. In Abb. 6.20 ist rechts exemplarisch ein
Histogramm mit vielfachen von 22 pN eingefugt und mit einer gefitteten
Poissonverteilung hinterlegt. Daraus lassen sich die Haufigkeit fur Ein- und
Mehrfachabrisse laut folgender Tabelle ablesen:

1-fach 2-fach 3-fach (4-fach) (5-fach)
0,2s 25 % 11 % 5% 2% 0%
1s 25 % 15 % 8 % 5% 3%
25s 24 % 16 % 10 % 6 % 3%

Tabelle 6.2: Kontaktzeitabhéngige Poissonverteilung von Ein- und Mehrfachbindungen
zwischen csA Molekulen.

Diese Interpretation erklart auch die Kréafteverteilung bei HG1287 CPH (Abb. 6.16),
bei der das Hauptmaximum bei 40 £ 5 pN und die Nebenmaxima bei 20 und
60 £ 5 pN zu liegen scheinen: bei HG1287 CPH ist die csA-Dichte so hoch (lUber 5%
der Zellmembran) [130], daR kooperative Wechselwirkungen die Regel sind und die
Einzelmolekulereignisse  uUbertreffen. In der Zusammenfassung der drei
Kontaktzeiten in ein Spektrum (Abb. 6.23) treten neben den Maxima bei Vielfachen
von 22,5 pN auch noch kleinere Maxima auf (gestrichelte Balken), deren Ursprung
allerdings noch voéllig unklar ist.

6.2.4 Diskussion

Bei der Charakterisierung der csA-Wechselwirkung ist es offenbar gelungen die
Einzelmolekilbindungskraft zu quantifizieren, das Auftreten Vielfacher der
Einzelbindungskraft in den Spektren mit der Kontaktzeit und Kontaktkraft zu
korrelieren, wéahrend die Frage nach dem Bruch der Bindungsstelle nicht mit letzter
Sicherheit entschieden werden konnte. Auch die Frage nach der potentiellen
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Bindungsstelle in der Molekulstruktur konnte mit der untersuchten Alanin-Mutante
(Abb. 6.16 und Anhang) nicht gelost werden. Aggregationsversuche mit Zellen, die
an genau dieser Sequenz mutiert wurden zeigten ebenfalls keine signifikante
Anderung in der Adhésion [131]. Vielleicht ist das Ladungsmuster der potentiellen
Bindungsregion nur eine langreichweitige Steuerungshilfe fir die Bindungspartner,
um das passgenaue Treffen der eigentlichen noch unbekannten Bindungstaschen zu
beschleunigen [132].

Maglicherweise sind sogar mehrere Bindungsstellen im Molektl vorhanden, oder es
entstehen neue Bindungstaschen durch Kooperation mehrerer csA-Molekule (analog
den dimeren Integrinen oder dem Bilden molekularer Uberstrukturen wie sie bei
Cadherinen diskutiert werden). Eine Bindung aus mehreren Subeinheiten kdnnte
vielleicht auch die Existenz der Nebenmaxima erklaren. Zudem liegt bei dem
Transmembrankonstrukt HTCP8 (Abb. 6.22) das zweite Maximum deutlich unter
45 pN; dies kdonnte auf eine veranderte Oligomerstruktur bei einer Kooperativitat der
Molekdtle hindeuten, da die hydrophobe Membranregion den Abstand der Molekiile
eventuell ungunstig beeinflu3t. Aulierdem ist ein potentielles Trimer (»67 pN) auch
nach Kontakten von 10 Sekunden in diesen Messsungen so gut wie nicht vorhanden
(Abb. 6.22), was ein weiterer Hinweis fur die Behinderung der Kooperativitat von
csA-Molekilen sein kdnnte. Zudem ist bei 50 pN die Haltekraft eines Lipidankers
sicherlich Uberschritten, also kann diese Kraft nur durch zuféllig gleichzeitig
reiBende Molektle oder durch gezielte Oligomerbildung verursacht sein. Nur so
kann die Kraft auf die Lipidanker der beteiligten Molekile gleichmalliig verteilt
werden um héhere Bindungskréfte als die einfache Membranhaltekraft auszuhalten.
Zellen, die kein csA exprimieren, kdnnen ohne stoérende Scherkréfte trotzdem
aggregieren und einen Fruchtkérper bilden. Es wurde deshalb vorgeschlagen, dai
das csA-Glykoprotein fur "schnelle” erste Zellkontakte verantwortlich sei und dai
andere Adhéasionsmechanismen fur die Aggregation auf einem festen Substrat
ausreichen, wo langere Zeit zur Bildung und Stabilisierung von Kontakten zur
Verfuigung steht”. Die Bindung des csA ist sehr schwach im Vergleich zu anderen
bisher bekannten Adhé&sionsmolektlen (Abb. 6.18), da die Zellen wahrend der
Entwicklung des Fruchtkorpers standig in Bewegung sind und im Zellverband
aneinander entlangleiten kdnnen mussen. Dennoch ist die csA- Wechselwirkung
wegen der hohen Dichte (1-2% der Zellmembran) deutlich starker als die der einzeln
starker adhéarierenden, aber selteneren kalziumabhangigen Molekule (siehe auch
Abb. 7.1).

2 Hijeraus wird ein grundlegendes (fir den analytischen Forscher etwas &rgerliches)

Evolutionskonzept deutlich: die Natur hat oft mehrere redundante Systeme fur ein Phdnomen bereit
stehen, um Defekte auszugleichen oder effektiv auf extreme Umweltveranderungen reagieren zu
kénnen.
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Das naturliche Verhalten von Bindungspaaren ermdglicht langsame Bewegungen
von gebundenen Zellen wie aus Abb. 6.17 zu erkennen ist: Je langsamer die
Belastung ansteigt, desto kleiner ist die Kraft, bei der die Bindung sich 6ffnet. Im
Extremfall geht die csA-Bindung im Mittel nach etwa 15 Minuten sowieso auf
(naturliche off-rate). Durch die Vielzahl der Molekdule bleiben die Zellen dabei aber
immer fest verbunden und kdnnen trotzdem langsam aneinander entlanggleiten.

6.3 SchluRbemerkung

Durch die Befestigung eines einzelnen roten Blutkdrperchens am Kraftsensor konnte
die Leistungsfahigkeit der Zelladhasionskraftspektroskopie unter Beweis gestellt
und grundlegende Eigenschaften von Einzelzellwechselwirkungen auf der Ebene
einzelner Molektle bestimmt werden. Direkt darauf aufbauend sind
pharmakologisch interessante Messungen zu Blutgerinnungsfaktoren oder
Messungen von Blutzellen an Blutgefalwandzellen vorstellbar [86].

Durch die Einzelzellexperimente mit Dictyostelium wird ein  weites
Anwendungsfeld dieser Methode (getffnet: Die Vermessung einzelner
Zelladhasionsmolekdle in ihrer naturlichen Umgebung 1aBt sich sicherlich auch an
vielen anderen Zelladhasionsmolekulen durchfuhren, besonders wenn gepaart mit
Gentechnologie gezielt Moleklule in der Zellmembran eingebaut und deren
Eigenschaften peptidgenau modifiziert werden kodnnen. Kraftspektroskopische
Messungen an weiteren genetischen Mutationen des csA-Molekils kdnnten so
beispielsweise auch zur besseren Charakterisierung der Bindungstasche dieses
Adhasionsmolekuls beitragen. Die Zelladhasionskraftspektroskopie bietet nicht nur
die Moglichkeit die Adhéasionskrafte zu ermitteln, sondern auch die Dynamik von
Zelladhasionsvorgangen und von Zelltrennungsvorgangen zu untersuchen.
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7 Ausblick

Mit dieser Arbeit ist eine neue Basis fur die Untersuchung von Adhéasionsmolekilen
geschaffen worden, deren vielfaltige Anwendungsmaoglichkeiten nur erahnt werden
konnen. Um diese Methode fur alle Adhasionsmolekile zu verallgemeinern sind
dabei allerdings zwei Hurden zu Uberwinden. Zum einen gilt es sehr restriktive
experimentelle Bedingungen einzuhalten, da die Funktionalitat der Zellen
gewahrleistet sein muf3. Immerhin garantieren diese Bedingungen aber auch die
optimalen Verhdltnisse fur die Funktion der zu untersuchenden Molekiile. Die
zweite Schwierigkeit, deren Bewadltigung sich lohnt, ist die Isolierung bestimmter
Molekiile auf einer Zelle, um die Interferenzen mit anderen Adh&sionsmolekilen zu
vermeiden. Dies ist sicherlich nur unter Einbeziehung gentechnologischer Verfahren
maoglich. Es ware denkbar eine adhasionsmolekulfreie Zellinie zu finden und sie mit
dem genetischem Code eines interessierenden Adhasionsmolekuls zu transfizieren,
um daran kraftspektroskopisch die Adhasion zu charakterisieren. Die gesamte
Palette von Untersuchungen bei verschiedenen Rahmenbedingungen wie
pharmakologische Veradnderungen des Mediums, verschiedene Oberflachen
(inklusive Zelloberflachen) oder anderen EinflugréRen steht dabei zur Auswahl.

Es ware auch moglich bei geeigneter gentechnologischer Modifikation
kraftspektroskopisch an Zellen ein bestimmtes Adhéasionsmolekil als Marker fur
einen intrazellularen ProzeR abzufragen und somit eine zellschonende, nicht-
toxische Markierungsmethode zu entwickeln.

Selbst wenn dieser generelle Ansatz nicht verwirklicht werden kann, ist es doch
maoglich, vergleichend verschiedene Randbedingungen anhand der verénderten
Zelladhasion zu diversifizieren, wie z.B. in Abschnitt 4.5 gezeigt.

In Abb. 7.1 ist ein Kraftspektrum aller kalziumabhangigen Adhasionsproteine, die in
der vegetativen Phase aktiv sind, dargestellt.
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40 — AX2 Oh mit Kalzium
total: 5760
o 30- Adhasion:17%
8 2-2,7 um/s
ga Kontaktkraft:30 pN
(0 Kontaktzeit: 0,2 s
10 —

0 20 40 60 80 [PN]
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Abb. 7.1: Kraftspektrum der kalziumabhé&ngigen Adhé&sionsmolekiile (ohne csA) von vegetativen AX2-
Zellen (Dictyostelium discoideum) aufgenommen in Phosphat Puffer.

