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1 Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Die Interaktion von Zellen mit der extrazelluldren Matrix (ECM) ist nicht nur Grundlage
physiologischer Vorgange, die der Entwicklung und Erhaltung vielzelliger Organismen
dienen, sondern spielt auch bei pathologischen Prozessen wie der Metastasierung eine
bedeutende Rolle. Neben der biochemischen Zusammensetzung der ECM wird das
Zellverhalten auch durch die Menge und die rdumliche Verteilung der Liganden
entscheidend beeinflusst. Um die Bedeutung der Ligandenmenge sowie der
geometrischen Ligandenverteilung auf das Zellverhalten systematisch zu untersuchen,
wurden in dieser Arbeit strukturierte Substrate mittels Microcontact Printing (uCP)
hergestellt. Durch eine Kombination mit definierten Verdinnungen des zum Beschichten
benutzten Fibronektins (FN) kann das Ligandenangebot prazise kontrolliert werden.
Hierbei wird die gleiche effektive Fibronektinbedeckung (FN-Molekulle/um?) entweder
durch geometrische Strukturierung, durch homogene Fibronektinverdiinnung, oder durch
Kombination beider Methoden erzielt. Der Vergleich des Zellverhaltens auf diesen
Substraten ermoglicht zum ersten Mal zwischen der Wirkung von Ligandenmenge und
Substratgeometrie exakt zu differenzieren.

Untersuchungen bei drei Zelllinien unterschiedlichen Gewebeursprungs zeigen, dass
sowohl epitheliale A549-Zellen, parenchymale BRL-Zellen als auch fibroblastenahnliche
B16-Zellen bevorzugt auf Substraten mit hoher effektiver Fibronektinbedeckung
adhérieren und gleichzeitig eine gesteigerte Fahigkeit zur Uberbriickung antiadhasiver
Distanzen erhalten. Die Zellflache korreliert unabhangig von der Geometrie allein mit der
effektiven Fibronektinbedeckung. Diese Zellreaktionen basieren auf einer verstarkten
integrinvermittelten Signaltransduktion in der Zelle, die durch eine zunehmende
Rekrutierung der Signalproteine Paxilin und pFAK in die Zell-Matrix-Kontakte
charakterisiert ist. Unabhangig von der Ligandenprasentation korreliert sowohl auf den
strukturierten als auch auf den homogenen Substraten die Menge an R1-Integrin, Paxillin
und pFAK linear mit der Zellflache. Der Integrinrezeptor und die Kontaktproteine stehen
jedoch nur auf den strukturierten, nicht auf den homogenen Substraten, in einem linearen
Zusammenhang mit der Ligandendichte. Die der intrazelluldren Signalverarbeitung
zugrunde liegenden Mechanismen unterscheiden sich daher moglicherweise auf
strukturierten und auf homogenen Substraten.

In der vorliegenden Arbeit wird zum ersten Mal gezeigt, dass Zellen unabhangig von dem
Gewebeursprung und der Substratgeometrie die absolute Menge der zur Verfugung
stehenden ECM-Liganden berechnen koénnen. Mit Hilfe dieser Resultate wird ein
Rezeptorsattigungsmodell zum Erkldaren des von der Ligandendichte abhé&ngigen
Zellverhaltens entwickelt.
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2 Einleitung

Zelladhasion spielt eine entscheidende Rolle in der Entwicklung und Gestaltbildung
vielzelliger Organismen. Dabei vermittelt die Zelladhasion nicht nur den mechanischen
Zusammenhalt der Zellen untereinander, sondern beinhaltet auch die Wechselwirkung
zwischen Zellen und der extrazellularen Matrix (ECM). Diese Interaktionen bestimmen die
Architektur von Geweben und Organen und sind auch an pathologischen Prozessen wie
der Wundheilung und der Tumormetastasierung beteiligt. Die Signale aus der ECM
werden vordergrindig Uber die membrangebundenen Rezeptoren der Integrin-Familie
aufgenommen und durch die Aktivierung von Signallibertragungswegen ins Innere der
Zellen weitergeleitet, wodurch das Zellverhalten wie Zellwachstum, Zellteilung und
Genexpression gesteuert wird. Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit ist die Untersuchung
von Zell-Interaktionen mit der ECM.

Alle Zellen des menschlichen Gewebes sind abgesehen von Blutzellen in einer
adhasionsvermittelnden ECM verankert. Flr diese adharent wachsenden Zellen garantiert
die erfolgreiche Ausbildung von Zell-ECM-Adh&sionen die Aufrechterhaltung tUberlebens-
wichtiger Zellfunktionen. Erfolgt keine Interaktion mit der ECM, wird in diesen Zellen der
Apoptoseprozess eingeleitet und die Zellen sterben ab. Diese spezielle Form der
Apoptose wird als Anoikis bezeichnet (Frisch und Ruoslahti 1997; Grossmann 2002;
Valentijn et al. 2004). In den folgenden Kapiteln werden die an der Zell-ECM-Adh&sion
beteiligten Komponenten und ihre Funktionen ausflhrlich vorgestellt.

2.1 Die extrazellulare Matrix (ECM)

Unter der ECM versteht man ein flexibles, dreidimensionales, aus adhasiven Proteinen
und Signalmolekllen bestehendes Netzwerk, das in Geweben den Raum zwischen den
Zellen ausflllt. Dabei stellt die ECM fir die Zellen eine strukturgebende und physikalische
Umgebung dar, die grundlegende zelluldre Prozesse wie Adhasion, Wachstum und
Migration ermdglicht. Neben der Stutzfunktion vermittelt die ECM die intrazellulare
Weiterleitung mechanischer oder chemischer Signale und steuert somit aktiv das

Zellverhalten.

211 Erscheinungsform und Zusammensetzung der ECM

Ein besonders hoher Anteil an ECM ist im Bindegewebe enthalten. Hier tragt die Matrix
zum Schutz der Zellen bei, gewahrleistet die Zelladhasion und den Zellzusammenhalt und
stabilisiert die relative Position der Zellen. Die ECM kommt im Organismus abhangig von
den verschiedenen funktionellen Erfordernissen in sehr unterschiedlichen Formen vor. In
die Matrix kann sich beispielsweise Kalk einlagern und somit stabile Strukturen mit hoher



2 Einleitung

Festigkeit wie Knochen bilden. Die Hornhaut der Augen besteht aus einer durchsichtigen
ECM, wahrend sich Sehnen, in denen die Matrix eine seilartige Struktur annimmt, durch
hohe Zugfestigkeit auszeichnen. Eine besondere Form der ECM stellt die Basallamina
dar. Diese liegt an der Grenzflache zwischen Epithel- und Bindegewebe und bildet ein
engmaschiges, quasi zweidimensionales Netz mit einer Dicke von unter 100 nm. Die
Basallamina fordert neben der direkten Zell-Zell-Adhasion den Zusammenhalt der
Epithelzellen.

Die ECM stellt jedoch im Gewebe kein statisches, unveranderliches Gerlst dar. In sich
entwickelnden Organismen wird die ECM ununterbrochen modifiziert, abgebaut und neu
synthetisiert. Auch bei erwachsenen Organismen werden, unter anderem wahrend der
Wundheilung, Bestandteile der Matrix standig abgebaut und erneut gebildet.
Pathologische Anderungen in der Anordnung der ECM kénnen zu Krebserkrankungen

und Entwicklungsschaden fuhren.

Die ECM besteht aus einer Vielzahl von Proteinen und Polysacchariden, die ein
komplexes dreidimensionales Netzwerk bilden. Die Bestandteile der ECM werden von
Zellen, die in der ECM eingebettet sind, sezerniert und bestehen im Wesentlichen aus
drei Komponenten: den hoch viskosen Proteoglykanen, den unldslichen Kollagenfasern
und den lI6slichen Multiadhasionsmolekilen, die fur die Zelladhasion eine sehr wichtige
Rolle spielen. Multiadhdsionsmatrixproteine sind lange flexible Molekiile, die Bindungs-
domanen fir verschiedene Kollagentypen, andere Matrixproteine, Polysaccharide,
Zelloberflachenproteine und Signalmolekiile, wie z.B. Wachstumsfaktoren oder Hormone,
enthalten. |hre Hauptaufgabe besteht darin, die Adhasion der Zellen an die ECM zu
vermitteln.

2.1.2 Das Fibronektin (FN)

Ein wichtiger Vertreter der Multiadhasionsmatrixproteine ist das Fibronektin (FN).
Fibronektin ist ein ca. 440 kDa groRes Glycoprotein, das in zwei Erscheinungsformen
vorkommt. Im Blut und anderen Korperflussigkeiten findet man es in geléster Form und in
der ECM in Form unl6slicher Fibrillen. Geldstes Fibronektin kann auch ins Gewebe
diffundieren und somit in die ECM eingebaut werden (Moretti et al. 2007). Fibronektin
spielt eine entscheidende Rolle bei der Adhéasion, Migration, Wachstum und
Differenzierung der Zellen (Pankov und Yamada 2002). Seine Hauptaufgabe besteht in
der Vermittlung der Zellanheftung an extrazellulare Kollagenfasern. Dadurch kénnen die
Zellgestalt sowie die Anordnung des Zytoskeletts beeinflusst werden.

Mindestens 20 verschiedene Fibronektinketten sind mittlerweile bekannt, die von einem
einzigen Fibronektin-Gen kodiert sind. Das Fibronektin-Molekiil ist ein Dimer aus zwei
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ahnlichen Polypeptiden, die an ihren C-Termini Uber zwei Disulfidbriicken miteinander
verbunden sind (Abb. 2.1). Jede Kette besteht aus 29 - 31 Struktur-Domanen, die durch
kurze Spacer-Sequenzen voneinander getrennt und in drei Gruppen eingeteilt sind (Leiss
et al. 2008). Das Fibronektin-Dimer ist ca. 130 nm lang und 2 - 3 nm dick (Engel et al.
1981). Als minimale Erkennungssequenz fiir den Haupt-Fibronektinrezeptor (Integrin asf34,
Kap. 2.2) dient die Aminosauresequenz Arg-Gly-Asp (RGD-Sequenz) in der zehnten
Fibronektindomane vom Typ Il (FN lll45) (Pytela et al. 1985). Die Bindung zwischen
Fibronektin und seinem Rezeptor wird durch die synergistisch wirkende Sequenz PHSRN
in der benachbarten Domane FN lllg verstarkt (Aota et al. 1994; Nagai et al. 1991,
Ochsenhirt et al. 2006). Sie sorgt flr eine optimale Adhéasion des Hauptrezeptors an das
Fibronektin. Fibronektin besitzt neben den Bindungsstellen flir den Membran-Rezeptor
weitere Bindungsstellen flir andere Proteine, wie zum Beispiel Kollagen, Heparin, Fibrin
usw. Diese Bindungsstellen ermoglichen die Lokalisierung und Verankerung der
Fibronektin-Molekile in der ECM. Durch aktive Ausbildung zellularer Krafte werden diese
mechanischen Informationen mittels Zell-ECM-Adhasion in die Zelle weitergeleitet.

-

m ¢ bind FE- o8
e, —'!wqm’*“ wills ° g rﬂ'w : lmmwﬁ-' coon
PHSRN® = RGD
avp3 P> asp1 avpl,avps,  adpl a4pl
asp1 allbB3 aVs, aVps, a9fl adf?

0\"[33, cSﬁI Current Opinton In Cell Biology

Abb. 2.1 Strukturmodell des Fibronektins

Modell eines Fibronektin-Dimers. Die beiden Fibronektinketten sind an dem Carboxyterminal tGber
zwei Disulfidbriicken miteinander verbunden (rechts). Jede Kette besteht aus aneinander gereihten
Fibronektindomanen. Die drei Typen von Fibronektindomanen sind farblich unterschieden: FN |
(blau), FN 1l (braun) und FN IlI (griin). Die Domanen A, B und V (ockerfarben) sind Extradomanen
aus alternativen Splicingprozessen. Potenzielle Interaktionsbereiche mit anderen Proteinen sind
angegeben (blaue Schrift). Fir die Zelladhasion wichtig sind vor allem die beiden synergistisch
wirkenden Integrin-osR4-Bindestellen in FN Illg.1o (roter Pfeil). Abbildung aus Leiss et al. 2008.

Ein weiteres Mitglied der Multiadhasionsmatrixproteine ist Vitronektin (VN). Vitronektin
ermoglicht die Zelladhasion ebenfalls Uber die RGD-Signalsequenz und beeinflusst in
ganz ahnlicher Weise wie Fibronektin das Zellverhalten. Der am besten untersuchte
Rezeptor fiir Vitronektin ist das a,f3;-Integrin (Felding-Habermann und Cheresh 1993; Kim
et al. 1994).
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2.2 Die ECM-Rezeptoren der Integrin-Familie

Zell-ECM-Adhasionen stellen mechanische Verbindungen zwischen den Zellen und der
ECM dar, durch die die Informationsweiterleitung aus der Umgebung in die Zelle vermittelt
wird. An der Ausbildung dieser Kontaktstellen sind diverse membranstandige Rezeptoren
beteiligt, unter denen die Rezeptorfamilie der Integrine die Hauptrezeptoren darstellen.

2.2.1 Das Integrin-Heterodimer

Integrine sind transmembranale Heterodimere mit jeweils einer a- und -Untereinheit, die
nicht kovalent miteinander verbunden sind (Hynes 2002). Sie durchspannen die
Zellmembran und verbinden der ECM mit dem Zytoskelett. Somit kénnen Informationen
aus der Umgebung weitergeleitet und das Zellverhalten gesteuert werden. Bisher wurden
18 verschiedene a-Untereinheiten sowie 8 unterschiedliche R-Untereinheiten entdeckt, die
sich zu 24 bekannten Kombinationen zusammenlagern kénnen (Abb. 2.1). Diese
Kombinationen weisen eine spezifische aber auch redundante Liganden-Bindung auf.
Beispielsweise erkennt das Integrin-a,33 neben dem Hauptliganden Vitronektin ebenfalls
Fibronektin, jedoch mit geringer Affinitat. Des Weiteren kann ein Ligand haufig auch von
mehreren Integrin-Heterodimeren erkannt werden. Das Fibronektin wird beispielsweise
auller von seinem Hauptrezeptor Integrin-asf3; auch noch von a,Bs3-, a4Bs- und o, fds-
Integrin erkannt (Hynes 1992; Plow et al. 2000; Wehrle-Haller und Imhof 2003).