Nach  einer  gewissen Falle  von kraftspektroskopisch untersuchten
Zelladhéasionssystemen erhalt man moglicherweise auch eine ,,Bibliothek* solcher
Kraftspektren, anhand der verschiedene Adhdsionsmechanismen  oder
Molektlkonstellationen typisiert werden kénnten.

Das in Abschnitt 4.4 vorgestellte Modell zur Simulation der unabhéngigen
Bindungen ist sicher noch verbesserungsfahig und eventuell auf den Bereich der
kooperativen Bindungen auszuweiten.

Die Mdoglichkeit der direkten Kombination aus Zellelastizitats- und
Adhéasionmessungen (Abschnitt 4.2) erlaubt es, die Zusammenhdnge von
Adhasionsmolektlen mit dem Zytoskelett eingehender zu studieren. Dadurch sind
gerade in der Krebsforschung aber auch in vielen anderen Bereichen der Medizin
und Biologie neue Erkenntnisse und methodologische Neuerungen zu erwarten.
Besonders fur die Pharmakologie sollte die Kraftspektroskopie an lebenden Zellen
Wirkungszusammenhéange verschiedener Drogen sowohl analysieren, als auch zu
deren Optimierung beitragen kénnen, und dadurch eine Menge von Tierversuchen
Uberfltssig machen.
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A  Material und Methoden

A.1 Das Zelladhéasionskraftspektroskop

Das verwendete Kraftspektroskop ist eine ,,langjahrige Gemeinschaftsproduktion*
von M. Radmacher, M. Rief, M. Ludwig, und W. Dettmann. Wesentlich fur die
Ermaoglichung von Zelladh&sionsmessungen sind die lichtmikroskopische Kontrolle
der Zellen ( dadurch wird auch die Positionierung des Lasers erleichtert), die
Erweiterung des Piezohubes auf 100 um, die Regelbarkeit von Temperatur und CO,-
Gehalt, die Moglichkeit in Petrischalen (& 3,5 cm; 150318, Nunc, Roskilde,
Danemark) zu messen sowie die regelbar programmierte Kontrolle der Kontaktzeit
und der Kontaktkraft (Abb. 0.1).

Detectar l : i

Fetrischale

Abb. 0.1: schematischer Aufbau des Zelladhésionskraftspektroskopes.

Die Daten des verstarkten und tiefpalRgefilterten (<20-100kHz) Detektorsignals
werden mit 4096 (12Bit) oder 32750 Datenpunkten (16Bit) aufgezeichnet. AuRerdem
kann bei langsamen Zuggeschwindigkeiten (<7um/s) vor dem Aufzeichnen eines
Datenpunktes der Mittelwert aus mehreren Datenpunkten gebildet werden
(oversampling), so daB je nach Geschwindigkeit, die Datenrate zwischen 0,5 und 20
kHz liegt. Die Auswertung der Daten erfolgte mit Igor Pro 3.0'. Zum Eichen des
Kraftspektroskopes wird der Kraftsensor in Kontakt mit einem harten Substrat

! mit Makros von W.Dettmann und A.Wehle, LMU Miinchen
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(Petrischale) gebracht und mit dem Piezo eine - durch einen eingebauten
Dehnmelstreifen bestimmte - Strecke weit ausgelenkt. Damit ist die Auslenkung des
Kraftsensors in Abhéangigkeit vom Detektorsignal definiert. Zur Bestimmung der
Federkonstanten eines Kraftsensors, gemafR [57,58,133], wird das thermische
Rauschspektrum des frei schwingenden Kraftsensors tber den Bereich der ersten
Resonanzfrequenz integriert und daraus dessen mittleres Auslenkungsquadrat <z*>
ermittelt. Durch Gleichsetzen der Federenergie 1/2 k-<z?> dieser Resonanz mit der
thermisch angeregten Energie 1/2 k,T dieses Freiheitsgrades erhalt man die
Federkonstante k des Kraftsensors mit etwa 10%-igem Fehler. Dieser Wert weicht
haufig deutlich von den Angaben der Hersteller ab (Abb. 0.12).

A.2 Beschichtungen und funktionale Oberflachen

A.2.1 Metallschichtbedampfung

Titan Ti (# Ti006020/12, Goodfellow, Bad Nauheim, Germany), Titan- Vanadium
TiV (# Ti256010/1, Goodfellow) und Kobalt-Chrom CoCr (#Co0056010/1,
Goodfellow) wurden aus Wolfram-Schiffchen (Balzers, Minchen BD482000-T)
thermisch auf Objektglaschen (# 990, Assistent, Munchen, Germany) bis zu einer
maximalen Filmdicke von 50nm verdampft. Wahrend des Verdampfens bei ca 2-10
® Pa in einem Vakuumpumpstand? behielten die Objektglaschen Raumtemperatur.
Fur das Oberflachenplasmonenspektrometer wurden die Deckglaschen mit 1nm
CoCr (zur Verbesserung der Goldhaftung auf dem Glas) und anschliel;end mit 49nm
Gold bedampft.

A.2.2 Plasmonenspektrometrie

Wahrend dieser Arbeit wurde zusammen mit M. Stark ein Plasmonenspektrometer
aufgebaut und mit diesem verschiedene Oberflachenfunktionalisierungen
charakterisiert. Aufllerdem wurden Vergleichsmessungen zu Affinitatsbestim-
mungen von Lektinen auf terminale Glykoproteine untersucht [15]. Um die Methode
Oberflachenplasmonenresonanz besser zu verstehen folgt eine kleine theoretische
EinfUhrung.

Theorie
Allgemein sind Plasmonen resonante Dichteschwankungenen eines Plasmas [134].
Besteht das Plasma aus freien Elektronen im Leitungsband einer einige Nanometer
dinnen (Halb-)Leiterschicht, spricht man von einem zweidimensionalen
Oberflachenplasma. Die resonanten Dichteschwankungen heilien dann Oberflachen-
Plasmonen-Resonanzen (Surface Plasmon Resonance) oder in Quanten ausgedrickt

2 Aufbau von Carsten Loebbecke
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plasmonische Oberflachen-Polaritonen (Plasmon Surface Polariton). Diese
Resonanzzustdnde werden ublicherweise durch Photonen dber Gitter- oder
Prismenkopplung in Leitern erzeugt, kénnen in einem Plasma aber auch durch
Elektronen angeregt werden [135-137] und [138].

Zur hier verwendeten
optischen  Anregung  mit
Prismenkopplung strahlt man
Photonen unter einem Winkel
Je zum Lot einer 50 nm
dinnen Goldoberflache ein.
Der Wellenvektor k. des
eingestrahlten Lichts I kann
in  zueinander  senkrecht
stehende Komponenten ky (in
der Grenzflachenebene) und
k; (in Lotrichtung) zerlegt
werden (Abb. 0.2). Ist ne der
Brechungsindex des Prismas
aus dem der Lichtstrahl
einfallt, so betragen die Kke-
Komponenten an der Grenz-
flache:

Abb. 0.2: Skizze zur Definition der Strahlbezeichnungen

: w W
K, =n,>sinJ = und Kk, =n,>xcos] , - (0-1ab)
C c

mit der Dispersionsrelationw =c #k|( 0-1 a,b), der Lichtgeschwindigkeit ¢ und der
Frequenz w/2p. Ebenso werden die Polarisationsrichtungen aufgeteilt in s-
Polarisation, die so gewahlt ist, da sie wie die y-Achse in der Goldebene liegt und
senkrecht dazu (in der x-z Ebene) die p- Polarisation.

Die Intensitat I, des reflektierten Lichts wird mit den Fresnel'schen Gleichungen, die
aus den Stetigkeitsbedingungen fur das elektrische Feld E der Maxwell'schen
Gleichungen an Grenzflachen zweier Medien abgeleitet sind, beschrieben [139
10.2.5]. Fur die s- Polarisation gilt:

1 :g&ig _n,cosd, - n,cosJ,

le g éEe;z;S n, cosJ, +n, cosJ,

und analog fur die p -Polarisation:

| & 4§ _n,cosl cosl, - ncos’J,
’_ =¢=* = = (0-3)
l.p €E#g, n.cosl.cosl +ncosJ,

(0-2)
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Dabei ist J+ der Winkel des transmittierten Lichtstrahls zum Lot auf die Grenzflache.
Mit dem Brechungsgesetz von Snellius (n,sind, = n,sind,) werden ( 0-2) und ( 0-3)

ZU:
2

sn(3, - 3,)[

g.o _jsnd - d)
sin(J, +J,)

&,

5
A élegp
Anders als Glas und andere nichtleitende Dielektrika haben Metalle und viele andere
(Halb-)Leiter bis hinauf in den Wellenlangenbereich sichtbaren Lichtes meist eine
Dielektrizitatskontante mit negativem Realteil (z.B.: Gold bei | =633 nm: e=-14.4 +
11,43). Sie sind stark reflektierend und absorbieren ab einer gewissen Dicke
vollstandig. Wegen ihres imagindren Brechungsindex ist das Phanomen des
Grenzwinkels der Totalreflexion (sindJ,=n,/n,) nicht mehr definiert. Gleiches

betrifft den Brewsterwinkel bei p -polarisiertem Licht ( 0-4b bei J, +J_, = 90°) hier

tan(J.- J,)
tan(J, +J,)

(0-4a,b)

geht der Nenner gegen unendlich und die Intensitat I, des reflektierten Strahls
verschwindet. In Metallen kann im Imaginaren also auch J, - J,=90° erfullt

gnJe - \/g (der reflektierte Strahl
sind, e

werden, dann sind cosJ, = - sinJ, und tanJ , =-

bekdme in ( 0-4b ) unendliche Intensitat, was auf einen Resonanzzustand deuten
lakt) [137]. Mit diesen Bedingungen erhalt man aus der Dispersionsrelation ( 0-1a)
fur die Komponenten von k:

k:V_V S k :W €5 0-5a.b
c e+e * c\e, +e (0-5ab)

und

Setzt man dort die negativen Dielektrizitatswerte leitender Materialien ein, erhalt
man fur die z-Komponente von k meist imaginare Grolien wahrend ky einen realen
Anteil bekommt und die Dispersionsrelation der Plasmonenresonanz ( 0-5b )
darstellt [135]. Dies bedeutet, dal} der reflektierte Strahl nur imagindr in der
Grenzflache propagiert und fur die Anregung von Plasmonen absorbiert wird - und
nicht etwa, wie oben angedeutet, unendlich wird. Die Methode der Vermessung
dieser abgeschwachten Totalreflexion heil3st daher ATR (Attenuated Total Reflection).
Mittels Gleichung ( 0-1a,b ) kann man unter Verwendung eines Prismas ng, Je und
| (=2p c/w) so wahlen, dal} die Plasmonenresonanzbedingung ( 0-5b ) erfullt wird
(Abb. 0.3). Fur die Erzeugung von Plasmonen an Grenzflachen zu Lésungsmitteln
der Brechzahl n; > 1 mulR die Brechzahl des Prismas n¢ entsprechend grofier als nj des
umgebenden Mediums sein.
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Abb. 0.3: Dunkelgrau ist der A
Wertebereich fir die x- [s-1 We K,
Komponente von Kk in W

Abhangigkeit von der
Frequenz w im Vakuum
dargestellt, hellgrau der
Wertebereich fiir Einkop-
plung aus einem Prisma
mit Brechzahl n. Die Kurve
der Bedingung far
Plasmonenresonanz
(Gleichung ( 0-5b )) kann
man demnach nur durch
Einstrahlung aus einem
optisch dichteren Medium
(hellgrauer Bereich) 0 kx (=]k|-sinde) [m-1]
erfallen.

Lichtdispersion
im Vakuum

Bedingung der
Plasmonenresonanz

im Prisma

In z Richtung bleibt bei Plasmonenresonanz nur ein imaginares, exponentiell
abklingendes, evaneszentes Feld (Abb. 0.4):

i[O z
Eg» Eoyx@ &l Ye+e 3% (0-6)
wobei e durch g zu ersetzen ist, wenn hinter der diunnen Goldflache statt Luft ein

Medium der Dielektrizitatskonstante g vorliegt [140]. Dann gilt fur die
Plasmonenresonanzrelation:

C .
k= Je.sind, = [ (0-7)
w et + q
N1 Lésung
R GIRA TS LI g
‘NizMetall = : 11?,! 5
IR RS ZIUR AN I .'.-;'-;.’- ¢
) Y K 2
Ne Prisma
Elektronen
Ke
einfa"endes L|Cht reﬂektiertes L|Cht

Abb. 0.4: das evaneszente Feld klingt Gber dem Ort der Totalreflexion exponentiell ab und
evoziert bei geeigneter GrofRe der x-Komponente des Lichtwellenvektors ke eine
transversale Dichtewelle der freien Elektronen in der dinnen Metallschicht - die
Plasmonenresonanz.
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Das bedeutet, die Plasmonen “sehen” das Medium auflerhalb der Goldschicht.
Dadurch ist die Plasmonenresonanz fur etwaige Veranderungen der optischen
Dichte "hinter" der Goldoberflaiche empfindlich. In der Metallschicht wird die
Ausbreitung der Resonanz als longitudinale Welle in x-Richtung proportional dem
imaginaren Anteil der Dielektriziatskonstante gedampft und in Warme umgesetzt® .
Fur die Zerfallslange L der Plasmonenresonanz in der x-y Ebene auf den e-ten Teil

1
gilt: L= (far Gold: 10pum)
2im(k,)

Anwendung:

Zur Detektion der Oberflachenplasmonenresonanz betrachtet man den reflektierten
Strahl in p -Polarisation und bestimmt das Minimum der Intensitat in Abhangigkeit
des Winkels bei fester Wellenlange oder in Abhangigkeit der Wellenlange bei festem

Winkel. Sobald auf der Goldoberflache im Bereich des evaneszenten Feldes eine
Anderung der optischen Dichte (D(n+z)) stattfindet, erfahrt die Resonanz eine

Dampfung, die wiederum die Resonanzbedingung verschiebt. Auf diese Weise
lassen sich Anderungen im Brechungsindex der Lésung hinter der Goldschicht oder
Veranderungen in der Dicke einer dinnen Molekilschicht bei Kenntnis ihres
Brechungsindex bestimmen. Je nach Winkel- oder Frequenz-Auflésung und
Brechungsindex der dampfenden Substanz sind Schichtdickenveranderungen von

wenigen Angstrom detektierbar.

1.00 .
- ‘ Totalreflexionskante

0.75

Reflexionskoeffizient Rp

Winkel Theta in ° (in Glas)

Abb. 0.5: Reflektivitatskurven fur Schichten (n=1.5) einer Dicke von 0, 1, 2, 5, 10, 15, 20, 30,
40, 50, 75 und 100 nm auf einer Goldschicht von 50 nm Dicke in Wasser. Hier ist die
Reflektivitat der p -Polarisation gegen den Einstrahlwinkel des Lichts (I =633nm) aus
einem Prisma (n=1,515) dargestelit.

’Im Gegensatz zum strahlungslosen Zerfall des Plasmons in Warme gibt es auch den strahlenden
Zerfall in Photonen z.B. an Oberflachendefekten.
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Zur Bestimmung der Schichtdicken bedient man sich einem Matrizenmultiplikation-
sformalismus [141], der analytisch nicht allgemein I6sbar ist und daher numerisch*
bearbeitet werden mufi. Grob betrachtet ist die Winkelanderung DJ proportional zur
Anderung der optischen Dichte an der Goldoberflache. Sie ist die Differenz der
Brechungsindizes des Lo6sungsmittels (n;)) und der Schicht (n) und somit gilt
naherungsweise: DJ»Dz-(n—n;) [142]. Eine analytische Naherungsformel wurde von
Kretschmann angegeben [136].

Die hier verwendeten Apparate sind in Kretschmannkonfiguration aufgebaut,
arbeiten in Flussigkeit und analysieren bei fester Wellenlange (I =633nm) die
winkelabhangige Reflektivitat der Goldschicht in p -Polarisation.

Abb. 0.5 zeigt die Verschiebung des Minimumswinkels der Reflektivitat zu groReren
Winkeln mit Zunahme der Schichtdicke, sowie die abnehmende Schwéachung der
reflektierten Intensitdt im Minimum durch die zunehmende Dampfung. Der
Grenzwinkel der Totalreflexion dagegen bleibt fest.

Zur hochaufgeltsten Winkelbestim-  Auflésung zwischen 1 und 10 Minuten.
mung (0,005°) werden zwei Arme

H H Schematisierte Schrittmotorgetriebenes
mit LIChtque“e und Detektor an Fluidzelle: Austausch Goniometer
schritt-motorgetriebenen Yon Substanzen {m

robevolumen

Goniometern so um das Prisma mit
der Probe gefuihrt, dal3 die sensitive

Goldschicht immer im

Reflexionszentrum und der Filter-
anordnung

Detektor im Zentrum des

reflektierten  Strahls liegt. Zur
Verbesserung des Signals wird zum
Vergleich die Reflektivitat der s -
Polarisation gemessen und daraus

. .. Justierlaser Kondensoroptik ;
der Reflexionskoeffizient r=rp/rs  mit Blende und Halogenlampe
bestimmt. Die Zeit zum Aufnehmen
einer Resonanzkurve betragt je nach  SPR Aufbau von M. Stark, MPI Martinsried

* nach einem Auswertungsprogramm von S. Peitinger,E22, TUM, Garching.
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Mit einem anderen Aufbau (Abb. 0.6)
milRt man ohne bewegte Teile bei
geringerer Winkelauflosung (»0,04°)
aber  hoherer  Zeitauflésung 3
Sekunden pro Kurve) instantan eine
Schar von Winkeln und kann so die
Geschwindigkeiten untersuchen, mit
denen Molektle auf Oberflachen
adsorbieren, die durch dieReaktions-
kammer  flieRen oder  schnelle
Anderungen von lonenkonzen-
trationen detektieren (Abb. 0.7), sofern
sie die optische Dichte des Mediums
verandern.

(Texas Instruments inc.)

Abb. 0.6: Aufbau eines kommerziellen SPR-
MeRinstrumentes ohne bewegte Teile.

Schichtherstellung
Um Proteine funktional auf der Sensoroberflache zu immobilisieren, sind zwei
wesentliche Punkte zu beachten: das Protein soll moglichst kovalent angekoppelt
werden, es soll aber auch vor Kontakten mit der Festkorperoberflache geschitzt
werden, um Konformationsaénderungen, die die Funktionalitat verandern kénnten,
zu vermeiden.
Zur kovalenten Kopplung an die Goldoberflache haben sich Thiole als die
geeignetsten Molekile erwiesen. Die Schwefelatome schlieBen eine feste Briicke zu
Goldatomen.
Die freien Enden der Thiole kdnnen zum Beispiel mit Carboxyl- (-COO") oder
Amino-gruppen (-NH3*) funktionalisiert sein. In dieser Arbeit wurden im
wesentlichen zwei Arten von Kopplungen verwendet:

Carboxyamylose Funktionalisierung:
Eine langkettige Carboxymethylamylose wurde mit EDC und NHS aktiviert, um an
die Aminothiole auf der Goldschicht zu binden. Nach einer etwa 10 minutigen
Reaktionszeit sind im wesentlichen die Verbindungen der goldoberflachennahen
Carboxylgruppen zu den Aminothiolen geschlossen. Nach Auswaschen der
ungebundenen Amyloseketten wird das Protein, das untersucht werden soll,
dazugegeben. Es verbindet seine Aminogruppe(n), die nach Mdglichkeit nicht in der
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Nahe des interessierenden Reaktionszentrums liegen’, mit den noch freien
aktivierten Carboxylgruppen der Amylose. Auf diese Weise bildet sich
maoglicherweise ein Konzentrationsgradient der Proteine in der Amyloseschicht aus.
Es ist aber gewadhrleistet, dal} viele Proteine an der frei zuganglichen Oberflache der
Schicht sind und nur wenige in der N&he der eventuell denaturierenden
Goldoberflache (siehe helle und dunkle Kreise, "Ligand B" in Abb. 0.8). Nach etwa
einer Stunde werden die ungebundenen Proteine ausgewaschen und die
Sensorschicht ist fur einige Tage® einsatzbereit. (Siehe auch Anhang Seite 18)
Reaktionskinetik an einer Sensorschicht.
Die molekulare Betrachtungsweise des zeitlichen Verlaufs der Vorgange in der
Amyloseschicht auf dem Goldplattchen in Abhangigkeit der Konzentration des
Liganden A ist in Abb. 0.8 dargestellt. Die Skizze soll verdeutlichen, welche
Komponenten zur Erzeugung des Plasmonenspektrometersignals (Kurve 2)
beitragen: Zunachst muf3 die Konzentration [a] auf ihren konstanten Sollwert
ansteigen (Kurve 1), was je nach Zuleitungssystem, Fluirate und Volumen der
MelRkammer relativ rasch (10-300sec) geschieht.