Kollagen-Rezeptoren

Leukozyten-spezifische
Rezeptoren

RGD-Rezeptoren

‘ Laminin-Rezeptoren @

RGD: Arg-Gly-Asp
nach R.O. Hynes. Cell 110, 673 (2002)

Abb. 2.2 Die Integrin-Familie

Integrine sind membrandurchspannende heterodimere Proteine aus jeweils einer a- und R-Unter-
einheit. Bisher sind 18 a- und 8 R-Untereinheiten mit insgesamt 24 heterodimerischen
Kombinationen bekannt. Diese Rezeptoren kdnnen nach ihrer Ligandenspezifitat in vier Gruppen
eingeteilt werden: RGD-Rezeptoren, Kollagen-Rezeptoren, Laminin-Rezeptoren und die
Leukozyten-spezifischen Rezeptoren, die Zell-Zell-Interaktionen vermitteln (Hynes 2002). Die
Hauptrezeptoren fir Fibronektin und Vitronektin sind durch ein rotes bzw. griines Rechteck
hervorgehoben.
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Jede o/R-Integrin-Kombination weist eine Ligandenbindungsspezifitat auf. Die Integrine
koénnen je nach Ligandenbindung in vier Klassen eingeteilt werden: (1) RGD-Rezeptoren,
die an die ECM-Komponenten mit dem RGD-Motiv (Fibronektin, Vitronektin; Kap. 2.1)
binden; (2) Laminin-Rezeptoren; (3) Kollagen-Rezeptoren und (4) Integrine, die die Zell-
Zell-Adhasion vermitteln (Hynes 1992; Wiesner et al. 2005). Die wichtigsten Integrine fir
die Zell-Matrix-Interaktion sind die beiden RGD-Rezeptoren Integrin-asf3, und -o,R3, die
jeweils die ECM-Proteine Fibronektin und Vitronektin erkennen.

2.2.2 Die Integrin-Aktivierung

Die Liganden-Bindungsstelle der Integrine befindet sich zwischen den extrazellularen
Domanen der beiden Rezeptor-Untereinheiten, die gleichzeitig zur Spezifitat und Affinitat
des Rezeptors beitragen. Des Weiteren bendtigen Integrine noch divalente Kationen flr
die Ligandenbindung. Integrine kommen in zwei Konformationszusténden vor. Man
unterscheidet zwischen einer ,Jow-affinity” Konformation, in der die extrazelluldren
Domanen beider Untereinheiten gebeugt sind (Abb. 2.3 A), und einer ,high-affinity’
Konformation, in der die beiden Doméanen gestreckt sind (Abb. 2.3 B) (Xiong et al. 2001;
Xiong et al. 2002). In der ,high-affinity” Konformation erhalt der Ligand Zugang zur
Bindungsstelle und in der ,Jow-affinity” Konformation wird die Bindung des Liganden
blockiert. Die intrazelluldaren Domanen beider Integrin-Untereinheiten sind kurz und liegen
im inaktiven, ,Jow-affinity” Zustand dicht aneinander (Abb. 2.3 C). Nach der Aktivierung
werden die beiden Untereinheiten raumlich getrennt (Abb. 2.3 B). Das Umschalten der
Integrine zwischen den beiden Konformationszustanden wird intrazellular gesteuert.
Dieses Steuerungsmodell ist unter dem Begriff des ,inside-out-signallings” bekannt
(Hynes 2002; Ginsberg et al. 2005).

Bisher war lediglich Talin als einziger Aktivator der Integrine bekannt (Zhang et al. 2008).
Das PIP,-System vermittelt dabei mittels Phosphorylierung die Aufhebung der
Autoinhibition von Talin, die durch Interaktion der Kopfdomane mit der Schwanzdoméane
erzielt wird (Abb. 2.3 D). Die somit frei werdende F3-Subdomane kann dann an die B-
Untereinheit des Integrinrezeptors binden. Ma et al zeigten 2006, dass fir eine
vollstandige Konformationsdnderung der Integrine in einen ,high-affinity“-Zustand
zusatzlich die Kindline erforderlich sind (Ma et al. 2006; Moser et al. 2008). Sowohl Talin
(Critchley 2009) als auch Kindlin besitzen eine FERM-Domane (Band 4.1, Ezrin, Radixin
und Moesin) (Larjava et al. 2008), die wiederum aus drei Subdomanen F1, F2 und F3
besteht (Abb. 2.3 D und E). Fur die Bindung an den intrazellularen Teil der 3-Untereinheit
ist allein die F3-Subdomane verantwortlich (Moser et al. 2009). Beide Molekile wirken
synergistisch und muissen gleichzeitig vorliegen, um eine erfolgreiche Aktivierung der
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Integrine zu gewahrleisten. Der genaue Interaktionsmechanismus beider Integrin-
Aktivatoren ist allerdings noch weitgehend unklar.

A inaktives Integrin B  aktives Integrin
(fow affinity) (high affinity)
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Abb. 2.3 Integrin-Aktivierung

(A) Im inaktiven Konformationszustand (low affinity) sind die extrazellularen Domanen des Integrin-
Heterodimers zusammengefaltet bzw abgeknickt. Die transmembranalen und intrazellularen
Domanen liegen dicht nebeneinander. (B) Nach der Aktivierung (high affinity) strecken sich die
extrazelluldren Domanen und die transmembranalen und intrazellularen Domanen trennen sich
raumlich. (C) Die zytoplasmatischen Integrindomanen weisen Bindestellen fir Talin ,MP*
(Membrane Proximal Motiv) und fir Kindlin ,MD*“ (Membrane Distal Motiv) auf. (D) Schematische
Darstellung von Talin und (E) Kindlin. Beide Proteine besitzen eine FERM-Domane, die aus F1, F2
und F3 Subdomanen bestehen. Die F3-Subdomanen vermitteln die Bindung an die
Schwanzdomanen des Integrinrezeptors. Abbildung von Moser et al. 2009.

2.2.3 Das ,outside-in“ Signalling

Die Integrin-Rezeptoren stellen die Schaltstelle zwischen der ECM und dem Zytoskelett
der Zelle dar. Durch sie kénnen die Zellen ihre Umgebung wahrnehmen und
entsprechend darauf reagieren (sog. ,outside-in-signalling”). Da die intrazellularen
Domanen der Integrine keine katalytische Aktivitdt aufweisen, wird die Informations-
weiterleitung Uber eine Reihe von Adapter- und Enzymproteinen, den sogenannten
Kontaktproteinen, gewahrleistet. Integrine sind prinzipiell frei in der Zellmembran
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beweglich (Duband et al. 1988; Schmidt et al. 1993). Nach dem Kontakt mit den ECM-
Liganden ordnen sich die Rezeptoren zu sogenannten Clustern an. Dabei werden sie im
Zellinneren Uber Kontaktproteine wie z.B. Talin, Kindlin, Vinculin und Paxillin usw.
miteinander verlinkt und an das Aktinzytoskelett gekoppelt (Miyamoto et al. 1995). Somit
wird eine Verbindung zwischen der ECM und dem intrazellularen Zytoskelett durch die
Integrinrezeptoren realisiert. Unter den Komponenten des zelluldren Zytoskeletts spielt
das Aktinfilamentsystem die wichtigste Rolle in der integrinvermittelten Signalweiterleitung
(Disanza et al. 2005), da es unter dem Einfluss der eingehenden Signale die
morphologischen und mechanischen Eigenschaften der Zellen bestimmt (Kap. 2.4). Der
um die Integrine entstehende Proteinkomplex bildet eine spezialisierte Struktur, den
sogenannten Zell-Matrix-Kontakt. Diese Zell-Matrix-Kontakte und das Aktinzytoskelett
werden in den folgenden Kapiteln naher erlautet.

Neben der struktuellen und funktionellen Regulation des Aktinzytoskeletts werden durch
Integrine jedoch auch andere Signalling-Wege gesteuert, die langfristig das Zellverhalten
durch Wachstum oder Differenzierung kontrollieren (Geiger et al. 2009). Diese integrin-
vermittelte Signaltransduktion verlauft Uber Signalwege, die auch bei der Bindung
I6slicher Wachstumsfaktoren an ihre Rezeptoren aktiviert werden (Lee und Juliano 2004;
Yamada und Even-Ram 2002). Aktivierte Integrine kdnnen z.B. die Signalwege einiger
Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTK), PDGF (platelet-derived growth factor) oder epidermaler
Wachstumsfaktoren (EGF) transaktivieren (Legate et al. 2009). Uber nachgeschaltete
mitogenaktivierte Proteinkinasen (MAPKinasen) kann nachfolgend durch Regulation der

Genexpression das Zellwachstum gesteuert werden.

2.3 Zell-Matrix-Kontakte

Nach der Aktivierung der Integrin-Rezeptoren und der sich anschliefienden Clusterbildung
wird eine Reihe von Proteinen in den entstehenden Zell-Matrix-Kontakt rekrutiert. Mehr
als 160 dieser Proteine sind bereits bekannt (Geiger et al. 2009). Darunter befinden sich
neben Strukturproteinen auch GTPasen und andere Enzyme wie z.B. Kinasen,
Phosphatasen, Proteasen oder Lipasen (Geiger et al. 2001; Wehrle-Haller und Imhof
2002; Zaidel-Bar et al. 2007; Zamir und Geiger 2001). Die koordinierte Funktion dieser
Proteine gewahrleistet die erfolgreiche Signaltransduktion. So wird beispielsweise nach
Ligandenbindung an den aktivierten Integrin-Rezeptor die focal adhesion kinase (FAK)
durch Autophosphorylierung aktiviert. Diese Phosphorylierungsstelle stellt eine neue
Bindungsstelle fur zellkontaktspezifische Proteine dar, die eine SH2-Domane enthalten
und nachfolgend neue komplexe Phosphorylierungskaskaden auslésen kénnen (Parsons
2003; Pawson et al. 1993).



2 Einleitung

2.3.1 Klassifizierung

Der Begriff des ,Zell-Matrix-Kontaktes® ist eine Ubergeordnete Bezeichnung flir alle
Verbindungen zwischen der Zelle und der ECM. Diese Verbindungen unterscheiden sich
hinsichtlich ihres Entstehungsortes, der Morphologie, der molekularen Zusammensetzung
und ihrer Funktion. Bei Fibroblasten werden Fokalkomplexe, Fokalkontakte und fibrillare
Adhasion unterschieden. Fokalkomplexe sind Strukturen, die, unter dem Einfluss der
monomeren GTPase Rac, vor allem in den Lamellipodien gebildet werden. Sie sind klein,
punktférmig und kurzlebig (Nobes und Hall 1995; Ridley et al. 2003; Zaidel-Bar et al.
2004). Fokalkomplexe bleiben auch in migrierenden Zellen relativ zum Substrat stationar.
Unter dem Einfluss von RhoA oder bei Anwendung einer externen mechanischen Kraft,
reifen die Fokalkomplexe zu Fokalkontakten (Clark et al. 1998; Riveline et al. 2001;
Rottner et al. 1999).

.Klassische* Fokalkontakte sind oft ovale Strukturen in der Zellperipherie des sich
nachziehenden Zellkérpers. Sie sind deutlich grofier als Fokalkomplexe (ZAMIR ET AL.
1999). Im Gegensatz zu den stationaren Fokalkomplexen sind Fokalkontakte in der Zelle
gleitend (Ballestrem et al. 2001; Smilenov et al. 1999). Exakte quantitative Unterschiede
an der molekularen Zusammensetzung von Fokalkomplexen und Fokalkontakten sind
bisher noch unbekannt, jedoch enthalten Fokalkontakte vor allem o, R3-Integrin, Vinculin
und Paxillin und sind hoch tyrosinphosphoryliert (Zaidel-Bar et al. 2003). Im Gegensatz zu
Fokalkomplexen enthalten sie Zyxin (Zaidel-Bar et al. 2004) und Tensin (Cukierman et al.
2002). Fokalkomplexe tben wahrscheinlich wahrend der Zellmigration eine starkere Kraft
auf das Substrat aus als Fokalkontakte (Beningo et al. 2001; Beningo und Wang 2002;
Juliano 2002), und dienen als Anker fir Filopodien und Lamellipodien bei der
Membranvorstilpung (Humphries et al. 2004).

Anders als Fokalkomplexe und Fokalkontakte kommen die fibrillaren Kontakte eher im
Zellzentrum vor und werden Uber asfB4-Integrin vermittelt. Die in Fokalkontakten
typischerweise vorkommenden Proteine wie Paxillin, Vinculin, Phosphotyrosin, FAK und
FAK-pY® fehlen (Cukierman et al. 2002). Das namensgebende Merkmal der fibrilldren
Kontakte ist das Auftreten entlang von Fibronektinfibrillen (Olski et al. 2001; Zamir et al.
1999). Die Ausbildung der fibrillaren Kontakte spielt eine wichtige Rolle in der Fibronektin-
Sezernierung und ECM-Fibrillogenese (Katz et al. 2000; Zaidel-Bar et al. 2004).