6 P

©

c

@

(@)]

c

PBS 2

(&)

Qo

o

V4 5
I

500 1000 1500 2000 sec

Zeit
Abb. 0.7: Durchspulexperiment (0,1ml/min): 1: H20 Zufuhr wird gedffnet, 2: nach ca. 100 s
ist H,O am Sensor und verdrédngt das PBS bis 3 nach weiteren 200 s. Der
Brechungsindex andert sich dabei um 0,0012. Analog 4,5 und 6 ftr PBS.
(In Abb. 0.7 dauert es 100 s bis das Totvolumen zwischen Ventil und Probe nkammer
ausgetauscht ist (1->2). Danach verdrangt das H,O die Salzldsung in etwa 200 sec,
was an der Anderung des Brechungsindex verfolgt werden kann (2->3). Das
Verdrangen des Wassers durch PBS (5->6) erfolgt etwas abrupter, da die Diffusion
der Salzionen den Austauschprozel? unterstutzt) Beim Einspulen von
Bindungspartnern A (Abb. 0.8) werden die an der Oberflache liegenden Liganden B

® falls ein Reaktionspartner existiert, der nicht mit der aktivierten Carboxyamylose wechselwirkt
kann dieser beigemischt werden, um die Bindungstasche zu schiitzen und anschliel}end wieder
ausgewaschen werden.

® Vermessene Schichten waren nie alter als 5 Tage.
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leicht erreicht und gebunden. Allerdings ist wegen der Entfernung dieser
Bindungsstellen zur Goldoberflache das gemessene Signal geringer als bei einem
direkt an der Goldoberflache bindenden Liganden A. Nach und nach werden die
aullersten Bindungen besetzt und die Liganden diffundieren tiefer in die Schicht

hinein. Dabei auftretende diffusionshemmende Ereignisse sind unten skizziert.

Abb. 0.8: Hier ist dargestellt wie ein
Bindungskinetikexperiment auf
molekularer Skala ver-laufen
kdonnte. Auf der Gold-schicht
sind sternférmig die
Aminothiole symbolisiert, an
denen die  Amyloseketten
immobilisiert sind. Die runden
Kreise an den Ketten sind die
Proteine (Ligand B) mit zu
untersuchender Affinitit zum
bei t=0 eingespulten Liganden
A, der durch einen Kreis mit
vier Bindungsstellen andreas-
kreuzartig symbolisiert ist.
Unter dieser Skizze sind der
zeitliche Verlauf der Kon-
zentration [a] des Liganden A,
der des Winkels der Plasmo-

nenanregung und der der
vermutlichen Schichtdicke
durch Quellung durch

Aufnahme des Liganden A
dargestellt. Die gestrichelte
Linie deutet den Zeitpunkt an,
ab dem die Schicht gespult
wird und der Ligand A die ge-
schlossenen Bindungen (dunkle
Kreise) wieder frei gibt.

Ligard A

A Aminothicl
: Gold
' >
| Zeit
& Korzentation von A |
(2] \
Zeit
|-
| Ll
I
A Minimurmswinkel }
I
I
| Lt
|
| Ll
A . . I
vermutliche Schichidicke |
dU— |
| Zeilt
B
L
‘Wisderrindung

Difusionsbe hinderung

fousbn% 5 &{;

hdetrfachbindung

£

Das Anreichern von Liganden in der Tiefe der Schicht und ein eventuelles Quellen
der Schicht erh6hen das Melisignal weiterhin bis ein stationdrer Zustand erreicht
wird, oder die Konzentration [a] auf Null gesetzt wird. Nun l6sen sich die aufReren
Bindungen als erste wieder, dies verlangsamt das Abklingen der Konzentration.
Durch erneutes Binden (rebinding) an der Oberflache und in der Schicht wird das
Herausdiffundieren starker behindert als die Diffusion in die Schicht. Es ist offenbar
sogar so, dal} gerade grofRe Molekule die Schicht dadurch selbst nach Tagen noch
nicht verlassen konnten. Auf diese Weise wird die Schicht trotz wiederholtem
Spulen mit deutlichen pH-Wertdnderungen nach jeder Messung irreversibel optisch
dichter (dicker) und damit unsensibler (vergleiche Abb. 0.10 "RCA vorher und
nachher").
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Mercapto-Polycarbonsaure Funktionalisierung:

Zur Vermeidung der Diffusion innerhalb der Schicht wurde eine Beschichtung der
Goldoberflache mit Hexadekan- oder Undekan-Thiolen (UDS und HDS)
vorgenommen, deren freies Ende mit Carboxylgruppen versehen ist. Dadurch bildet
sich eine mehr oder weniger homogene Monolage aus funktionalen "Spacern™ aus.
Maglicherweise wird die Aktivierung mit EDC und NHS bei zu perfektem Aufbau
der Monolage behindert und kann durch Vermischung beider Thiole verbessert
werden (Abb. 0.9).

O\\CIO_H Carboxy-

H—('S—H -Hexa-dekan-

Abb. 0.9: Eventuell erhéhte H-C-H
Zuganglichkeit der H'g'H
Carboxygruppen fir die :é:
NHS-Molekule (5-Ecke) o -Un-dekan-
durch Mischung zweier Hd
unterschiedlich langer H-&-H
Thiole zur Funktionali- H-C-H
sierung der Goldschicht. H—(:Z—H

H-C-H
H-C:-H
QYYPL L&l
QQQQO H-&-H
I mi =3
H-C-H

(l il SI -Thiol

Gold

Reaktionsgrundgleichungen
Die Reaktionsgeschwindigkeit der Reaktion A+B <= AB ist definiert Uber die
zeitlichen Veranderungen der Konzentrationen [a], [b] und [ab] :

S [ab];3[al;4 [b] (0-8)

Mit ko als die Reaktionsgeschwindigkeitskonstante fur die Bildung von AB aus A
und B und kef als die fur deren Auftrennung in A und B, erhélt man :

dlab] =- S[a]=- £[b] =ke{a][b] - ot[ab] (0:9)

im  Reaktionsgleichgewicht ist &[8b]=0 und es ergibt sich die
Gleichgewichtskonstante:

_kon _ [ab] (0-10)

kot [a][b]
Im SPR Experiment sind mit B die gebundenen Molekile in der Amylosematrix auf
der Goldoberflache, mit A deren Bindungspartner in der Loésung und mit AB der
gebildete Komplex aus A und B in der Matrix bezeichnet.
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Die Konzentration [a] kann durch geeigneten Experimentaufbau konstant gehalten
werden, wahrend die Konzentrationsdnderung von [ab] unter obigen
Einschrankungen naherungsweise proportional der Verschiebung des SPR-
Minimums ist.

Durch Integration von ( 0-9 tber t bei konstanter Konzentration [a] und geeignete

Wahl der Integrationskonstanten erhélt man unter Verwendung von [b]=[b]o - [ab]:
fur die Bildung von AB:

[ab] = M(l_ g (kn*lal- koff)*t) " ]~ const (0-11)
Ko * [&] + Koy '
und far deren Trennung:
[ab] =[ab],* & “"," [a=0 (0-12)

Dabei bezeichnet [ ]o die Konzentration zum Zeitpunkt t=0
Somit kann man bei Kenntnis der Konzentration [a] durch exponentiellen Fit an den
zeitlichen Verlauf des SPR-Minimums die koff - (Exponent aus ( 0-12 )) und kon -
Raten (Exponent aus ( 0-11 )) von molekularen Wechselwirkungen unter obigen
Einschrankungen ableiten.
Je schwerer ein gebundenes Molekl ist, desto starker ist dessen Einfluf auf die SPR,
da es in der Regel eine hoher optische Dichte besitzt und einen starkeren
Schichtdichtenzuwachs bewirkt [142].
In dieser einfachen Betrachtungsweise der Konzentrationsverhaltnisse werden
EinflUsse des Molekulargewichtes auf die Diffusion jedoch nicht bertcksichtigt.
Die Reaktion lauft auBerdem nicht in freier L6sung ab und wird daher in der Regel
durch Transporteffekte in der Amyloseschicht ( s.0.) behindert [143]. In diesem Fall
spielt das Molekulargewicht aber eine nachweisliche Rolle, da es uber die
Molektlgrofie (Radius R) in die Diffusionsgeschwindigkeit v eingeht:

v =D* N[c] » 6phR* N[ (0-13)

Man kann durch Einfuhren effektiver Reaktionskonstanten zum Reaktionspartner B
in der Schicht solche Effekte zum Grof3teil erfassen [143,144]. Falls man bei Variation
von [a] stark verschiedene Gleichgewichtskonstanten erhalt, kann man auf
betrachtlichen Einflu3 von Diffusionsprozessen rtckschliel3en.