Zimerman et al. 2004 beschrieben zudem noch eine neue, punktférmige Adhasions-
struktur. Diese sogenannte Adhasionsdots sind kleine, podosomenahnliche Strukturen mit
einem Durchmesser von ca. 1 ym. Sie bilden einen Aktin-Kern und enthalten Integrin,
Vinculin, Paxillin und Phosphotyrosin. Diese Zell-Matrix-Kontakte sind sehr kurzlebig und

treten nur innerhalb den ersten Minuten wahrend des Zellspreadings auf.
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2.3.2 Dynamik

Die Zell-Matrix-Kontakte dienen der Verankerung der Zellen an die ECM und erméglichen
somit Zellspreading und -Migration. Um ihre Funktionen zu erfiillen, unterliegen sie einem
standigen Auf- und Abbau. Diese dynamischen Umstrukturierungsprozesse sind eng mit
der Organisation des Aktinzytoskeletts und den Eigenschaften der ECM verknipft. Die
Integrine sind zu Beginn der Adhasion diffus auf der Oberflache der Zellmembran verteilt.
Nach ihrer Aktivierung und der Ligandenbindung erfolgt die Signalweiterleitung Uber die
Rho-GTPasen und deren nachgeschaltete Effektorproteine, die die Aktin-Myosin-
Interaktion verstarken. Die somit entstandenen intrazellularen Krafte fihren zur
Entstehung von strukturell verstarkten Aktinflamentblndeln und zur Clusterbildung der
Integrine (Chrzanowska-Wodnicka und Burridge 1996; Watanabe et al. 1997b; Watanabe
et al. 1997a). Die geclusterten Integrine verstarken die ins Zellinnere weitergeleiteten
Signale, wodurch noch mehr Rho-GTPasen aktiviert werden. Dieses positive ,Feed-back”
vermittelt durch die intrazellulare Aktomyosin-Kontraktilitat die Transformation von
Fokalkomplexen zu Fokalkontakten. Auch die Entstehung und Aufrechterhaltung von
Fokalkomplexen ist von der Entwicklung intrazellularer Krafte abhangig. Werden Zellen
mit Inhibitoren der Mpyosin-Kontraktilitat behandelt, fiihrt das zum Abbau von
Fokalkomplexen (Small et al. 1999). Die Tatsache, dass die Kontaktreifung auch durch
aulere Krafteinwirkung induziert werden kann (Choquet et al. 1997; Riveline et al. 2001;
Wang et al. 1993), zeigt, dass Zellen mechanosensitiv sind. Sie testen die physikalischen
Bedingungen ihrer Umwelt und reagieren mit angepasster Modulation der Zell-Matrix-
Kontakte oder der migratorischen Aktivitat (Dobereiner et al. 2004; Geiger et al. 2009;
Nicolas et al. 2004).

2.4 Das Aktinzytoskelett

Die morphologischen und mechanischen Eigenschaften der Zellen wie beispielsweise die
aulere Zellform oder die innere physikalische Stabilitdt basieren auf der Organisation des
Zytoskeletts. Das Zytoskelett der Zelle wird gemeinsam aus den drei Filamentsystemen
der Mikrotubuli, der Intermediarfilamente und der Aktinfilamente ausgebildet. Wahrend
Mikrotubuli die Position membranumschlossener Organellen bestimmen und vor allem
dem intrazellularen Transport dienen, bieten Intermediarfilamente mechanische Festigkeit
und Widerstand gegen Scherkrafte. Die Aktinfilamente legen die Form der Zelloberflache
fest und sind fur die Zellmigration erforderlich (Small et al. 1999). Alle drei Zytoskelett-
komponenten sind vortibergehend oder kontinuierlich an der Organisation der Zell-Zell-
und Zell-Matrix-Kontakte beteiligt. Der wichtigste Effektor der integrinvermittelten Signal-
weiterleitung ist dabei das Aktinzytoskelett (Disanza et al. 2005), das strukturell
dynamisch auf die Signale aus der extrazellularen Umgebung reagiert.

10
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241 Aufbau und Organisationsformen

Das Aktinzytoskelett ist in Bundeln und Netzwerken aus einzelnen Aktin-Filamenten (F-
Aktin) angeordnet, die wiederum aus globularen Aktin-Monomeren (G-Aktin) zusammen-
gelagert sind. Aktin ist das haufigste Protein in einer eukaryotischen Zelle. Das globulare
Monomer besteht aus ca. 375 Aminosauren und besitzt eine strukturelle Polaritat. Die
Aktinfilamente weisen einen Durchmesser von ca. 7 nm auf und stellen daher die
dinnsten Filamente des Zytoskeletts dar. Das helixformige Filament weist eine
strukturelle und funktionelle Polaritat auf. Die Polaritat ist Folge des gleich gerichteten
Einbaus der Aktin-Monomere bei der Polymerisation. Dabei erhalt das Filament ein Plus-
Ende und ein Minus-Ende (Pollard und Borisy 2003). Aktinfilamente sind dynamische
Strukturen, die einem permanenten Auf- und Abbau unterliegen. An beiden Enden des
Filaments kann (De-)Polymerisation stattfinden, die am Plus-Ende jedoch schneller als
am Minus-Ende lauft. Die unterschiedlichen Kinetiken beruhen auf unterschiedlichen
Kritischen Konzentrationen (Cc) an Aktin-Monomer fir die beiden Filament-Enden. Die
Kritische Konzentration ist die Konzentration, bei der G-Aktin-Monomere mit Aktin-
filamenten im Gleichgewicht vorliegen, das heildt, der Anbau und der Abbau der Aktin-
monomere verlauft mit gleicher Geschwindigkeit. Somit ist das Nettowachstum am Ende
des Filaments bei dieser Konzentration gleich Null. Weil der Cc-Wert fiir das Plus-Ende
kleiner als fir das Minus-Ende ist, lauft prinzipiell die Polymerisation am Plus-Ende
schneller. Liegt die Aktin-Konzentration zwischen den beiden Cc-Werten von Plus- und
Minus-Ende, befindet sich das System im Flielgleichgewicht. Das Filament wird am Plus-
Ende verlangert und am Minus-Ende abgebaut und die Lange der Filamente bleibt
unverandert. Das Aktinzytoskelett unterliegt aufgrund dieser (De-)Polymerisations-
vorgange einem permanenten Umbau und ist hoch dynamisch. Durch die gesteuerte
Dynamik des Aktinzytoskeletts werden die flexible Gestalt der Zellen und die Anpassung
an eine sich andernde Umgebung gewabhrleistet.

Einzelne Aktinfilamente kénnen sich zu unterschiedlichen Ubergeordneten Strukturen
organisieren. Bundel und Netzwerke sind die haufigsten Aktinfilamentstrukturen in einer
Zelle. Der strukturelle Unterschied zwischen Bundeln und Netzwerken beruht auf der
jeweiligen Anordnung der Aktinfilamente. Die Aktinflamente sind im Blndel parallel und
im Netzwerk Uberkreuzend angeordnet. Das Netzwerk liegt in einer Zelle in zwei
Varianten vor. Direkt unter der Zellmembran bilden die Filamente eine diinne, quasi
zweidimensionale Schicht, den Kortex. Im Zellinneren bauen sie ein dreidimensionales
Gerust auf und verleihen dem Zytoplasma eine gelartige Konsistenz. In kultivierten Zellen
prasentieren sich diese Organisationsformen als Lamellipodien, Filopodien und
Stressfasern (Abb. 2.4) (Faix et al. 2009; Small et al. 1999). Beispiel flr netzartig
organisierte Aktinstrukturen sind die Lamellipodien. Sie werden vorzugsweise am

11
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Vorderende einer migrierenden Zelle ausgebildet. Lamellipodien stellen flache Membran-
ausstllpungen mit fein verzweigten Aktinflamenten hoher Dichte dar (Lai et al. 2008). In
den Lamellipodien sind die Aktinfilamente einheitlich mit ihrem schnell polymerisierenden
Plus-Ende in Richtung der Zellperipherie ausgerichtet. Durch die Verlangerung der
Aktinfilamente wird die Plasmamembran nach auften geschoben und ermdglicht den
Zellen somit, sich auszubreiten und zu wandern. Das Aktinnetzwerk der Lamellipodien
wandert jedoch gleichzeitig aufgrund von Aktin-Myosin-Interaktionen zentripetal
entgegengesetzt zur Bewegungsrichtung (Lin et al. 1997). Diese Bewegung wird als
retrograder Fluss (engl. retrograd flow) bezeichnet.

1 i

\\* Lamellipodium Jlflft
Filopodium »\} _ |
Cdcd2\\ 77\ A

e

Fokalkontakt

Stressfaser

Abb. 2.4 Unterschiedliche Organisationsformen des Aktin-Zytoskeletts

Eine wandernde Zelle ist funktionell polarisiert und breitet sich mit Hilfe ihrer protrusiven,
unipolaren Strukturen aus. Die engmaschig quervernetzten Aktinfilamente des Lamellipodiums
driicken die Zellmembran in Bewegungsrichtung der Zelle nach vorn. Unter dem Einfluss der Rho-
GTPase Cdc42 herausragende Aktinbundel des Leitsaums (engl. leading edge) werden als
Filopodien bezeichnet. Die GTPase Rac induziert dagegen die Ausbildung kleiner Aktinfilamente
und Fokalkomplexe, die den Ausgangspunkt fir Rho-induzierte bipolare Aktinstressfasern bilden.
Die beteiligenden Rho-GTPasen sind an den Wirkungsstellen dargestellt. Modifiziert nach Faix et
al. 2009.

Filopodien und Stressfasern bestehen aus bindelférmig angeordneten Aktinfilamenten.
Die Filamente sind hier dicht aneinander gepackt und liegen parallel zueinander. Die
Filopodien finden ihren Ursprung in der Regel in den Lamellipodien (Faix et al. 2009;
Mellor 2009) und stllpen sich, umschlossen von der Zellmembran, aus dem Zellkérper
heraus. Ventrale Stressfasern (Small et al. 1998) spannen sich dagegen an der Zellbasis
zwischen zwei Zell-Matrix-Kontakten auf. Aufgrund der Initiation der Aktinpolymerisation
kénnen Lamellipodien als ,Filamentfabriken” angesehen werden (Small et al. 2002;

12
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Wennerberg und Der 2004). Funktionell dienen die Filopodien der Wahrnehmung der
Zellumgebung (Mattila und Lappalainen 2008). Die Tatsache, dass auch in den Filopodien
Integrine die Interaktion der Zelle und der ECM vermitteln (Galbraith et al. 2007; Partridge
und Marcantonio 2006), belegt die Bedeutung der Filopodien fiir das Zellspreading und
die Migration. Die Aktinfilamente sind in den Filopodien ebenso wie in den Lamellipodien
mit dem Plus-Ende in Richtung der Zellperipherie orientiert. Diese Organisationsform der
Aktinfilamente wird daher als unipolar bezeichnet. Die Ausbildung dieser polaren
Strukturen ist unabhangig von der Verankerung der Zelle an das Substrat. Die Entstehung
von Stressfasern ist hingegen auf solche Verankerungen angewiesen (Hotulainen und
Lappalainen 2006) und die Aktinflamente sind hier bipolar angeordnet. In diesen
Strukturen findet man neben den entgegengesetzt orientierten Aktinfilamenten auch
Myosin I, eine Klasse der Myosin-Motorprotein-Familie. Myosine kénnen durch ATP-
Hydrolyse Konformationsanderungen vollziehen und in Verbindung mit Aktin daher
intrazellulare Kraft entwickeln. Dies verleiht den Zellen die Fahigkeit zu kontrahieren. Die
Entwicklung von intrazellularen Zugkraften ist fur adharent wachsende Zellen essentiell.
Sie tragt wesentlich zur Organisation von Zell-Matrix-Kontakten bei und ermdglicht den
Zellen die Migration.

2.4.2 Regulation

Die Funktionalitat des Aktinzytoskeletts hat flr die Zelle eine fundamentale Bedeutung
und wird hochkomplex reguliert. Sowohl die Polymerisation der Filamente als auch die
Organisation zu Ubergeordneten Strukturen wird von einer Vielzahl von Proteinen
gesteuert. Bis heute wurden Uber 100 dieser sog. aktinbindenden Proteine (ABPs)
entdeckt, die gezielt durch Zell-Matrix-Interaktionen reguliert werden (Cameron et al.
2000; dos Remedios et al. 2003). Diese regulierenden Proteine kontrollieren neben der
Aktin-Polymerisation und -Depolymerisation auch deren Nukleation, wie beispielsweise
der Arp2/3-Komplex und die Formine. Die Polymerisation der Aktinfilamente wird durch
die Bindung von Profilin und B-Thymosin an Aktin-Monomere beeinflusst. Wahrend Aktin-
Depolymerisationsfaktoren (ADF/Cofilin) den Filamentabbau férdern, verhindern die
sogenannten Capping-Proteine wie beispielsweise Gelsolin durch Bindung an das Plus-
Filamentende die Depolymerisation (Vicente-Manzanares et al. 2005; Disanza et al.
2005). Die ABPs, die Ubergeordnete Strukturen der Aktin-Filamente organisieren, werden
in aktinblndelnde Proteine (engl. bundler) und quervernetzende Proteine (engl.
crosslinker) unterteilt. Beispiele aktinbliindelnder Proteine sind Fimbrin und o-Actinin.
Filamin hat zwei eng nebeneinander liegende Aktin-Bindungsdomanen und realisiert
somit die Bildung von dicht gepackten Aktinbundeln, die u.a. in Mikrovilli vorkommen.
Jede Untereinheit von a-Actinin, einem antiparallelen Dimer-Protein, hat dagegen eine
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einzige Aktin-Bindungs-doméane. Diese Bindungsdomanen sind im funktionellen Dimer
durch eine helikale Region getrennt. Dadurch entsteht ein lockeres Aktin-Blndel wie in
den Filopodien und Stressfasern. Die Aktin-Bindungsdomanen in den quervernetzenden
Proteinen wie Filamin sind prinzipiell durch flexible lange Spacersequenzen getrennt, die
eine quervernetzende Organisation der Filamente vermitteln (Winder und Ayscough
2005).