Sobald ein Molektl mehrere Bindungsstellen (m) besitzt, wie z.B. ein Antikorper,
(m=2) sollte die Anzahl der verfugbaren Bindungspartner B durch

Mehrfachbindungen nach unten korrigiert werden, da die Massenerhaltung in
Richtung A+xB=ABx (mit 1< x<m) verschoben ist [145].



Anhang Al4

Messungen von Reaktionskinetiken
Beispiel: Bestimmung der Affinitat verschiedener Lektine auf ASF und LAC

67,4°

J PBS LEKTIN PBS ASF

67,3°- /M’ o\
M%WWWWMMWW

vorher \
Luftblase

. nachher‘/

|
PATINET TN “, Mkt AL ANl

ey IR i iy

Pty i e (i VAA

67,2°

T Lauy T T

0 5000 10000 { [sec]

Abb. 0.10: Auftragung des Winkels der Plasmonenresonanz gegen die Zeit zur Bestimmung

von kon - und koff verschiedener Lektine auf einem mit ASF funktionalisierten
Sensor.

In Abb. 0.10 sind die Verlaufskurven der Minimumswinkel verschiedener Lektine
und eines Antikorpers auf Asealofetuin (ASF) geplottet. Dabei wurde
Ricinusagglutinin (RCA) am Anfang sowie am Ende der Melireihe vermessen, um
die Degradation der Sensorschicht zu Uberprifen. Deutlich zu erkennen ist die
verminderte Empfindlichkeit der Schicht, da die Amplitude des RCA Signals nach
dem Experiment signifikant niedriger ausfallt. Auf den Exponentialverlauf der
Kurve hat dies jedoch wenig Einflu, so dal die Messwerte zur Bestimmung der
Reaktionsgeschwindigkeiten ( Tabelle 0.1 ) tbernommen werden kénnen. Analog ist
in Abb. 0.11 der Verlauf der Minimumswinkel der Lektine auf Laktose dargestellt.
Dabei ist das extrem starke RCA Signal gegenuber den anderen Substanzen auffallig.
Verglichen mit den Daten aus den ASF-Experimenten ist das Signal jedoch etwa
dreimal schwéacher. Offenbar ist die Laktose als Rezeptor weniger effektiv auf die
Testsubstanzen. Dies kann an der molekularen Struktur der beiden Glykoproteine
liegen: Das ASF ist ein triantennadres Molekul, das nochmals brokkoliartig dreifach
aufgeféachert ist, so dal an den neun Antennenenden Lektinbindungstellen [146] in
Form von N-Acetyllactosamin (Lac-N-Ac) vorliegen. Wahrend die Laktose nur eine
Bindungsstelle darstellt, und damit die Empfindlichkeit der Schicht deutlich
niedriger ist.



Anhang A 15
67.02° — Laktose
WWMW RCA
67.00° —
PBS LEKTIN PBS
66.98° T
o karww*
66.96° — e
i i VAA
‘m.l‘_.g‘n‘( I I T
0 2000 4000 t [sec]
Abb. 0.11: Auftragung des Minimumswinkels der Plasmonenresonanz gegen die Zeit zur
Bestimmung von kyn - und kpff verschiedener Lektine auf einem
laktosefunktionalisierten Sensor.
In der Tabelle 0.1 sind die insgesamt acht Wechselwirkungen mit ihren
Bindungskonstanten zusammengestellt.
ASF
off-Rate [s ] on-Rate [mols ] K [mol *]
BHL 0,00119 +£0,00043 24000 +£5800 4,00E-08 +1,53E-08
LAK 0,00056 +0,00003 132000 19400 2,12E-08 +1,15E-08
RCA 0,00107 +0,00039 28000 7700 3,58E-08 +9,13E-09
VAA 0,00128 +0,00006 31000 3100 4,13E-08 +3,06E-09
Lacto e
S
off-Rate [s ] on-Rate [mols ] K [mol *]
BHL* 0,0005 +0,0002 ? x00 ?,00E-08 =7,00E-0O0
LAK 0,0006 +0,0003 729000 =00 8,81E-10 +?,00E-00
RCA 0,0016 =+0,0004 117000 =+=161900 6,02E-08 +3,99E-08
VAA* 0,0011 +0,0002 ? x00 ?,13E-08 =7?7,00E-00

Tabelle 0.1: ,,Die Tabelle der acht Wechselwirkungen* (*die Daten fir die on-Raten sind
noch auf der Festplatte des momentan kaputten MeRrechners ,,Lisa Plasmona“)

Im Vergleich zu den parallel durchgefiihrten Messungen der Bindungsstarken mit
dem Kraftmikroskop liegen die hier gemessenen off-Raten deutlich niedriger.



Anhang A 16

Allerdings sind sie soweit bekannt mit anderen Plasmonenspektrometrischen
Messungen vergleichbar [147-150].

Woraus - wie aus der Quantenmechanik bekannt - wieder einmal deutlich wird, dai3
das Messergebnis stark von der Art der Messung beeinflufst wird. Alle Messungen
von Bindungskonstanten und -Kinetiken sowie deren Molekulardynamik-
Simulationen beleuchten verschiedene Aspekte der Bindung. Denn die Bindung wird
immer in einem anderen Kontext betrachtet: Molekuldynamikrechnungen wurden
meist ohne Wasser in der Umgebung durchgefuihrt, und betrachten Zeitskalen im
Bereich von  Femtosekunden. Kalorimetrische = Messungen  vermessen
Energiebilanzen an vollig freien Molekulen, wahrend plasmonenspektrometrische
Messungen immobilisierte Molektle untersuchen. Die kraftspektroskopischen
Messungen legen zuséatzlich eine duRere Last an die Bindung an und beleuchten
dadurch Kraftverhaltnisse tief in der Bindungstasche [15].

A.3 Kraftsensormodifikationen

Die zur Zelladh&sionskraftspektroskopie verwendeten Kraftsensoren werden mit
unterschiedlichen Federkonstanten (Abb. 0.12) hergestellt, und sind wie in Kapitel 3
erwahnt modifiziert worden um Zellen besser darauf immobilisieren zu kénnen und
moglichst geringe Federkonstanten zu erhalten.

/\/\ f\/\%\\n A/@H

Federkonstanten
Imm
— mit gebro- .
DI Park chener A: 60 £20mN/m
(mit Kugel) Feder und B: 40 £10mN/m
ohne Spitze
C: 10 £3mN/m
D: 5+1,5mN/m

VoV Y Y

Abb. 0.12: Die Herstellerangaben der Federkonstanten der verwendeten Kraftsensoren von
DI (Digital Instruments, Santa Barbara) und PSI (Park Scientific Instruments, Santa
Clara, Kalifornien, USA) und deren aus eigenen Messungen bestimmten
Abweichungen (die Federkonstante von D ist nicht vom Hersteller angegeben und C
wurde ohne Kugel bestimmt.)

A.3.1 Abbrechen der Spitze und eines Federarmes

Mit einer speziell angefertigten Pinzette kdnnen die Spitze und der Federarm eines
Kraftsensors unter einem VergrolRerungsglas (50x) durch die scherende Bewegung
der Pinzettenspitzen beim Zusammendriicken abgebrochen werden (Abb. 0.13).
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Abb. 0.13: Destruktive Modifikation der Kraftsensoren zur besseren Verwendbarkeit fur
Zelladhasionsmessungen.

A.3.2 Kugeln kleben

Die Messungen der Zelladhéasion sind mit modifizierten Kraftsensoren durchgefuhrt
worden. An die Spitze der Blattfeder sind Sephacryl (Sephacryl-S-1000, Pharmacia,
Freiburg) oder Glaskugeln (G 4649, Sigma) mit einem Durchmesser von ca. 70 um
angeklebt worden (UHU plus endfest, 45 min bei 110°C ausgehartet). Wie in Abb.
0.14 skizziert, wird zunachst eine Reihe Kraftsensoren auf Glasobjekttragern (0656;
Roth, Karlsruhe) neben einem eintrocknenden Tropfen von zuvor in Alkohol
emulgierten Kugelchen positioniert. Durch geschicktes Stapeln der Objekttrager, die
sich moglichst auf einer schwarzen Unterlage befinden, kann erreicht werden, daf}
die eingetrockneten Kiugelchen in der selben Fokusebene sind, wie die
Kraftsensorfederchen. Mit einer fein ausgezogenen Pipettenspitze (& 20-50pm) wird
in den frisch angertihrten Zweikomponentenkleber eingetaucht und am sauberen
Objektglaschen Uberschussiger UHU vorsichtig abgestreift (Abb. 0.14 von rechts
oben nach links unten). Die Oberflachenspannung zieht nach kurzer Zeit den zahen
Klebstoff auf der dinnen Kapillare zu kleinen perlenschnurartig aufgereihten
Tropfchen zusammen, die nun an den Spitzen der Kraftsensoren plaziert werden.
AnschlieBend wird mit einer Kanule (0,4x20mm, 04657705; Braun, Melsungen)
versucht eine getrocknete Kugel durch elektrostatische Adhasion zu fischen und auf
einer Kraftsensorspitze anzukleben (Abb. 0.14 von links oben nach rechts unten). Der
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UHU zieht die Kugel aufgrund seiner hohen Oberflachenspannung von selbst in die
Mitte des Tropfens.

Kanilile

Cantilever

Glaskapillare Kanille

e~ 4

Abb. 0.14 Skizze des Klebevorganges fur Kugeln am Kraftsensor (nach R. Rdspel,
Uniklinikum Essen)

A.3.3 Kiraftsensorfunktionalisierung

In 70% Ethanol fur 2 h sterilisierten Sephacryl- oder Glaskugeln wurden unspezifisch
mit BSA (25 pg/ml in PBS) inkubiert, oder nach dem folgenden Protokoll, mit
Fibronektin funktionalisiert [15]. Analog werden die spitzenlosen Sensoren mit NH,,
Polyaldehyd mit oder mit Lektinen funktionalisiert.