Die ABPs stehen ihrerseits unter der Kontrolle spezifischer Upstream-Effektoren (Winder
und Ayscough 2005), die durch unterschiedliche extrazelluldre Stimuli induziert werden. In
diesen Signaltransduktionswegen spielt die Familie der kleinen Rho-GTPasen eine
Schlusselrolle (Disanza et al. 2005). Rho-GTPasen sind Mitglieder der Ras-Superfamilie
und werden in sechs Unterfamilien eingeteilt (Wennerberg et al. 2005; Wennerberg und
Der 2004). Die GTPasen wechseln zwischen einem aktiven GTP-gebundenen Zustand
und einem inaktiven GDP-gebundenen Zustand. Somit kontrollieren diese Proteine als
molekularer Schalter die Organisation des Zytoskeletts und der damit verbundenen
zellularen Prozesse (Hall 1998; Etienne-Manneville und Hall 2002). Der Wechsel
zwischen dem aktiven und dem inaktiven Zustand der Rho-GTPasen wird durch sog.
GEFs (engl. guanine nucleotide exchange factors) und GAPs (engl. GTPase-activating
proteins) reguliert. GEFs aktivieren die Rho-Proteine dadurch, dass sie den Austausch
von gebundenem GDP durch GTP bewirken (Mcgurk et al. 1999; Schmidt und Hall 2002).
Nach der Bindung von GTP wird die Bindungsaktivitit zu den Zielproteinen,
beispielsweise den Proteinkinasen, erhoht (Ridley et al. 2003). Die Inaktivierung der Rho-
GTPasen erfolgt Giber GAPs, die die intrinsische GTPase-Aktivitat der Proteine stimulieren
(Gamblin und Smerdon 1998). Das GTP wird durch die GTPase-Aktivitat hydrolysiert und
das Protein geht in den inaktiven Zustand Uber. Bei Rho-GTPasen findet man eine dritte
Klasse von regulatorischen Proteinen, die GDIs (engl. guanine nucleotide dissociation
inhibitors). Die GDIs inhibieren sowohl den Nukleotidaustausch als auch die Assoziation
der GTPasen an die Zytoplasmamembran, wo sie biologisch aktiv sind (DerMardirossian
und Bokoch 2005; Dovas und Couchman 2005; Olofsson 1999). Dadurch wird die
Regeneration der GTPase blockiert und die Weiterleitung der Information gestort.

Unter den kleinen Rho-GTPasen sind RhoA, Rac1 und Cdc42 die am besten
untersuchten Mitglieder. Eine ihrer charakteristischen Funktionen liegt in der Regulation
des Aktinzytoskeletts, wodurch sie die Zellmorphologie, -adhdsion und -migration
mafgeblich beeinflussen (Hall 1998; Heasman und Ridley 2008; Schmitz et al. 2000). Die
Aktivitat dieser kleinen GTPasen unterliegt einer noch nicht ganz klar aufgeklarten
raumlichen und zeitlichen Kontrolle (Bishop und Hall 2000; Etienne-Manneville und Hall
2002; Machacek et al. 2009). Die Aktivierung von Rac1 fordert die Aktinpolymerisation an
der Zellfront (Abb. 2.4), was zur Bildung von blattartigen Lamellipodien flihrt. Cdc42 16st
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nach der Aktivierung die Polymerisation von Aktin und die Bindelung der Filamente aus,
wodurch Filopodien entstehen. AulRerdem spielt Cdc42 auch bei der Polarisierung von
Zellen eine Rolle (Wu et al. 2007), indem es im Komplex mit verschiedenen Kinasen die
Positionierung des Mikrotubuli-organisierenden Zentrums (MTOC) reguliert (Burridge und
Wennerberg 2004; Schwartz 2004). Die Aktivierung von RhoA beginstigt sowohl die
Bindelung von Aktin-Myosin lI-Filamenten zu Stressfasern, die die Retraktion im hinteren
Teil der Zelle wahrend der Migration ermdglichen (Small et al. 1999; Van Aelst und
D'Souza-Schorey 1997; Wennerberg und Der 2004), als auch die Zusammenlagerung von
Integrinen und zugehdrigen Hilfsproteinen zu Fokalkontakten.

2.5 Zellverhalten und Ligandendichte

Bei der Untersuchung des Einflusses der ECM auf das Zellverhalten spielen sowohl
biophysikalische Faktoren, wie die Substratfestigkeit, als auch chemische Faktoren, wie
die molekulare Zusammensetzung der ECM und die Ligandendichte der ECM-Molekile
auf dem Substrat eine Rolle. Da die in vivo Interaktion der Zellen mit der ECM
hauptsachlich durch die Integrinrezeptoren vermittelt wird (Kap. 2.2), werden auf
artifiziellen Zellkultursubstraten deren naturlichen Liganden wie Kollagen, Vitronektin,
Fibronektin oder Derivate wie RGD-Peptide aufgebracht. Gegen den Integrin-Rezeptor
gerichtete Antikdrper kdnnen ebenso als aktivierende Integrin-Liganden dienen (Duband
et al. 1991). Alle diese Moleklle werden in diesem Kapitel als ECM-Liganden bezeichnet.
Der Einfluss der Ligandendichte auf zellulare Verhaltensweisen wird in Tab. 2.1
zusammengefasst und in den nachfolgenden Kapiteln ausfiihrlich diskutiert.

2.5.1 Die initiale Zelladhasion

Das Haften einer Zelle auf dem ECM-Substrat stellt den ersten Schritt der Zell-ECM-
Interaktion dar. Der Einfluss der ECM-Ligandendichte auf diesen Prozess wurde in der
Vergangenheit im Bezug zur Anzahl adhéarierter Zellen und deren ausgelbten Adhasions-
krafte untersucht. Mehrere Studien haben gezeigt, dass zwischen der Anzahl adhasierter
Zellen und der Ligandendichte eine positive Korrelation besteht. Mit der Zunahme der
Ligandendichte binden mehr Zellen an das Substrat. Dieser Zusammenhang wurde fur
Fibronektin (Koo et al. 2002; Reyes et al. 2008), RGD-Peptide (Houseman und Mrksich
2001; Willcox et al. 2005) oder auch Kollagen (Belisario et al. 2005; Reyes et al. 2008) bei
unterschiedlichen Ligandendichten gezeigt. Wahrend Willcox et al. mit einer Liganden-
dichte von 0 - 800 RGD/pm2 arbeiteten, untersuchten Houseman und Mrksich diesen
Effekt bei héheren Ligandendichten von 4x10° - 10* RGD/um?.
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Tab. 2.1 Zellverhalten aufgrund unterschiedlicher ECM-Ligandendichte

Die Ergebnisse von Untersuchungen auf harten Zellkultursubstraten sind schwarz, auf flexiblen
Substraten dagegen blau dargestellt. Wenn nicht anders angegeben, betragt die Einheit der
Ligandendichte Anzahl der Molekule/um?2. Abbkirzungen: M: Migration. S: Spreading. A; Adhasion.
PD: Petrischale. FN: Fibronekin. GL: Glas. PAA: Polyacrylamid. PDMS: Polydimethylsiloxan.

KG: Kollagen.

LN:

Laminin.

RGD: Arginin-Glycin-Asparaginsaure-Tripeptid. VN: Vitronektin.

FA: Fokaladhasion. k.A: keine Anderung. Die Pfeile 1| stellen eine biphasische Zellantwort dar und
entsprechend 1 eine monophasisch zunehmende Reaktion. Die Abnahme der Zellantwort ist rot

markiert.
L:]g;nde Dichte Zelltyp Zellverhalten Referenz
yp M| S A Sonstige
anti-31 1-100 Neuralleistenzellen ! Duband et al.
aufPD | ug/mi aus Wachtelembryo 1 1991
3.3-13.2 ('\a/'n'f;}(/izg'l Mouse , Verkiirzte lag-Phase | Dubin-Thaler
pg/mi fibroblasts) beim Spreading et al. 2004
Biphasische Membran- .
FN 0.1-3 , " . Maheshwari
auf GL ug/ml NRG6 Fibroblasten o Starke 1 Protfus[on, EGF- ot al. 1999
abhéngig
MDA-MB-231 (engl. .
0-1400 |human breast tumor | 1| Silvestre et al.
2009
cells)
Millon-
0-1/2]? Primare MEF o Fremillon et
Mg al. 2008
320- HSMC (humane 1 Starke 1 Wirkt starker als DiMilla et al.
2600 glatte Muskelzellen) Kollagen 1993
1-100 Neuralleistenzellen | Duband et al.
pg/mi aus Wachtelembryo 1991
0-100 Eosinophile ! ! Holub et al.
pg/ml Leukozyten 2003
FN 235- Kapillarendothelzell Erhéhte Proliferation und || 1940
aufPD 17354 |en DNA-Synthese 9
Erhohte Prolifferation;
HT1080 (humane - S Reyes et al.
66-2112 Fibroblasten) Anzahl 1 S)_/nerg|st|sche Wirkung 2008
mit Kollagen
0.1-250 |Humane Erhéhte Uberlebensrate; Re ot al. 1994
ng/cm? |Endothelzellen Schutz vor Apoptose ’
Erhdhte DNA-Synthese
1-1000 |Hepatozyten aus und Proliferation; Mooney et al.
ng/cm? |der Ratte Reduzierte Albumin- 1992
Sekretion
FN 2x 103%- |Hepatozyten aus gggruezt:ce;:euﬁcljb_umm— Semler et al.
auf PAA | 10° der Ratte f . 2005
Genexpression
i . Rajagopalan
N auf 10-1900 |3T3 11 |Starke 1 ot al. 2004
PDMS 0-100 CHO (engl. chinese ! | Rhoads und
pg/ml hamster ovary) Guan 2007
KG 6 Engler et al.
auf GL 0-5x10° |Glatte Muskelzellen 1 2004
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L:]g_?nde Dichte Zelltyp Zellverhalten Referenz
yp M| S A Sonstige
Erhéhte Proliferation;
24-2784 H.T1080 (Humane Anzahl 1 | Synergistische Wirkung Reyes et al.
Fibroblasten) e . 2008
mit Fibronektin
0-100 Millon-
KG ml Primare MEF T Anzahl 1; |Kollagen | Fremillon et
aufPD |9 al. 2008
1-10 QEC (Wachtel Belisario et al.
pg/mi Chondrozyten) Anzahl 1| Kollagen Il 2005
300- HSMC (humane N DiMilla et al.
40000 |glatte Muskelzellen) | T Starke 1 Kollagen IV 1993
. 6 Engler et al.
KG 0-5x10” |Glatte Muskelzellen T Kollagen | 2004
auf PAA
4750 |3T3 11 |Starke 1| |Kollagen | Gaudet et al.
2003
Erhéhte DNA-Synthese
1-1000 |Hepatozyten aus und Proliferation; Mooney et al.
LN ng/cm? |der Ratte Reduzierte Albumin- 1992
auf PD Sekretion
1-1000 |Hepatozyten aus 1 Mooney et al.
ng/cm? |der Ratte 1995
200- 373 1 FA-Bildung ab 420 Arnold et al.
1800 RGD/pm? 2004
Houseman
‘1‘6‘i5 X 313 + |Anzahl 1 und Mrksich
2001
RGD 0-3.8 x . Liu und Tirrell
aufGL  |10° HUVEC kKA. |1 Anzahl 1 2008
900-2 x . i Maheshwari
10° NRG6 Fibroblasten 1 Starke 1 ot al. 2000
6x 10-*- |HFF (engl. human 1 ggg?sr':f] Iii-%ildung Massia und
3 H H )
10 foreskin fibroblast ) ab 60 RGD/um? Hubbell 1991
RGD auf |0-400 BMSC (engl. bone Reduzierte chondrogene | Connelly et
Agargel |uM marrow stromal cell) ! f Induktion al. 2008
RGD auf |260- . . Koo et al.
Polymer | 5270 NR6 Fibroblasten Starke 1 2002
i . Rajagopalan
50-1500 [3T3 11 | Starke 1 ot al. 2004
BAEC (engl. Bovine . .
0-900  |aortic endothelial t+ |Anzahl 1 gggj‘dm? ab 200 Z\(’)'g‘gox etal
RGD cells) H
auf PAA 12515 x : FA-Bildung ab 83 000  |Berg et al.
10* NRG6 Fibroblasten 1 Anzahl 1 RGD/pm? 2004
Frihere . .
150- ’ .. . . |Reinhart-King
1500 BAEC 1 \éeArmehrte Erhéhte Spreadingrate; ot al. 2005
VN 0.1-250 |Humane Erhéhte Uberlebensrate; Re ef al. 1994
auf PD |ng/cm? |Endothelzellen Schutz vor Apoptose ’
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Nach dem ersten Kontakt zwischen den Zellen und dem unterliegenden Substrat
verstarken die Zellen durch zunehmende Ausbildung von Zell-Matrix-Kontakten ihre
Substrathaftung. Der Einfluss der Ligandendichte auf die Adhasionskraft wurde mit
Zentrifugationsexperimenten untersucht und dabei eine verstarkte Haftungskraft bei
erhohter Ligandenbedeckung beobachtet (Liu und Tirrell 2008; Maheshwari et al. 2000).
Die untersuchten Ligandendichten weichen in der Literatur jedoch voneinander ab.
Wahrend dieser Effekt von Maheshwari et al. 2000 bei einer hohen Substratbedeckung
von 10° RGD/um? bis 10° RGD/um? beschrieben wurde, beobachteten Koo et al. 2002
diesen Zusammenhang bei deutlich niedrigeren Ligandendichten von 260 RGD/um? bis
5270 RGD/um?. Diese Korrelation der maximalen Adh&sionskraft mit der Fibronektin-
Dichte wurde auch durch weitere Techniken wie dem hydrodynamischen Adhasions-
starke-Assay gezeigt (Gallant et al. 2005).

Auch die Ausbildung der Zell-Matrix-Kontakte (Kap. 2.3) ist von der Ligandendichte
abhangig. Massia und Hubbell 1991 zeigten, dass fur die Fokalkontakt-Bildung eine
Ligandendichte von mindestens 60 RGD/um? benétigt wird. Arnold et al. 2004 wiesen
dagegen eine Mindestmenge von ca. 400 RGD/um? nach, um die Fokalkontakt-Bildung zu
induzieren. Die bendtigte Anzahl adh&sionsvermittelnder Liganden steigt bei
Experimenten mit weichen Substraten noch erheblich an (Hersel et al. 2003). Beispiels-
weise beobachteten Berg et al. 2004 auf flexiblen Substraten aus Polyacrylamidgel die
Fokalkontakt-Ausbildung erst ab einer Molekuldichte von 83 000 RGD/um?. Die kinetische
Untersuchung der Korrelation zwischen Ligandendichte und Fokalkontakt-Ausbildung
zeigte, dass auf Substraten mit hdéherer Ligandenzahl nicht nur eine gréRere Anzahl,
sondern auch zeitlich friher Zell-Matrix-Kontakte ausgebildet werden (Reinhart-King et al.
2005).

2.5.2 Zellspreading

Nach der Ausbildung von Zell-Matrix-Kontakten tasten die Zellen ihre Umgebung ab und
breiten sich aus (Dobereiner et al. 2005). Dieser Prozess setzt eine ausreichende
Ligandendichte voraus und wird als Spreading bezeichnet. Das Spreading wird durch
Membranausstulpungen in der Zellperipherie ermdglicht. Diese Ausstllpungen sind eine
Folge der Umstrukturierung des Aktinzytoskeletts, die durch die Kontaktdynamik reguliert
wird. Es ist zwar allgemein anerkannt, dass das Zellspreading eng mit der Ligandendichte
des Substrats korreliert, die experimentellen Beobachtungen sind jedoch kontrovers. So
wurde einerseits eine einfache positive Korrelation von Zellflache und Ligandendichte
beschrieben (Mooney et al. 1995; Rhoads und Guan 2007), und anderseits eine
biphasische Zunahme der Zellflache beobachtet (Engler et al. 2004; Gaudet et al. 2003;
Massia und Hubbell 1991; Rajagopalan et al. 2004). Beim biphasischen Spreadingverlauf
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vergrof3ert sich die Zellflache mit der Ligandendichte zunachst und nimmt nach Erreichen
eines Maximums trotz ansteigender Ligandenzahl wieder ab. Auf Substraten mit
Fibronektin oder RGD-Peptiden wird die maximale Zellflache bei einer Liganden-
bedeckung von ca. 200 - 600 Liganden/um? erreicht (Massia und Hubbell 1991;
Rajagopalan et al. 2004). Dubin-Thaler et al. 2004 beobachteten eine zeitliche
Verzégerung zwischen der initialen Adhasion und Beginn des Spreadings. Diese als lag-
Phase bezeichnete Zeitspanne wird durch hdéhere Ligandendichte verkirzt. Der Anteil
ausgebreiteter Zellen ist im Vergleich zur Gesamtzahl adharierten Zellen (Spreadingrate)
jedoch von der Ligandendichte unbeeinflusst. Im Gegensatz dazu zeigten Reinhart-King
et al. 2005 und Millon-Fremillon et al. 2008 eine Zunahme der Spreadingrate mit
steigender Ligandendichte. Grundsatzlich unterscheidet man isotropisches und
anisotropisches Zellspreading (Dubin-Thaler et al. 2004). Bei isotropischem Spreading
wird die runde Morphologie einer Zelle beibehalten. Bei anisotropischem Spreading
weisen die Zellen dagegen sehr viele Fortsatze auf. Auf Substraten mit hoher
Ligandendichte zeigen die Zellen eher ein isotropisches und bei niedriger Ligandendichte
ein anisotropisches Spreading (Reinhart-King et al. 2005).

2.5.3 Zellmigration

Die Zellmigration ist ein elementarer Prozess adharent wachsender Zellen. Nach der
Polarisierung der Zelle aufgrund von Signalen der Umgebung werden in der Zellfront
spezifische Strukturen wie Filopodien und Lamellipodien gebildet. Hat die Zelle unter den
Lamellipodien neue Kontakte gebildet und verstarkt, wird die Substratverankerung im
Zellhinterende aufgeldst. Durch Zellkontraktion wird der hintere Teil des Zellkérpers
nachgezogen und die Zelle bewegt sich nach vorn.

Auch die Zellmigration zeigt eine Abhangigkeit von der Ligandendichte des Substrats, wie
Duband et al. 1991 am Beispiel der Neuralleistenzellen zeigten. Wahrend auf Fibronektin-
Substraten die von den Neuralleistenzellen zurlickgelegte Strecke innerhalb eines
definierten Zeitraums stetig mit der Ligandendichte steigt, ist die Migration auf Substraten
mit aktivierenden anti-Integrin-Antikérpern dagegen biphasisch: Hier nimmt die zurtck-
gelegte Strecke im niedrigen Ligandendichtebereich (0,1 - 1 pg/ml) zu und nimmt im
hdheren Bereich (>1 pg/ml) wieder ab. Das Migrationsverhalten nicht adharent
wachsender Zellen korreliert dagegen negativ mit der Ligandendichte. Holub et al. 2003
zeigten, dass die chemotaktische Migration eosinophiler Leukozyten auf Kultur-Platten mit
der Erhéhung der Fibronektin-Dichte abnimmt. Die Migrationsgeschwindigkeit von
Fibroblasten auf Fibronektin-Substraten mit verschiedenen Fibronektin-Dichten verlduft
meist biphasisch (Maheshwari et al. 1999; Maheshwari et al. 2000; Millon-Fremillon et al.
2008; Rajagopalan et al. 2004; Silvestre et al. 2009). Werden die Zellen jedoch auf
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Substraten mit RGD-Liganden zunehmender Dichte kultiviert, zeigen sie eine stetige
Zunahme der Migrationsgeschwindigkeit mit monophasischen Verlauf (Maheshwari et al.
2000; Rajagopalan et al. 2004).

2.5.4 Langzeitwirkung von Zell-Matrix-Interaktionen

Zelladhasion, -spreading und -migration sind relativ kurzzeitige Zellreaktionen, die sich
innerhalb von Minuten oder Stunden nach dem ersten Kontakt zwischen der Zelle und der
ECM ereignen. Zell-Matrix-Interaktionen I6sen jedoch auch bedeutende Langzeit-
reaktionen wie z.B. Differenzierung und Proliferation aus. Ingber beobachtete 1990, dass
Zellen auf Substraten mit hoherer Fibronektin-Dichte eine hohere Sensitivitat gegenuber
proliferativen Faktoren aufweisen und dadurch eine gesteigerte Proliferationsrate und
DNA-Synthese zeigen (Ingber 1990). Weiterhin werden Gene wie z.B. Histone, die fur die
DNA-Replikation unabdingbar sind, verstarkt exprimiert (Mooney et al. 1992). Adharent
wachsende Zellen sterben ab, wenn sie keinen Kontakt mit der ECM aufbauen konnen.
Dieser Prozess der Apoptose wird ebenfalls von der Ligandendichte kontrolliert. Eine
héhere ECM-Ligandendichte kann daher die Zellen vor Apoptose schitzen (Re et al.
1994). Die Ligandendichte hat auch einen Einfluss auf die Fahigkeit zur Zell-
differenzierung. Ausdifferenzierte Hepatozyten sekretieren beispielsweise das leber-
spezifische Protein Albumin. Neben der Abnahme der Albumin-Sekretion auf den
Substraten mit hoherer Fibronektin-Dichte (Semler et al. 2005; Mooney et al. 1992)
verringert sich auch die Expression des Albumingens bei Hepatozyten (Mooney et al.
1992).

2.5.5 Relevanter Ligandenabstand fiir Zellreaktionen

Das Clustern der Integrine ist Voraussetzung fir die Ausbildung der Zell-ECM-Kontakte
und aller nachfolgenden Zellreaktionen wie Spreading und Migration (Harburger und
Calderwood 2009; Pozzi und Zent 2003). Um clustern zu kénnen, missen sich aktivierte
Integrin-Molekile in ausreichender raumlicher Nahe befinden. Dabei ist der exakte
maximale Abstand zwischen den einzelnen Liganden, der noch das Integrinclustern
vermittelt, von grolkem Interesse. Mit einfachen Verdlinnungsexperimenten errechneten
Massia und Hubbell 1991, dass fur ein optimales Zellspreading der RGD-Liganden-
abstand maximal 440 nm betragen darf. Eine erfolgreiche Ausbildung der Fokaladhasion
und StrefRfasern vermittelt ein Abstand von lediglich 140 nm. Unter Verwendung der
Methode der Block-Copolymer-Nanolithographie gelang es Spatz et al., den Abstand der
einzelnen immobilisierten Liganden im Nanometerbereich exakt zu kontrollieren. Somit
wurde gezeigt, dass die Ausbildung stabiler Zell-ECM-Kontakte (Cavalcanti-Adam et al.
2007), die Adhasionsstarke (Selhuber-Unkel et al. 2008) und das Zellspreading (Arnold et
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al. 2004) vom Ligandenabstand abhangig sind. Ab einem Ligandenabstand von Uber
73 nm kénnen Zellen keine Fokalkontakte und Stressfasern mehr ausbilden und auch das
Anheften und Spreaden sind limitiert. Sind die Liganden mit einem durchschnittlichen
Abstand von 73 nm dagegen unordentlich bzw. zufallig verteilt, sind die Signale fir das
Cluster der Integrine und die Fokalkontakt-Ausbildung ausreichend (Huang et al. 2009).
Die lokale, nicht jedoch die globale Ligandendichte ist somit entscheidend fiir das
Zellverhalten.

2.6 Der Einsatz strukturierter Substrate

Zell-ECM-Interaktionen spielen sowohl fir einzelne, adharent wachsende Zellen als auch
fur vielzellige Organismen eine entscheidende Rolle. Zur Untersuchung dieser Zell-Matrix-
Interaktionen werden Modellsysteme eingesetzt, durch die die hoch komplexe ECM durch
zweidimensionale (2D) Zellkultursubstrate ersetzt wird. Dabei werden ECM-Molekile oder
deren funktionelle Homologe auf eine Trageroberflache wie z.B. Kulturplastik (Belisario et
al. 2005; Ingber 1990), Glas (Massia und Hubbell 1991; Dubin-Thaler et al. 2004) oder
Polyacrylamid-Gele (Berg et al. 2004; Willcox et al. 2005) aufgebracht und anschlief3end
die Zellen kultiviert. Diese Substrate sind meist homogen mit ECM-Molekilen beschichtet
und entsprechen somit nur begrenzt der geometrischen in vivo Umgebung der Zelle.
Dennoch lieferten sie wichtige Erkenntnisse Uber zelluldre Verhaltensweisen.
Dreidimensionale (3D)-Matrix-Substrate kommen den in vivo Bedingungen zwar am
nachsten, jedoch ist eine exakte Analyse des Einflusses der ECM auf das Zellverhalten
wegen der oft undefinierten Matrix-Geometrie nicht méglich (Cukierman et al. 2001; Fried|
und Brocker 2000; Roskelley und Bissell 1995). Eine gute Alternative bieten mittels
Direktem Laserschreiben (DLS) hergestellte dreidimensionale Substrate mit definierter
Geometrie (Klein et al. 2009, Advanced Materials, akzeptiert). Nachteil dieser Methode
sind der hohe Kosten- und Zeitaufwand in der Herstellung sowie die lediglich homogene
Beschichtung der 3D-Gerlste. Daher findet bis heute das microcontact printing (UCP)
(Jackman et al. 1995; Kumar und Whitesides 1993) eine breite Anwendung. Vorteil dieser
Technik ist die einfache und kostenglinstige Herstellung mikrostrukturierter 2D-Substrate
mit kontrollierbarer Geometrie im Nanometer- und Mikrometerbereich.

Beim uCP wird mit Hilfe eines 3D-strukturierten Stempels ein geometrisches Muster auf
eine Substratoberflache aufgebracht. Dabei entstehen mit Proteinen der extrazellularen
Matrix beschichtete adhéasive Bereiche, die durch zellabweisende antiadhasive Bereiche
getrennt sind. Auf diesen Substraten haften und spreaden die Zellen nur auf den
adhasiven Bereichen (Lopez et al. 1993; Singhvi et al. 1994). Die definierte
Substratgeometrie ermdglicht eine gezielte Kontrolle tiber die GroRe und Form der Zellen
und reguliert somit wichtige Zellverhaltensweisen (Liu und Chen, 2007). Mittels

21



2 Einleitung

mikrostrukturierter Substrate wurde z.B. gezeigt, dass die Zellgeometrie die polarisierte
Orientierung der mitotischen Spindel definiert (Thery et al. 2005; Thery et al. 2007). Je
nach Substratgeometrie bilden die Zellen Ecken und scharfe Kanten (Brock et al. 2003;
Thery et al. 2007) oder Kreisformen aus (Chen et al. 1997). Anhand der vom Substrat
vorgegebenen Zellform lasst sich lokal die Ausbildung von Lamellipodien (Jiang et al.
2005; Parker et al. 2002) und Zellkontakten (Chen et al. 2003) vorhersagen.

Das Zellverhalten auf strukturierten Substraten unterliegt definierten geometrischen
Grenzen. Lehnert et al. 2004 zeigten, dass fibroblastendhnliche Zellen antiadhasive
Distanzen von maximal 25 ym Uberbriicken kénnen. Ein 0.1 ym? groRer ECM-Dot reicht
aus, um die intrazellulare Signaltransduktion zu induzieren, unterstitzt jedoch ab einem
Dot-Abstand von >4 ym das Zellspreading nicht mehr. Zwischen dem Zellspreading und
der geometrischen Proteinbedeckung der Substrate besteht eine direkte Korrelation, die
unabhangig von der Substratgeometrie ist (Lehnert et al. 2004). Ein positiver
Zusammenhang besteht ebenfalls zwischen der geometrischen Proteinbedeckung der
Substrate und der Anzahl adharierter Zellen. Chen et al. 1997 kultivierten Epithelzellen
auf Substraten, die trotz unterschiedlicher InselgréRen und -abstande immer die gleiche
Gesamtproteinbedeckung aufwiesen. Dabei zeigte sich im Gegensatz zu den
Experimenten vom Lehnert et al. eine Zellflachenzunahme auf Substraten mit kleineren
Inseln und gleichzeitig kleiner werdenden Abstanden. Die Spreadingflache nahm allein
aufgrund der Anderung der Geometrie um ein Zehnfaches zu, ohne dass sich die
Gesamtproteinbedeckung signifikant anderte.