In Abb. 0.15 ist die schematische Darstellung der Funktionalisierung des
Kraftsensors gezeigt. Das Protokoll dafir wurde in Zusammenarbeit mit M.
Grandbois und W. Dettmann analog der Funktionalisierung der SPR- Sensorchips
der Firma Biacore abgeleitet [151]. Die Oberflache des Kraftsensors aus Si,N, ist mit
einer dunnen Schicht aus Siliziumoxid (=Glas) Uberzogen. Im ersten Schritt der
Funktionalisierung werden bei der Silanisierung die NH,-Gruppen des Aminosilans
kovalent an die OH-Gruppen der Siliziumoxid Schicht angebunden. Die kovalente
Anbindung der Amylose die pro Zuckermonomer eine Carboxy- Gruppe (COO)
aufweist, erfolgt Uber die Katalysatoren fur die Bildung von Amidbindungen, NHS
und EDC. Uber die noch freien Aktivester kénnen Proteine mit einer freien
Aminogruppe angebunden werden (Abb. 0.15):
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10 Minuten bei BIPC 10 Minuten bei 80°C 2-=3 in Ethanal spilen

4-=5 in FBS spillen

H20
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Mefmedium Protein mit NH: Gruppe EDC + NHS + Amylose

Abb. 0.15: Schematisierte Funktionalisierung eines Kraftsensors mit Glaskugel.

1. Aminosilanisierung’ (im Abzug-giftig!)

Einlegen der Kraftsensoren® fur 10 min in 80°C Aminosilan (pur), anschlieRend in
Ethanol schwenken und fur 10 min in 80°C Millipore Reinstwasser (Millipore,
Molsheim) einlegen und abschliel3end trocknen.

2. kovalente Anbindung der Amylose

Losung aus 10 mg/ml Carboxymethylamylose, 2-10 mg/ml NHS®, und 10 mg/ml
EDC in PBS fur eine Minute mischen, bevor fur 8-10 min die silanisierten
Kraftsensoren einlegelegt werden. Anschlielend kurz aber grindlich in PBS spiilen,
um die nicht angebundene Amylose wegzuspulen.

3. kovalente Anbindung der Proteine

Um die Aktivitat der aktivierten Carboxyamylose nicht zu verlieren sollten die
Zeitangaben genau eingehalten werden, bevor nun der Kraftsensor fur mindestens 1
Stunde in eine PBS-L6sung mit etwa 10 pumol Protein gelegt wird. Anschlielend
mehrmals in PBS spulen und in frischer PBS Losung aufbewahren. Alle verwendeten
Proteine (WGA, Laktose mit NH,-Rest, ASF*° und FN) und auch das Polyaldehyd
wurden mit dieser Methode kovalent an die Carboxy-Methyl-Amylose gekoppelt.
Das fur die Zelladhasionsmessungen verwendete Fibronektin ist ebenfalls bei einer
Konzentration von 0.5 mg/ml an die ebenso praparierten - an den Kraftsensor
geklebten - Glaskugeln, kovalent angebunden worden.

" Zur Funktionalisierung von Goldoberflachen wird statt mit Silanen analog mit Aminothiol (2-
Mercaptoethylamin) bei Raumtemperatur gearbeitet und anschlieRend mit 2. weiterverfahren.

8 Diese Prozedur eignet sich nicht fur Sephacrylkugeln!

° Uber die Konzentrationen von EDC und NHS kann EinfluR auf die Lange der ungebundenen
Amylose-Ketten genommen werden (weniger NHS bedeutet Iangere freie Amylosesequenzen).
10|_aktose und ASF wurden nur im Plasmonenspektrometer an das Gold gekoppelt.
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Polyaldehyd"

1.28 g Natrium Periodat (NalO,) in 100 ml Millipore Wasser mit 100 mg Dextran (10
bis 40 kDa) bei Raumtemperatur unter Lichtausschluf3 ca. 8h rihren.

Eine der zwei C-C Bindungen der Glucose Monomere des Dextrans, die nicht direkt
am Polymerrickgrat hangen, wird durch die oxidative Wirkung des Natrium
Periodat zu Aldehydgruppen gespalten. Durch Zugabe von Isopropanol oder
anderen Alkoholen erfolgt die Ausfallung des Polyaldehydes, man gibt mehrmals
etwa 200 ml des Alkohols unter Rihren zu und dekantiert den Uberstand, wenn
schlieBlich die Polyaldehyd Loésung stark angereichert ist geht man
zweckmaRigerweise dazu Uber, das ganze zu zentrifugieren um anschlieBend das
abgesetzte Polyaldehyd zwischen zwei Lagen Filterpapier durch Druck
trockenzupressen. AbschlieBend wird das Polyaldehyd in einem gefalteten Stick
Filterpapier mit Stickstoff endgultig trockengeblasen und kann dann im
Gefrierschrank einige Wochen lang gelagert werden.

A.3.4 JAR- oder SaOS-Zellen auf Kugeln am Kraftsensor:

Pipetite (1

Zellbewachsener
Kraftsensor mit Kugel Poly-D-Lysin beschichtet Kraftsensor

Abb. 0.16: Kraftsensorfunktionalisierung mit einem Zellrasen auf einer Kugel®.

Sterilisierte (70% Ethanol fur 2 Stunden) Sephacryl- oder Glaskugeln werden
unspezifisch mit Poly-D-Lysin (0,01% PBS- Lo6sung), als Beschichtung fur die
Zellkultur von Zellen inkubiert [83], in Medium steril mit der Kugel nach oben
einzeln in Multiwellplates oder Petrischalen plaziert. AnschlieBend werden sie mit

1 nach M. Grandbois, Missouri und M.Kessler, LMU Muinchen
2 nach R. Rospel, Uniklinikum Essen.
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JAR/Sa0S-Zellen geimpft (Abb. 0.16) und taglich je nach Zellbewuchs nachgeimpft
oder bei Konfluenz der Zellschicht auf der Kugel im Kraftspektroskop vermessen.
Sobald die Zellen tbereinander wachsen ist die Kugel unbrauchbar. Alle Messungen
mit Uterus-Zellen (Kapitel 4 und 5) sind in JAR-Zellkulturmedium durchgefuhrt
worden. Die Kultivierung dieser Zellen [83] erfolgte gemall den im néchsten
Abschnitt beschriebenen Protokollen.

A.4 Zellen und Zellkulturtechniken

A.4.1 Zellen zadhlen

Neubauer-Kammer 0,0025 mm?2 x0,1 mm (Assistent, Munchen; 441/82)

(Schichtdicke = 0,2mm; stimmt nur wenn geschliffene Deckgléser verwendet werden!)
Flache mit Zellzahl multiplizieren:

gesamte unterteilte Flache: 5x 1 mm2 0,2 x 104/mi
von dreier-Linien umrahmte Flache: Immx1lmm 1 x 104/ml
1 Quadrat von dreier-Linien umrahmt: 0,2mmx0,2 mm 25 x 104/ml
1 Miniquadrat, von Einzellinie umrahmt: 0,05 mm x 0,05 mm 100x 104/ml

(Um statistisch vernunftige Zahlen zu erhalten, mul man etwa 100 Zellen zéhlen, wenn man nur 1
Quadrat auszahlt ergibt sich, wegen der inhomogenen Verteilungen der Zellen, nur ein Schatzwert;
falls die Zellen zu dicht sind, muR man eine Verdinnung auszéhlen)

A.4.2 Rote Blutkérperchen

Gewinnung durch seitlichen Stich mit steriler Nadel in einen (eigenen) Finger.
Blutstropfen (ca. 4-10 pl) in 1000 ul PBS aufnehmen und zentrifugieren (4000 rpm).
Zum Reinigen: Uberstandiges Blutplasma absaugen, rotes Pellet in PBS aufnehmen
2x wiederholen. Dann einen Tropfen auf Objektglalichen oder Petrischale geben, und
Zellen absinken lassen ggf. PBS nachfiillen oder spulen, falls die Dichte zu hoch ist
um einzelne Zellen zu fischen (nie trocknen lassen!).

A.4.3 Dictyostelium Discoideum Kultur

Anzucht in Suspension (Axenische Kultur)

Der Laborstamm AX2 und seine Derivate kdnnen im Gegensatz zu Freilandisolaten
axenisch gezogen werden. Dazu werden jede Woche 30 ml HL5-Medium (Ashworth
& Watts, 1970) mit eingefrorenen AX2-Sporen beimpft und die Kultur bis zu einer
Dichte von 5x106 Zellen/ml hochgezogen. Diese Vorkultur kann 1-2 Wochen bei 4°C
unter Schutteln aufbewahrt und zum Animpfen von Hauptkulturen verwendet
werden.

Kulturen bis zu 2 Liter werden bei 21°C auf Schuttlern bei 150 rpm gezogen. Man
erntet exponentiell wachsende Zellen (bis 5x106 Zellen/ml) durch Abzentrifugieren
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mit 1500 rpm in einer Kihlzentrifuge bei 4°C und zweimaliges Waschen mit kaltem
Phosphatpuffer (17 mM Natriumphosphatpuffer, pH 6.0).

Suspensionsentwicklung

In Suspension finden Entwicklungsprozesse ohne Morphogenese statt, die sich tGber
die Expression entwicklungsregulierter Proteine und zellbiologische Eigenschaften
nachweisen lassen. Unter den laboriblichen Bedingungen erreichen die Zellen
Aggregationskompetenz, sind jedoch in der Weiterentwicklung behindert.

Die medium- bzw. bakterienfrei gewaschenen kalten Zellen werden auf eine Dichte
von 1x107/ml in Phosphatpuffer eingestellt und bei 18-21°C und 150 rpm geschdittelt.
Dieser Zeitpunkt gilt als Beginn der Entwicklung (t0).

Praparation fur Kraftspektroskopie:
Solche (t0) Zellen werden direkt zu Messungen an nicht-entwickelten Zellen
verwendet, wahrend erst nach 6 Stunden (t6 oder 6h) die inzwischen entwickelten
Zellen entnommen werden. Zur Messung werden die Zellen in eine 3 cm Petrischale
gegeben und mit Sérensen-buffer verdinnt und gespult, bis zu einer Zelldichte von
etwa 104/mm2. Fur kalziumfreie Messungen werden die letzten Spulschritte mit 5-
10 mMol EDTA in Sorensen-buffer durchgefuihrt.