Neben des Einflusses der Zellmorphologie auf die Spreadingflache wurden mittels
mikrostrukturierter Substrate auch andere zellulare Verhaltensweisen wie beispielsweise
die Adhasionsstarke, die Zellpolarisierung und die Differenzierung untersucht. So wiesen
Gallant et al. 2002 nach, dass die Adhasionsstarke von der Grofle einer adhasiven
Struktur abhangt. Auf homogenen Substraten zeigen Zellen die starkste Adhasion. Auf
kleineren Strukturen nimmt die Adhasionsstarke dagegen ab. Jiang et al. 2005
untersuchten die Zellmigration mit ,abschaltbaren® tropfenférmigen Substratgeometrien.
Aufgrund der Polarisierung der Mikrotubuli gab die resultierende asymmetrische Form der
adharierten Zellen nach elektrochemischer Auflésung der Substratstrukturierung die
Migrationsrichtung der Zellen vor.

Singhvi et al. 1994 beobachteten bei Hepatozyten eine Reduzierung der DNA-Synthese
und eine Zunahme der Apoptose auf strukturierten Substraten, die die Zellgréfie
begrenzten. Eine erhdhte Albuminsekretion weist auf eine verstarkte Zelldifferenzierung
bei Adhasion auf kleineren Inseln hin. Auf gréReren Inseln dagegen wird das
Wachstumsprogramm eingeschaltet und gleichzeitig die Differenzierung vermindert. Diese
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Abhangigkeit der Zelldifferenzierung von der Begrenzung der Zellflache zeigte sich auch
bei der Kultivierung humaner mesenchymaler Stammzellen. Bei kleiner Spreadingflache
differenzieren sie zu Adipozyten, bei groRer Spreadingflache zu Osteoblasten (McBeath
et al., 2004). Chen et al. 1998 beobachteten ebenfalls, dass die Apoptose-Rate bei
Kultivierung von Epithelzellen auf gréReren adhasiven Strukturen sinkt und gleichzeitig die
DNA-Synthese zunimmt. Dike et al. 1999 zeigten mittels Endothelzellen ahnliche Effekte.
Auf dunnen adhdsiven Streifen (10 um breit) differenzieren die Zellen und bilden
rohrenformige Strukturen. Nach Kultivierung auf breiten Streifen schalten sie das
Differenzierungsprogramm ab und proliferieren. Ein anderes Beispiel flr die geometrisch
induzierte Morphogenese ist die Ausbildung von Myofibrillen bei Kardiomyozyten in
Abhangigkeit von der Form des adhasiven Substrates (Geisse et al., 2009; Parker et al.,
2008).

2.7 Zielsetzung

Auf homogenen Substraten ist die eindeutige Abhangigkeit des Zellverhaltens von der
Ligandendichte allgemein anerkannt (Kap. 2.5). Auf strukturierten, in vivo ahnlicheren
Substraten wurde das geometrisch kontrollierte Zellverhalten zwar intensiv untersucht, die
Mechanismen zur Ausbildung der Zellflache werden jedoch bis heute kontrovers
diskutiert. Einerseits zeigten Lehnert et al. 2004 einen eindeutigen Zusammenhang
zwischen der geometrischen Proteinbedeckung der Substrate und der Anzahl adharierter
Zellen sowie der Zellflache. Diese Korrelation von Zellflache und Proteinbedeckung
unabhangig von der Substratgeometrie steht jedoch im Widerspruch zu Experimenten von
Chen et al. 2003, die eine Kontrolle der Zellflaiche durch die geometrische
Ligandenverteilung, nicht jedoch durch die absolute Ligandenmenge beschrieben. Die
genauen Mechanismen, wie Zellen das Ligandenangebot ihrer Umgebung wahrnehmen
und durch welche nach-geschalteten Signalwege sie diese Informationen verarbeiten,

sind daher noch unklar.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es deshalb zu untersuchen, ob Zellen die zur Verfliigung
stehenden ECM-Liganden quantitativ wahrnehmen kénnen und in wieweit diese Fahigkeit
von der Substratgeometrie oder vom Zelltyp abhangig ist. Des Weiteren sollten durch die
quantitative Analyse einer Vielzahl intrazellularer Zell-Matrix-Kontaktproteine, die an der
Signalweiterleitung und -verarbeitung beteiligt sind, Einblicke in die zugrunde liegenden
zellularen Berechnungsmechanismen gewonnen werden.

Zur Beantwortung dieser Fragestellungen sollten geometrische mikrostrukturierte
Zellkultursubstrate eingesetzt werden, die mit definiert verdinnten ECM-Proteinen
beschichtet werden. Bisher wurde die Variabilitdt in der Substratbedeckung entweder
durch die homogene Beschichtung mit unterschiedlichen Proteinkonzentrationen
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(Verdinnungsexperiment; Kap. 2.5) oder durch den Einsatz mikrostrukturierter Substrate
mit variablen Dot-Mustern (Kap. 2.6) erzielt. In dieser Arbeit sollten beide Verfahren
kombiniert eingesetzt werden. Somit kann durch den Einsatz einer groRen Mustervielfalt
in Kombination mit der Bindung definierter Anteile aktiver ECM-Molekiile an die
Substratoberflache eine enorme Variation der Ligandenanzahl und -verteilung auf der
Substratoberflache erzielt werden. Dies ermdglicht eine optimierte prazise Kontrolle der
ECM-Ligandenprasentation. So kann erstmalig systematisch der Einfluss der
Ligandenanzahl und der Substratgeometrie auf das Zellverhalten bei gleicher effektiver
Proteinbedeckung, jedoch unterschiedlicher geometrischer Ligandenverteilung, verglichen

und analysiert werden.

Die Wahrnehmung der Zellumgebung wird hauptsachlich Uber die Integrin-Rezeptoren
vermittelt, die durch die Ausbildung von Zell-Matrix-Kontakten die Verbindung zwischen
der ECM und dem Aktinzytoskelett realisieren (Abb. 2.5) Die daraus resultierende
strukturelle und funktionelle Reorganisation des Aktinzytoskeletts fuhrt dann zu
Anderungen des Zellverhaltens. Um zu untersuchen, ob und wie die Integrin-Rezeptoren
an der Quantifizierung der ECM-Liganden beteiligt sind, sollten ausgewahlte
Komponenten der intrazellularen integrinvermittelten Signalweiterleitung quantifiziert und
die Dynamik der immunohistochemisch ausgewerteten Zell-Matrix-Proteine anschliefend
durch Lebendzellmikroskopie analysiert werden. Die phosphorylierte bzw. aktive Form
des Adapterproteins Paxillin und die der signalweiterleitenden focal adhesion kinase
(FAK) sollten mittels quantitativer Bildanalyse im Verhaltnis zur bestimmten
Ligandenanzahl und ausgebildeter Integrinflache erfasst werden, das Verhaltnisse
zwischen den Parametern analysiert und ein Modell fir die quantitative Wahrnehmung

entwickelt werden.
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Abb. 2.5 Komponente der integrinvermittelten Signalverarbeitung

Schematische, stark vereinfachte Darstellung der intrazellularen Adapter- und Effektorproteine, die
an der Weiterleitung der integrinvermittelten Informationsverarbeitung beteiligt sind. Die Signale
aus der ECM werden durch Zell-Matrix-Kontaktproteine wie Talin, Paxillin und FAK u.a. verarbeitet
und zu Regulatoren der Rho-GTPasen weitergeleitet. Die somit gesteuerten Rho-GTPasen Rho,
Rac1 und Cdc42 kontrollieren ihrerseits die strukturelle Organisation des Aktinzytoskeletts,
wodurch das Zellverhalten bestimmt wird. Modifiziert nach Giancotti und Ruoslahti 1999.
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3 Material und Methoden

3.1 Angewandte Chemikalien und Losungsmittel

Tab. 3.1: Verwendete Chemikalien und L6sungsmittel

Name/Abkiirzung Herkunft Anwendung

Aceton Carl Roth, Karlsruhe Kritische-Punkt-Trocknung
A Gelelektroph ,

Agarose PeglLab (Erlangen) garose Lae elekiropnorese

E. coli Ausstrich

Alexa protein labeling kit

Invitrogen, Karlsruhe

FN-Inaktivierung

Ammoniak/NH; (33%)

Carl Roth

Reinigung

Bovine Growth Serum/BGS

Hyclone, Logan/UT,
USA

10% in Medium; Zellkultur

Bovine Serum Albumin/BSA (S,\i/lgumni;f;f)”"h 1% in PBS; IHC
ADAZlin%?CO(h?gAZOdmed Eagle Invitrogen ggllltievrierung von B16- und BRL-
glucose)/IDMEM

I\E/Ir;()j(j)lfrr ee; }Ié’iltasmid Qiagen (Hilden) Plasmidpraparation
Ethanol/EtOH; >99.8% p.a Carl Roth Reinigung, Lésungsmittel
Ethylenglycol-3-O- Dr. Egg, Universitat 1.5 mM in EtOH; Passivierung bei
Mercaptan/EG30Me Heidelberg uCP

;;zsgnﬁuzggfﬁl\:g%ﬁﬁ 12K Invitrogen (+) L-Glutamin; A549-Zellkultur
Fibronektin/FN Sigma-Aldrich g‘jg‘l‘#‘;{ggg{)‘ﬁ;}?ﬁng
Geneticin/G-418 Sulfate Invitrogen 1 mg/ml in DMEM; Zellkultur
Glutaraldehyd Sigma-Aldrich 2% in PBS; Fixierung
Hefeextrakt Fluka 5 g/l; LB-Medium

Heptan Carl Roth Lésungsmittel
Isopropanol/2-Propanol Carl Roth Reinigung
Kalziumchlorid/CaCl, Carl Roth Schutz vor Luftfeuchtigkeit
Kanamycine Carl Roth 0,5% in LB-Medium; Selektion
Kohlendioxid/CO, Linde Gas, Minchen Zellkultur

Lipofectamine

Invitrogen

Transiente Transfektion
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Name/Abkiirzung Herkunft Anwendung

. Hoechst, o/ i :
Mowiol Frankfurt/Main 20%; Einbettmedium
Natriumdodecylsulfat/SDS Carl Roth Reinigung
Natriumchlorid/NaCl Carl Roth 5 g/l; LB-Medium

. . 1 Spatelspitze auf 10 ml Mowiol,
n-Propylgallat/NPG Sigma-Aldrich Anti-Fading
Octadecylmercaptan/ODM Sigma-Aldrich 1.5 mM in Ethanol; uCP
. . . . 1 mM in Heptan;

Octadecyltrichlorsilan/OTS | Sigma-Aldrich Masterbehandlung
Paraformaldehyd/PFA Sigma-Aldrich 2% oder 4% in PBS; Fixierung
PBS Biochrom, Berlin 1x, (-)Ca?*, (-)Mg?*; Waschpuffer
PBS Invitrogen 1x; (-)CaCly, (-)MgCly; Zellkultur

pEGFP-Integrin-a5

Addgene (Cambridge,
MA, USA)

Transiente Transfektion

pEGFP-Paxillin Addgene Transiente Transfektion
Salzsaure/HCI Carl Roth Reinigung
Schwefelsaure (H,SO,) Carl Roth >95%; Reinigung
Stickstoff/N, Linde Reinheit 5.0; Trockenblasen
o Dow Corning
Sylgard 184/Silicon Wiesbaden Stempelherstellung
Tetrabutylammoniumfluoid/ . . .
TBAE Sigma-Aldrich Reinigung
TritonX100 Carl Roth 0.1% in PBS; Permeabilisierung
Trypanblau Carl Roth 1:2; Farbung, Zellzdhlung
. . 1:5, 1:10 in HBSS (-)Ca*, (-)Mg*";
Trypsin/EDTA Invitrogen Zellablésung
Trypton Carl Roth 10 g/I; LB-Medium
, . . . 5 ug/mlin PBS;
Vitronektin/VN Sigma-Aldrich Substratbeschichtung
Wasserstoffperoxid/H,O, Carl Roth Reinigung
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3.2 Herstellung mikrostrukturierter Substrate

Mikrostrukturierte Substrate werden durch Microcontact-Printing (UCP) (Kumar und
Whitesides 1993) hergestellt und anschlieBend mit Proteinen der ECM beschichtet. Diese
Methode beruht auf der Wechselwirkung von Alkanthiolen mit Gold und der daraus
resultierenden Ausbildung von ,self-assembled monolayers® (SAMs) (Mrksich 1998).
Etabliert wurde diese Stempeltechnik in unserer Arbeitsgruppe (Lehnert et al. 2004).

3.21 Stempelmuster

Bei der Methode des Microcontact-Printings werden geometrische Strukturen mit Hilfe
eines Stempels erzeugt. Der Stempel besteht aus hervorstehenden Silikonstrukturen
definierter Muster (Abb. 3.1, Abb. 3.2), die beim Stempelvorgang in Kontakt mit einem
goldbedampften Deckglas treten und somit die Muster auf die Goldoberflache Gbertragen.
Zu den hervorstehenden Strukturen gehéren neben den Musterstrukturen auch Stege
zwischen den Mustern und, je nach Stempel, meist breitere Aulenstege, die im fertigen
Substrat grofl¥flachige homogen beschichtete Substratbereiche darstellen.

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei Stempelmuster angewandt: das Quadrat-Flachen-
Muster (Abb. 3.1) und das Dot-Muster (Abb. 3.2). Ein komplettes Stempelmuster besteht
bei dem Quadrat-Flachen-Muster aus 2 x 5 (Abb. 3.1 D) bzw. bei dem Dot-Muster aus
2 x 8 (Abb. 3.2 C) rechteckigen Musterbahnen, von denen jede Bahn ein anderes Muster
aufweist.

3.2.2 Reinigung der Master und Herstellung der Stempel

Silikonstempel werden aus negativen Abgussformen, den sog. Mastern, abgegossen. Ein
solcher Master besteht aus reinem metallischem Silizium, in das mittels Elektronenstrahl-
lithographie die beschriebenen Muster (Abb. 3.1, Abb. 3.2) als inverse topographische
Struktur eingeatzt werden. Die Herstellung der Master wurde von Dr. Christian David am
Paul-Scherrer-Institut in Villigen, Schweiz, durchgefuhrt. Die Tiefe der eingeatzten
Struktur lag bei 650-700 nm.