Sporen in Phosphatpuffer einfrieren:

Axenische Zellen: ca. 250 ml Kultur auf 5x106/ml wachsen lassen, dann steril
abzentrifugieren und auf sterilem Wasseragar zur Entwicklung ansetzen (ca. 5x108
pro 9 cm Petrischale). Nach zwei Tagen die Sporen ernten. Dazu kann man entweder
mit einem sterilen Spatel die Platten abkratzen oder (etwas sauberer aber mit
schlechterer Ausbeute), die feuchten Sporenkopfe in den Deckel der Petrischale
schlagen. Sporen in 20 mM Phosphatpuffer suspendieren, auf eine Dichte von
5x106/ml einstellen. In 500 ul Aliquots einfrieren. Reicht fir etliche Jahre. Lagerung
in -80°C Truhe oder in flussigem Stickstoff (erhdhte Haltbarkeit).

A.4.4 Mutanten von Dictyostelium Discoideum (G. Gerisch)

AX2 (wildtyp):

Nach etwa 6-stindigem Na&hrstoffmangel wird entwicklungsreguliert der csA-
Promotor aktiviert und csA exprimiert.

AX2 exprimiert im vegetativen Stadium, bei ausreichender N&hrstoffkonzentration,
kein csA in nachweisbarer Menge.

HG1287: csA negative Mutante, produziert csA wegen eines genetischen Defekts
weder vegetativ noch entwicklungsreguliert.

HG1287 CPH: c¢sA  Uberexprimierende HG1287 Mutante, produziert
entwicklungsreguliert, nach 6 h Hungern, csA in verstarktem Malle, da die in
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HG1287 fehlende csA-codierende DNS-Sequenz 10 mal hintereinander re-insertiert
wurde.

HG1287 CPH exprimiert vegetativ kein csA in nachweisbarer Menge.

HTC1: csA-dauerexprimierende HG1287-Mutante, produziert csA unter dem Aktin-
15-Promotor, da die in HG1287 fehlende csA-codierende DNS-Sequenz in den bei
der Aktinsynthese standig aktiven DNS-Abschnitt insertiert wurde.

HTCP8: transmembranverankertes csA-dauerexprimierende HG1287-Mutante,
produziert genetisch modifiziertes csA mit Transmembrankette unter dem Aktin-15-
Promotor (siehe HTC1).

ATCP8: transmembranverankertes csA dauerexprimierende AX2 (wildtyp) Mutante,
produziert genetisch modifiziertes csA mit Transmembrankette unter dem Aktin-15-
Promotor (siehe HTC1).

T10: produziert weder vegetativ noch entwicklungsreguliert csA, da das csA-Gen in
dieser AX2-(wildtyp)-Mutante gezielt zerstért wurde.

Alaninmutante: unter dem Aktin-15-Promotor csA*-dauerexprimierende Mutante,
mit modifizierter potentieller Bindungstasche bei der Lys-133 (Lysin) und Asp-138
(Asparaginsaure) gegen Ala (Alanin) ausgetauscht sind.

A.45 csA Nachweis im Gel:

Durch Gelelektrophorese (SDS-Page) werden die Proteine der aliquotierten Zellen
der GroRe nach aufgetrennt und das csA-MolekUl mit Antikdrpern [152] spezifisch
angefarbt.

98 kDa_ 87
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Abb. 0.17: Elektrophoretisch aufgetrennte Proteine der gekennzeichneten Mutanten - dahinter die
Entwicklungszeit in Stunden. Als Marker laufen Molekile definierter Lange (rechts) um
das Molekulargewicht zu definieren. Durch spezifische Antikdrperfarbung kann das CSA-
Molekil im Gel sichtbar gemacht werden. Die dunklen Balken zeigen die Hauhfigkeit des
csA-Proteins bei einem Molekulargewicht von 80 kDa und etwas schwaécher bei etwa 68
kDa (noch nicht glykosiliertes csA im Zytoplasma). Das Transmembrankonstrukt (HTCP8)
ist etwas langer: 87kDa

Zur Kontrolle der Molekilmasse wird eine Spur mit gefarbten Proteinen bekannter
Lange parallel mitlaufen gelassen (hier: 98,68,50,36kDa). Abb. 0.17 zeigt das
Auftreten des csA (dunkle Stellen)im Gel in volliger Ubereinstimmung mit dem
Auftreten von Kraftbeitragen von 20 bis 60 pN in den Kraftspektren aus Kapitel 6.
Die Schwaérzung ist etwa proportional zur exprimierten Menge an csA.
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A.4.6 Kultivierung von Zellinien [153]

Zellinien sind Zellen aus Krebsgeschwiuren die im Gegensatz zu Primarkulturen die
Fahigkeit zur Zellteilung besitzen, d.h. sie kénnen in vitro wachsen und sich
vermehren® Adharente Zellen wachsen wahrend der Zucht in einem befeuchteten
Begasungsbrutschrank bei 37°C und 5% CO, (z.B. B220 -5100 8049, Heraus) an der
Bodenflache von Gewebekulturflaschen (z.B. 38000, 38001, 38002, Renner) an, wo sie
sich durch Teilung vermehren konnen. Nach einigen Tagen uberdecken sie die
gesamte Bodenflache mit einem dichten (konfluenten) Zellrasen. Dann mussen sie
mit verringerter Dichte in neue Gewebekulturflaschen uberfihrt werden. Zum
Passagieren (Umsiedeln oder Umsetzen) der Zellen werden sie zunachst vom Boden
der Gewebekulturflasche mit Trypsin-EDTA-LOsung geldst und nach Verdinnung
mit frischem Medium, deren Optimum fur jede Zellinie (mit einer Zahlkammer)
bestimmt werden mufR, in neue Kulturgeféalle ausgesat.

Fur Experimente konnen die Zellen wie beschrieben von der Gewebekulturflasche
gelést und auf das vorgesehene Substrat (Petrischale (z.B. Nunc # 150318), auf
DeckglaRchen in Multiwellplates (38005, Renner) oder auf die Kugeln am
Kraftsensor) ausgesat werden. Ublicherweise konnen Zellinien bis zu ca. 20-30 mal
passagiert werden, bei weiteren Generationen konnten die Zellen schon so mutiert
sein, dal? sie den Ursprungszellen nicht mehr entsprechen. Um Zellen trotzdem fur
langere Zeit aufzubewahren, werden sie in flussigem Stickstoff eingefroren. Bei -196°
C konnen Zellen far Jahre aufbewahrt werden.

A.47 Verwendete Zellinien

HEC-1-a (HEC-Zellen): ATCC/HTB 112 [154]. Diese menschliche Zellinie wurde
1968 aus einem Adenokarzinom des Endometriums einer 71-jahrigen Patientin
isoliert. Die Zellen zeigen in Kultur ein epitheliales Wachstumsmuster (H.-
W.Denker, Essen).

RL95-2 (RL-Zellen): ATCC/CRL 1671 [155]. Diese menschliche ephiteloide Zellinie
wurde 1982 aus einem maRig differenzierten adenosquamosen Karzinom des
Endometriums einer 65-jahrigen Patientin etabliert (H.-W.Denker, Essen).
JAR-Zellen: ATCC/HTB 144 8 [109]. Diese menschliche Chorionkarzinomzellinie
wurde direkt aus einem Trophoblasttumor der Plazenta einer 44-jahrigen Patientin
etabliert (H.-W.Denker, Essen).

SAOS (Saos-2-Zellen): ATCC/HTB-85 [156]. Diese menschliche Osteosarkomzellinie
Saos-2 entstammt dem Knochengewebe einer 11-jahrigen Patientin.

3 Zellinien kdnnen auch durch Einpflanzung eines Tumor-Gens in eine Primarkultur erzeugt werden
oder durch nattrliche krebsartige Mutation entstehen.
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A.5 Chemikalien, Losungen und Medien

Die vorliegenden Untersuchungen wurden vornehmlich mit Chemikalien der
Firmen Sigma-Aldrich (Steinheim), Gibco-Life Technologie (Eggenstein), Boehringer
(Mannheim), Roth (Berlin) und Biochrom (Berlin) durchgefuhrt. Die Lagerung und
Handhabung erfolgte nach Herstellerangaben.

A.5.1 Chemikalien und Losungen

Aminosilan: N*-[3-(Trimetoxysilyl)propyl]-diethylentriamin (413348, Aldrich)
C,,H,;N,O,Si

Aminothiol: 2-Aminoethanthiol; 2-Mercaptoethylamin (M-9768, Sigma)
C,H,NS

Amphotericin B: 250 ng/ml {Pilz und Hefen-Gift} (A-2942, Sigma; 15290, Gibco)

Amylose: Carboxymethylamylose (C-4947, Sigma)

BHL: Bovine heart (ga)lectin (S.André, LMU, Munchen)

BSA: Bovine Serum Albumin; {Rinder Serum} (Roth, Karlsruhe)

Dextran: (C,O.H,), > 10 kDa (D-4133,Sigma)

DMSO: Dimethyl Sulfoxid (D-5879, Sigma)
C,H;SO ({Kristallisationsschutz beim Gefrieren}

EDC: 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimid (E-1769, Sigma)
C;H,;N, *O-HCL

EDTA: [Ethylenedinitrilo]tetraacetic acid,; (8040.1, Roth; E-9884, Sigma)
C,oHsN,Oq; (M =292,25 g/mol)

Ethanol: C,H.OH (5054.2,Roth)

FCS: Fetal Bovine Serum (F-7524, Sigma; 10108 hitzeinaktiviert, Gibco)

Fibronektin: aus Rinder Plasma {Zelladhasiv} (F-4759, Sigma)

HDS: Hexadecansaure, 16-Mercaptohexadecansaure (448303, Aldrich)
C1sH3,0,5

Hellmanex II: Detergens; {Reinigungslosung} (Hellma GmbH)