Um Silizium-Master von organischem Material zu reinigen, wurden sie in Piranha-Ldsung,
bestehend aus Wasserstoffperoxid (H,O,, >30%) und Schwefelsdure (H.SO4, >95%) in
einem Volumenverhaltnis von 1:1, fir 15 min auf einer Heizplatte bis zur Blasenbildung
auf ca. 80 °C erwarmt. Nach einer griindlichen Spllung mit Aqua bidest (ddH>O) wurden
die Master mit Stickstoff (No, Reinheit 5.0, Linde) trocken geblasen und bei Bedarf in
einem zweiten Waschschritt erneut gereinigt. Bei starkerer Verschmutzung wurden die
Master in Tetrabutylammoniumfluoid (TBAF, 75%, Aldrich) Uber Nacht gereinigt. Nach
abschlieltender Splilung wurden die Master mit Stickstoff trocken geblasen.
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Abb. 3.1 Quadrat-Flachen-Stempelmuster

(A) Prinzipieller Aufbau einer Bahn: Punktierte Flachen stellen im spater fertigen Substrat
fibronektinbeschichtete, adhasive Bereiche dar, die durch nichtadhasive Bereiche getrennt werden.
(B) Stempelstruktur im Querschnitt: erhabene Bereiche tUbertragen ODM auf das goldbeschichtete
Deckglas, an das sich spater das Fibronektin anlagert. (C) Schematische Darstellung der drei
Quadrattypen. Antiadhasive Aussparungen innerhalb der Quadrate erzielen unterschiedliche
geometrische Fibronektinbedeckungen (Prozentuell angegeben in (D)). (D) Uberblick Uber alle
Stempelbahnen. In der Beschriftungen flir die Bahnen steht ,g“ fiir grole Quadrate mit D = 40 ym
und ,k* fir kleine Quadrate mit D = 30 ym. Modifiziert nach Lehnert et al. 2004.

Um die Silikonabgusse spater gut ablésen zu kénnen, wurden die Master im Anschluss an
die Reinigung mit Octadecyltrichlorsilan (OTS, Aldrich) silanisiert. Dabei wurde der Master
fur ca. 10 min in einer 1 mM OTS-L6sung in Heptan unter Stickstoffatmosphare inkubiert,
da OTS eine wasserempfindliche Substanz ist, die unter Einwirkung von Luftfeuchtigkeit
zur Polymerisierung neigt. Sofort nach der Entnahme wurde der Master mit Stickstoff
trocken geblasen. Ziel der Silanisierung ist die Ausbildung einer hydrophoben Oberflache
auf dem Master, wodurch die Abglsse leichter abgelost werden kénnen. Perlte ein
Tropfen Aqua bidest auf der Masteroberflache mit grofiem Kontaktwinkel ab, war die

Silanisierung erfolgreich.

Einen schematischen Uberblick (iber die Stempelherstellung zeigt Abb. 3.3. Dabei wurden
ca. 50 ul durchgemischtes, flissiges, luftblasenfreies Silikon (Sylgard 184, Dow Corning)
Uber die Struktur des Masters gegeben. Ein mit Isopropanol (2-Propanol) gereinigter, ca.
1 cm breiter Glasstreifen wurde ohne Einschlisse von Luftblasen auf den Silikontropfen
gelegt. Fir eine bessere Haftung des Silikons auf dem Glasstreifen kann die
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Glasoberflache mit 6% Salzsaure (HCI, 37%, Roth) in ddH,O flir 4 - 6 h bei 90 °C aktiviert
werden. Der Glasstreifen wurde mit Messingklétzchen beschwert und gegen Verrutschen
seitlich gesichert. Die Polymerisation des Silikons erfolgte mindestens 6 h bei 60 °C im
Ofen. Beim Abtrennen des Glasstreifens vom Master blieb das auspolymerisierte Silikon
an der Glasunterseite haften. Nach dem Aufkleben eines Griffs ist der Stempel

einsatzbereit.
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Abb. 3.2 Dot-Stempelmuster

(A) Das Bauprinzip des Dot-Stempelmusters ahnelt dem des Quadrat-Flachen-Musters. (B) Die
kleinen Quadrate (hier Dots genannt) sind jedoch mit einer Aufienkantenlange ,d“ von 1 - 3 pm
wesentlich kleiner als die bei dem Quadrat-Flachen-Muster. Der Abstand zwischen den
benachbarten Dots ,a“ variiert von 5 bis 35 um. (C) Ubersicht des kompletten Musters, bestehend
aus 2 x 8 rechteckigen Bahnen mit unterschiedlichen Dot-GréRe und -Abstanden. Modifiziert nach
Lehnert et al. 2004.

3.2.3 Goldbedampfung der Deckglaser

Die zur Herstellung der mikrostrukturierten Substrate verwendeten Deckglaser (Roth, # 1,
22 x 22 mm) wurden vor der Goldbedampfung gereinigt. Dabei wurden sie einzeln in
speziell angefertigte Halterungen aus Teflon gestellt. Die beladenen Deckglashalter
wurden unter dem Abzug in einer Lésung aus Ammoniak (NH3, 33%), H.O, und ddH,O
(1:1:5 in Volumen) fir 10 min auf ca. 80 °C erwarmt. AnschlieRend wurden die Deckglaser
grandlich mit reichlich ddH,O gesplult und mit Stickstoff trocken geblasen. Eine spezielle
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Halterungsvorrichtung wurde mit gereinigten Deckglasern beladen und in eine
Aufdampfanlage eingebaut. Zunachst wurde als Haftvermittler eine 3 - 5 nm dicke
Titaniumschicht aufgedampft. Direkt im Anschluss erfolgte das Aufdampfen einer
15 - 20 nm Goldschicht. Fertig aufgedampfte Golddeckglaser wurden zum Schutz vor
Verunreinigung in Glaspetrischalen gelagert und innerhalb einer Woche verbraucht.

3.2.4 Stempelvorgang und ECM-Beschichtung

Der Stempel wurde vor dem Gebrauch mehrmals mit klarem Tesafilm® abgezogen, um
grobe Schmutz- und Staubpartikel zu entfernen. Dieses Vorgehen wurde vor und nach
jeder Stempelreihe wiederholt. Zur Beseitigung eventuell zurickgebliebener Tesafilmreste
wurde der Stempel grindlich mit reinem Ethanol (>99,8%) abgespilt und im Anschluss
mit Stickstoff trocken geblasen. Dieser Vorgang wurde wahrend des Stempelns
wiederholt, falls sich der Stempel aufgrund auskristallisierter Thiolrickstadnde nicht mehr
richtig ansaugte. Bei starker Verschmutzung wurde der Stempel fir 10 min im
Ultraschallbad unter Ethanol oder 1%igem SDS in ddH,O behandelt.

Nach der Reinigung wurde der Stempel flir 30 sec mit 1.5 mM Octadecylmercaptan
(ODM; Aldrich; geldst im Ethanol), einem hydrophoben Alkanthiol, inkubiert und danach
mit Stickstoff trocken geblasen. Durch vorsichtiges Aufdriicken des Stempels auf ein
goldbedampftes Deckglas wurde an den vorstehenden Stempelstrukturen ODM auf das
Gold Ubertragen. Im Idealfall saugte sich der Stempel von selbst an. Falls nicht, wurde
leichter Druck mit einer spitzen Pinzette auf die Deckglasriickseite ausgelibt. Bei einem
erfolgreichen Stempelvorgang zeigten sich Newtonsche Farbringe auf der Deckglas-
rickseite. Der Stempel sollte moglichst zligig vom Gold-Deckglas getrennt werden, sobald
sich der Stempel komplett ansaugt. Ein zu langer Kontakt fiihrt aufgrund des hohen
Diffusionsvermdgens von ODM zu einem erhéhten Substrathintergrund. AnschlielRend
erfolgte das Abspllen des ungebundenen Thiols vom Deckglas mit reinem Ethanol und
Trockenblasen mit Stickstoff. Nicht bestempelte Bereiche wurden durch 1.5 mM
Ethylenglycol-3-O-Mercaptan (EG30-Me, geldst im Ethanol), einem hydrophilen Thiol,
blockiert. Die Deckglaser wurden dabei vollstandig mit EG30-Me bedeckt und fiir 30 min
bei Raumtemperatur inkubiert. Nach erneuter Spulung der Deckglaser mit reinem Ethanol
wurde die strukturierte Oberflache mit 150 pl sterilem Fibronektin (FN, 10 pug/ml, Sigma)
oder Vitronektin (VN, 5 ug/ml, Sigma) fir 1 h bei 4 °C beschichtet. Das Protein lagert sich
dabei selektiv an das strukturiert aufgebrachte, hydrophobe Thiol ODM an. Nach einem
Waschschritt mit PBS konnten die nun ECM-beschichteten Golddeckglaser fir ein
Experiment eingesetzt werden (Mrksich und Whitesides 1996).
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Abb. 3.3 Schematische Darstellung der Stempel- und Substratherstellung

Als Vorlage fiir den Silikonstempel dient ein Silizium-Master, in den mittels Elektronenstrahl-
lithographie die gewlinschten Strukturen eingeatzt wurden. Die Auspolymerisierung des Silikons
auf dem Master liefert einen Stempel komplementar zu der in den Master eingeatzten Struktur.
Vorsichtiges Aufdriicken des Stempels auf ein goldbedampftes Deckglas Ubertrdgt an den
erhabenen Stempelstrukturen ODM auf das Gold in den Bereichen, in denen sich nach einem
weiteren Schritt die ECM-Proteine anlagern. Die nicht-adhasiven Bereiche werden mit EG30-Me
blockiert. Die schematischen Schichtdicken im Substratquerschnitt sind nicht mafstabsgetreu
wiedergegeben. Die resultierenden Schichthéhen sind daher im rechten Bildausschnitt angegeben.
Modifiziert nach Mrksich und Whitesides 1996.

% Hier wird die Proteinkonzentration modifiziert (Kapitel 3.2.5).

3.2.5 Herstellung von Substraten mit definiert verminderter Fibronektin-Aktivitat

Ziel der kontrollierten Abnahme des Anteils vom biologisch aktiven Fibronektin auf
strukturierten Substraten war die definierte Abnahme der Fibronektin-Aktivitat bei konstant
bleibender Substratgeometrie. Die Abnahme der Fibronektin-Aktivitat wurde dabei durch
Proteinverdinnung erzielt. Um auch nach der Proteinverdinnung ein konstantes
Bindungsverhaltnis zwischen Fibronektin und dem hydrophoben ODM zu garantieren,
wurde die Gesamtproteinkonzentration von 10 pyg/ml bei der Verdiinnung beibehalten.
Dazu wurde das aktive Fibronektin anteilig durch inaktives Fibronektin ersetzt.

Die Inaktivierung des Fibronektins wurde durch zwei unterschiedliche Methoden erzielt.
Die eine Mdglichkeit ist die Fluorezenzmarkierung (Lehnert et al. 2004) mittels eines
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kommerziell erhaltlichen Alexa633 protein labeling Kits (Molecular Probes). Die andere
Méglichkeit ist eine thermische Behandlung der Proteinlésung bei 95 °C fir 30 min. In
beiden Fallen verlor das Fibronektin seine biologische Aktivitdt und somit die Fahigkeit,
Zelladhasion zu induzieren.

Die Verdunnung wurde durch Mischen von aktiven und inaktiven Fibronektinldsungen
erzielt (Tab. 3.2), wobei beide Proteinlésungen eine Gesamtproteinmenge von 10 pug/ml
enthielten. Die Fibronektinldsung mit einer aktiven Konzentration von 10 pg/ml wurde als
100% aktiv definiert und die Fibronektinldsung, alleinig bestehend aus inaktivem
Fibronektin, entsprechend als ,0% aktiv* bezeichnet. Die fertig gestempelten Substrate
wurden anschlieBend mit den unterschiedlich verdinnten Fibronektinldsungen inkubiert
(Kap. 3.2.4). (Der Schritt wurde in Abb. 3.3 mit einem Stern gekennzeichnet.)

Tab. 3.2 Fibronektin-Verdiinnungsschema

FN-Aktivitat (%) Aktives FN (10 pg/ml) Inaktiviertes FN (10 pg/ml)
100% 150 pl ol
50% 75 75 pl
25% 37,5 112,5 pl
20% 30 120 pl
10% 15 135
0% 0 pl 150 pl

3.3 Charakterisierung der mikrostrukturierten Substrate

Um die erfolgreiche Ubertragung der Thiole und Proteine nachzuweisen und um die
Oberflacheneigenschaften des Ubertragenen Fibronektins zu charakterisieren, wurden die
Proben mittels verschiedener Methoden wie Rasterkraft Mikroskopie (AFM, engl. Atomic
Force Microscopy), Immunohistochemie (IHC), Raster Elektronen Mikroskopie (REM) und
Roéntgen Photoelektronen Spektroskopie (XPS,engl. X-ray Photoelectron Spectroscopy)
untersucht.

3.3.1 Rasterkraftmikroskopie (AFM)

Die Methode der Rasterkraftmikroskopie (AFM) bietet die Mdoglichkeit, die Oberflachen-
Topographie einer zu untersuchenden Struktur im Nanometer-Bereich durch mechanische
Abtastung zu analysieren. Dabei wurde eine feine Spitze an einen Cantilever angebracht
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und Zeile fur Zeile Uber die zu messende Oberflache geflihrt. Die Deformation des
Cantilevers bei Unebenheiten bzw. topographischen Anderungen wurde durch die
Ablenkung eines Laserstrahles detektiert.

Die AFM-Messung wurde in Kooperation mit Dr. C. Franz mit einem inversen Axiovert 200
Mikroskop (Carl Zeiss, Jena) durchgefuhrt, auf das ein NanoWizard AFM System (JPK
Instruments, Berlin) angebracht wurde. Die mit unterschiedlichen Fibronektin-
Konzentrationen beschichteten mikrostrukturierten Substrate wurden zur Oberflachen-
analyse auf einen Objekttrager geklebt. Um die Strukturen vor Austrocknung zu schitzen,
wurde ein Silikonring um die Probe angebracht und dieser mit Puffer geflllt. AnschlieRend
wurde eine Flache von 20 x 20 ym? durch die Spitze des AFMs im Kontaktmodus

abgetastet und analysiert.