HEPES: C;H;N,O,S; (M= 238,3 g/mol) (16,371-6, Aldrich; H-3375, Sigma)
2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazino]-ethansulfonsaure {pH-Puffer}

IgG: Immunoglobulin, Fraktion G, aus menschlichem Serum (S.André, LMU)
(=Lac AB; Lactose Antikorper)

Insulin: From Bovine pancreas 3 27 USP / mg, 5807,6 g/mol (1-5500, Sigma)

Isopropanol: (99%) C,H,O (1-9516, Sigma)

Laktose: p-aminophennyl lactoside (S.André, LMU, Munchen)

Millipore-Wasser: deionisiertes Wasser < 18 MWem (Millipore Milli-Q plus 185)

Natrium Periodat: NalO, (S-1147, Sigma)

NHS: N-Hydroxysuccinimid, C,H.NO, (H-7377, Sigma)
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PBS: Phosphat Puffer, pH 7.4, (Tabletten fur je 200ml) (A 8022, Sigma)

Penstrep: Penicillin-Streptomycin Solution (P-7539, Sigma; 15140, Gibco)
(10000 units/ml Penicillin und 10 mg/ml Streptomycin-Sulfat in 0.9% NacCl)

Poly-D-Lysin: (Molekulargewicht < 70000 g/mol) {Zelladhasiv} (P-0899, Sigma)

RCA: Ricinus Communis (castor bean) Agglutinin RCA ,, (L-7886, Sigma)

Trypsin: 1300 units/mg {Dissoziationsenzym fur Zellgewebe} (T-7409, Sigma)

Trypsin/EDTA: 0.25% Trypsin-EDTA Solution (T-4049, Sigma)
2.59/1 Trypsin, 0.2 g/ EDTAx4 Na in HBSS

UDS: Undecansaure, 11-Mercapto-1-undecanol (447528, Aldrich)
C,H,,0S

VAA: Viscum Album Agglutinin; Mistel-Lektin (S.André, LMU, Munchen)

WGA: Lectin from Triticum vulgaris (wheat germ agglutinin) (L-9640, Sigma,)

A5.2 Medien

DF: Dulbecco’s MEM / HAM’s F-12 (1:1) (32500, Gibco)

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (D-5648 oder D-6655, Sigma)

HBSS: Hanks’ balanced salt solution {isotonische Salzlésung} (H 6648, Sigma)

Mc Coy’s Medium: Mc Coy’s 5A Medium (F1015, Biochrom)

MEM-Vitaminldsung: 100x (11120, Gibco)

RPMI 1640: VLE RPMI-Medium (F1415, Biochrom)

A.5.3 Medien und Lésungen der Zellkultur

Far ein optimales Wachstum werden die Zellen jeweils in chemisch definiertem
Medium gehalten. Die N&hrmedien werden nach Formulierung des Herstellers
zubereitet. Im Einzelnen werden folgende Nahrmedien benutzt:

HEC-Zell-Medium

86 % Mc Coy’s Medium
10 % FCS

2% Penicillin

2% L-Glutamin

RL-Zell-Medium
86 % DF
10 mM HEPES
5ug/Zml Insulin
10 % FCS, 2% Penicillin
2% L-Glutamin.
(Insulin-Lésung 5pug/ml: 1 mg Insulin in 0,2 I, 0,01 M HCI {zur Glucose-Verdauung})

JAR-Zell-Medium:
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88 % RPMI 1640
10 % FCS
2% L-Glutamin

(ohne Zusatz von Antibiotika)

SAOS-Medium (Dr. W. Aicher)
500 ml DF
1540 mg HEPES
600 mg NaHCO,
50 ml FCS
10 ml Penstrep
10 ml MEM-Vitaminlésung
6 ml Amphotericin B
(pH mit NaOH auf 7,4 einstellen + sterilfiltern ergibt ca. 600ml)

Gefriermischung:
10 % DMSO
90 % FCS

{zum Gefrieren der Zellen bei -196°C}

A.5.4 Medien und Losungen der Dictyostelium-Kultur

AX-Medium (Dr.G.Gerisch):
14,3 g/l Oxoid-Pepton
7,15 g/l Hefeextrakt

18,0 g/l Maltose

0,65 g/1 NaHPO,x2H,0
048 g/1 KH,PO,

(pH 6,7 mit NaOH oder Hcl einstellen, Millipore bidest. Wasser verwenden. In ca. 400 ml Portionen
aufteilen und 20 min autoklavieren)

Soerensen-Phosphatpuffer (zur Entwicklung von AX2 in Suspension)
20 mM NaxKxPO, pH 6,2

(Stamm Lésung 0,2 M denn 1 M préazipitiert mit der Zeit, autoklavieren aus 0,2 M Ldsungen von
Na2HPO4 und KH2PO4 mischen bis pH 6.2 erreicht Arbeitslésung 20 mM)
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B Abkulrzungsverzeichnis

AFM Atomic force microscope (Kapitel 3)

ATP Adenosin Triphosphat (Energiepaket) (Kapitel 2)

ATR Attenuated total reflection (Seite A 3)

BHL Bovine heart (ga)lectin (Lektin) (Seiten A 14, A 25)

BSA Bovine Serum Albumin (Seite A 25)

CAM cell adhesion molecule (Kapitel 2)

CAMP cyclic adenosin-3',5'- monophosphate (Kapitel 6)

CHOL (Cholesterol) (Lipid) (Kapitel 6)

CsA contact site A (Zelladhéasionsprotein) (Kapitel 6)

csB contact site B (Zelladh&sionsprotein) (Kapitel 6)

DLVO Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek (Kapitel 3)

DNS Desoxy-Ribo-Nukleinsaure (Kapitel 2)

ECM extra cellular matrix (Kapitel 2)

EDC 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimid (Seite A 25)

EM Elektronenmikroskop (Kapitel 2)

FCS Fetal Calf Serum (Seite A 25)

HBSS Isotonische Salzldsung (Seite A 25)

HEC -Zellen Epithelzellen der Zellinie HEC-1-a (Kapitel 5 & A 24)

Ig Immunoglobulin (Kapitel 2 & 6 )

JAR -Zellen Epithelzellen einer Trophoblastzellinie (Kapitel 5 & A 24)

kDa kilo Dalton (MolektUlmasse) (Kapitel 6)

LEC-CAM lectin, epidermal, complement-CAM (Kapitel 2)

LXXHAVXXNG  Leu- x - x -His-Ala-Val- x - x - Asn-Gly (s.u.) (Kapitel 2)

mM-RNS messanger-RNS (Kapitel 2)

N-CAM neuronales Zelladhasionsmolekdl (Kapitel 2)

NHS N-Hydroxysuccinimid (Seite A 25)

MFM manipulation force microscope (Kapitel 3)

PS Petrischale (Kapitel 4)

PSP Plasmon surface polariton (Seite A 3)

RBC red blood cell (Kapitel 6)

RCA Ricinus Communis Agglutinin (Lektin) (Seiten A 14, A 25)

REM Rasterelektronenmikroskop (Kapitel 2)

RGD Arg-Gly-Asp (Peptidsequenz) (Kapitel 2)

RL -Zellen Epithelzellen der Zellinie RL95-2 (Kapitel 5 &A 24)

RNS Ribo-Nukleinsaure (Kapitel 2)

SAOS-Zellen Epithelzellen einer Knochenzellinie (Kapitel 4 &A 24)

Si;N, Silizium-Nitrid (Kapitel 3)
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SOPC (Stearoyloleoylphosphatidylcholin) (Lipid)  (Kapitel 6)
SPR Surface plasmon resonance (Seite A 3)
TEM Transmissionselektronenmikroskop (Kapitel 2)
VAA Viscum Album Agglutinin (Mistel-Lektin) (Seiten A 14, A 25)

YKLNVNDS Tyr-Lys-Leu-Asn-Val-Asn-Asp-Ser (s.u.) (Kapitel 6)

B.1 Peptidcodeauswahl

Ala Alanin (Peptid)
Asn Asparagin (Peptid)
Asp Asparaginsiure (Aminoséaure)
Gly Glycin (Peptid)
His Histidin (Peptid)
Leu Leucin (Peptid)
Lys Lysin (Peptid)
Ser Serin (Peptid)
Tyr Tyrosin (Peptid)
Val Valin (Peptid)
X Platzhalter fur ein beliebiges Peptid)

B.2 Fachworterauswahl

Aktinfilamente
Ankyrin
Bande3
Cadherin
Chelatbildner
Endozytose
Expression
Glykokalyx
heterophil
heterodimer
homophil
Immunglobulin
Integrin
Lamellipodien
Mikrovilli
N-Terminus
Philopodien
Promotor
Pseudopodien
Selektin
silanisieren
Spektrin
Vesikel
Zytosol

Aktinpolimerfasern (Zytoskelett)
Verbindungsmolekdul

transmembranes Adhasionsmolekiil
Adhéasionsmolekuilklasse
Komplexbildner
Membraneinstilpungen

genetisch aktivierte Proteinsynthese
Glykoproteinschicht

Adhasion zw. verschiedenen Molekilen
Molekul aus zwei verschiedenen Teilen
Adhésion zwischen gleichen Molekulen
Adhéasionsmolekuilklasse
Adhéasionsmolekuilklasse

Flachige Membranusstilpungen
apikale Membranfingerchen

Kapitel 2
Kapitel 2
Kapitel 2
Kapitel 2
Kapitel 6
Kapitel 2
Kapitel 2
Kapitel 2
Kapitel 2
Kapitel 2
Kapitel 2
Kapitel 2
Kapitel 2
Kapitel 2
Kapitel 2

NH,-Ende eines Proteins (C-Terminus cooH-Ende) Kapitel 2

aktive Membranfinger

genetischer Schalter

aktive MembranftRe
Adhéasionsmolekl

mit Silan kovalent funktionalisieren
stutzendes Netzwerkmolekul
Blaschen aus Lipidmembran
Zellinhalt

Kapitel 6
Kapitel 2
Kapitel 2
Kapitel 2
Seite A 18
Kapitel 2
Kapitel 3
Kapitel 2
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