3.3.2 Kiritische-Punkt-Trocknung (KPT)

Die Oberflachenanalysen der Raster Elektronen Mikroskopie (REM) und Roéntgen
Photoelektronen Spektroskopie (XPS) erfolgten unter Hochvakuumbedingungen. Um die
Entstehung von Wasserdampf in den Geraten zu minimieren, wurden die Proben vor der
Analyse grundlich getrocknet. Das Trocknen der Praparate durch Wasserverdunstung
fuhrt jedoch zu starken Strukturzerstérungen aufgrund der Einwirkung von Oberflachen-
spannungen. Um das Auftreten von Oberflachenspannung strikt zu vermeiden, wurde die
Methode der Kritischen-Punkt-Trocknung (KPT) (Horridge und Tamm 1969) angewendet.
Dabei wurde das Wasser der Proben durch Aceton substituiert. AnschlieRend wurden die
Proben in eine Druckkammer Uberfiihrt, in der das Aceton schrittweise durch CO,, das bei
Zimmertemperatur bereits unter einem Druck von ca. 55 bar flussig ist, verdrangt wurde.
Nach der vollstandigen Umgebung der Probe mit reinem CO, wurde die Temperatur und
somit der Druck in der Druckkammer erhdht. Lagen Druck und Temperatur Uber den
kritischen Werten, wurde der Druck durch Entlassen des CO,-Gases gesenkt, wobei die
Temperatur weiterhin Uber der kritischen Temperatur verblieb. Nach Erreichen des
Normaldrucks wurde die Probe getrocknet entnommen.

Vor KPT wurden die Proben mit 2% Paraformaldehyd (PFA) und 2% Glutaraldehyd in
PBS bei Raumtemperatur ber Nacht fixiert. Anschliefiend wurden die Proben in einer
Aceton-Konzentrationsreihe mit 10, 30, 50, 70, 90 und 100% Aceton fir jeweils 10 min
entwassert, wobei die Entwasserung mit 100% Aceton dreimal wiederholt wurde. Danach
erfolgte die KPT in einem Leica EM CPDO030 Kritischen-Punkt-Trockner mit Aceton als
Substitutionsmedium. Die Proben wurden 6 - 8-fach mit flissigem CO, durchgesplilt und
nachfolgend bei 40 °C und 75 bar getrocknet. Die getrockneten Proben wurden einzeln, in
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verschlossenen Behaltern und in Anwesenheit von CaCl, im Exikator bis zur weiteren
Bearbeitung gelagert.

3.3.3 Raster Elektronen Mikroskopie (REM)

Vor der REM wurden die durch KPT getrockneten Proben auf einen Probenhalter mit
Leitsilber geklebt und mit einer dinnen 3 - 5 nm Schicht von leitfahigem Metall wie Silber
oder Platin beschichtet. Die REM-Aufnahme erfolgte im Laboratorium fur Elektronen-
mikroskopie der Universitat Karlsruhe mit einem Leo 1530 Feld Emission Raster
Elektronen Mikroskop.

3.3.4 Rontgen-Photoelektronenspektroskopie (XPS)

Bei der Rdntgen-Photoelektronenspektroskopie (XPS, engl. X-ray Photoelectron
Spectroscopy) erfolgt die Anregung einer Probenoberflache mit einer charakteristischen
Réntgenstrahlung. Ublicherweise wird MgKa-Strahlung mit hv = 1253.6 eV oder AlKa-
Strahlung mit hv = 1486.6 eV verwendet. Durch den 1887 von Hertz beschriebenen
Photoeffekt werden Elektronen aus den inneren oder &uferen Atomschalen des
oberflachennahen Probenmaterials herausgeschlagen und verlassen die Probe mit der
kinetischen Energie Eyin:

Exn=hv-Eg-ed
Eg ist die Bindungsenergie des betreffenden Photoelektrons und wird als charakteristische
Grélle zum Element- und Verbindungsnachweis benutzt, hv ist die Energie der

anregenden RO&ntgenstrahlung und e¢ die Elektronenaustrittsarbeit, die aufgebracht

werden muss, um ein Elektron aus einem Festkdrper ins Vakuum zu transferieren.

Die Informationstiefe betragt materialabhdngig etwa 6 - 10 nm. Mit winkelabhangigen
Messungen lasst sich Uber Intensitdtsabschwachung des Photoelektronensignals in
diinnen Schichten mittels modifizierter Lambert-Beer-Gleichung bei Kenntnis der mittleren
freien Weglange des Photoelektrons auf die Dicke der analysierten Schicht schlieRen.

d
I(d)= Io*e A(E)cosP

I(d) Intensitat in Abhangigkeit vom Entstehungsort

lo Intensitat ohne Abschwéachung
d Tiefe / Entfernung vom Entstehungsort
B Emissionswinkel
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Die XPS-Analysen wurden mit einem K-Alpha Spektrometer (ThermoFisher Scientific,
East Grinstead, UK) im Forschungszentrum Karlsruhe, IMF Ill, Gruppe Dr. M. Bruns,
durchgefiihrt. Die Anregung erfolgte mit monochromatisierter AlKa-Strahlung und die
Anregungsflache war eine Ellipse mit Hauptachsenlange von 200 ym. Fir minimale
Strahlenbelastung bei gutem Signal/Rauschverhaltnis wurden jeweils 35 Punkte
gemessen und die Daten zu einem Spektrum zusammengefasst. Winkelabhangige
Messungen wurden fir 7 Winkel zwischen 0° und 60° Photoelektron-Emissionswinkel
durchgefiihrt. Als Substrate wurden 10 x 10 mm? groRe Si-Wafer, beschichtet mit 100 nm
Gold eingesetzt (Haftvermittler 30 nm Chrom). Diese wurden entweder nur mit ODM oder
mit ODM und anschlieBend mit Fibronektin beschichtet. Allein mit ODM beschichtete
Proben wurden direkt charakterisiert und die mit Fibronektin beschichteten Proben
wurden erst Uber KPT (siehe Kap. 3.3.2) getrocknet.

3.3.5 Berechnung der effektiven Fibronektinbedeckung der Substrate

Die Vielfalt in der Fibronektinbedeckung der Substrate wurde zum einen durch die
Geometrie der Dot-Muster und zum anderen durch die Fibronektinverdinnungen erzielt
(Kap. 3.2.5). Unter effektiver Fibronektinbedeckung versteht man die den Zellen
tatsachlich prasentierte Anzahl von aktiven Fibronektin-Molekillen auf einer bestimmten
Substratflache. Die effektive Fibronektinbedeckung wird in Anzahl Fibronektin-
Molekiile/um? angegeben. Um die effektiven Fibronektinbedeckungen der Substrate zu
berechnen, wurde als erstes die geometrische Fibronektinbedeckung einer Bahn in
Prozent ermittelt. Diese Bedeckung entsteht allein durch die Strukturgeometrie und ist
eine prozentuale Angabe bezogen auf die entsprechende Bahn. Die geometrische
Fibronektinbedeckung wurde anhand der immunohistologischen Fibronektin-Farbung
(Kap. 3.5) bestimmt. Um die fluoreszent markierten Fibronektin-Dots klar vom Hintergrund
abzutrennen und somit deren Flache zu bestimmen, wurde mit Hilfe der Metamorph-
Software ein Schwellenwert festgelegt. AnschlieBend wurde eine rechteckige Region
festgelegt, die in beiden Richtungen (horizontal und vertikal) die Flache von einer Kante
des ersten Dots bis zu der gleichen Kante eines der nachsten Dots erfasste. Das
Programm errechnete dann automatisch die prozentuale geometrische Fibronektin-
bedeckung der Region, deren Bedeckung reprasentativ fur die gesamte Bahn ist. Als
100% bedeckt galten die homogen beschichteten Bereiche und als 0% die unbedeckten
Bereiche. Die effektive Fibronektinbedeckung (Anzahl FN-Molekiile/um?) ergab sich durch
Multiplizieren der geometrischen Bedeckung (Prozent der Substratoberflache) mit den
jeweiligen Verdunnungsfaktoren (prozentuale aktive Fibronektin-Konzentration) und der
geschatzten Molekuldichte auf dem hydrophoben Thiol bei 100% aktivem Fibronektin (ca.
1000 FN-MoIekUIe/pmz, Lehnert et al. 2004, Kap. 4.1.3).
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3.4 Zellkultur

In dieser Arbeit wurden die adharenten Zelllinien A549-Humane-Lungen-Epithelzellen
(A549; ATCC, Rockville/MD, USA, CCL-185), Buffalo-Rat-Liver-Zellen (BRL; ATTC) und
B16-Maus-Melanoma-Zellen (B16; Nicholson, Houston, TX, USA) untersucht, die
unterschiedlichem Gewebe entstammen und somit verschiedene Zelltypen
reprasentieren. Des Weiteren wurde die stabil transfizierte B16-R3-Integrin-EGFP Linie
eingesetzt. FiUr Zeitrafferaufnahmen wurden die A549-Zellen transient mit EGFP-
gekoppelten Proteinen transfiziert (Kap. 3.4.4).

3.4.1 Routine-Zellkultivierung

Die Kultivierung erfolgte unter Standardbedingungen im Brutschrank bei 37 °C, 5%
Kohlendioxid (CO,, Linde) und 98% Luftfeuchtigkeit. Dreimal wdchentlich wurden die
Zellen unter sterilen Bedingungen passagiert. Als Medium diente Dulbecco’s Modified
Egale Medium (DMEM, Invitrogen) fir BRL- und B16-Zellen und F12-K (Invitrogen) flr
A549-Zellen. Die Medien wurden mit 10% (v/v) Bovine Growth Serum (BGS, Hyclone)
angereichert. Nach dreimaligem Waschen mit Phosphat-gepufferter Salzlésung (PBS,
ohne Mg?* und Ca?, Invitrogen) erfolgte die Zellablésung durch Zugabe von 150 pl
Trypsin/EDTA (0.1% Trypsin/0.04% EDTA, in Hanks balanced salt solution (HBSS), beide
von Invitrogen) und einer ca. 3 min dauernden Inkubation im Brutschrank. Zum
Auswaschen der Trypsin/EDTA-L6sung wurden die Zellen in 5 ml serumhaltigem Medium
aufgenommen, 5 min bei 1000 U/min (Multifuge 1 S-R, Heraeus) zentrifugiert und das
erhaltene Pellet erneut in serumhaltigem Medium (10% BGS) resuspendiert. Danach
konnten die Zellen auf neue, bereits mit Medium gefillte Kulturflaschen verdiinnt werden.

3.4.2 Auszihlen der Zellen

Um die Zelldichte in den Experimenten zu standardisieren, wurden die Zellen vor der
Aussaat mit Hilfe einer Neubauerzahlkammer ausgezahlt. Dabei wurden 150 pul der
Zellsuspension mit 150 pl Trypanblaulésung versetzt und ca. 10 pl der Mischung in die
Zahlkammer eingefullt. Trypanblau ist ein saurer Farbstoff, dessen Anion an Zellproteine
bindet. Das Trypanblau dringt durch defekte Zellmembranen toter Zellen in das
Zytoplasma und farbt diese Zellen tiefblau. Lebende Zellen erscheinen so unter dem
Mikroskop leuchtend hell. Trypanblau ist aufgrund der Bindung an die Zellproteine
zytotoxisch. Daher muss die Auswertung unmittelbar nach der Zugabe des Farbstoffes
zugig erfolgen Es wurde die Zahl lebender Zellen aus vier Grofdquadraten der
Neubauerzahlkammer (entspricht 4 mm?) bestimmt. Die Zellzahl pro Mililiter
Zellsuspension ergab sich dann aus folgender Formel:
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. . 3
Zellzahl pro ml = gezahlte Zellen aus vier GroRquadraten x 10

Kammertiefe (0.1 mm) x Verdiinnung (1/2) x Flache (4 mm?)

(Vereinfacht kann man aber auch die aus vier GroRquadraten gemittelte Zellzahl mit dem
Verdiinnungsfaktor ,2“ und 10* multiplizieren.)

3.4.3 Zell-Aussaat fiir Experimente

Fur Experimente wurden Zellen aus Kulturflaschen verwendet, die zu 60 - 80% konfluent
bewachsen waren. Die mit Trypsin/EDTA abgeldsten Zellen wurden in serumhaltigem
DMEM-Medium aufgenommen, 5 min bei 1000 U/min zentrifugiert und das erhaltene
Pellet in serumfreiem Medium resuspendiert. Die Zellen wurden ausgezahlt und die
Zellkonzentration errechnet. Die mit Fibronektin beschichteten Deckglaser wurden im
6-well-Platte mit serumfreiem Medium Uberschichtet und im Brutschrank akklimatisiert.
AnschlieRend wurden Zellen zugegeben, so dass jedes ,well* von 1,5 x 10* Zellen/cm?
Uberschichtet war. Das entsprach 1,5 x 10° Zellen/well.

Fir Experimente wurde lediglich serumfreies Medium eingesetzt, da Serum ein
undefinierter Mediumzusatz ist, dessen genaue quantitative und qualitative Zusammen-
setzung der Inhaltsstoffe nicht bekannt ist. Um diffuse Wechselwirkungen der Zellen mit
den enthaltenen Inhaltsstoffen (Hormone, Wachstumsfaktoren, Komponenten der
extrazelluldren Matrix usw.) zu vermeiden und um die Substratmodifikation durch zellulare
Proteinsekretion zu reduzieren, wurde fir Experimente daher generell nur definiertes,

serumfreies Medium eingesetzt.

Die Zellen wurden 80 min im Brutschrank inkubiert. Die Inkubation erfolgte unter
Standardbedingungen bei 5% CO,, 98% Luftfeuchtigkeit und 37 °C. In diesem Zeitraum
konnten die Zellen adharieren und spreaden. AnschlieRend wurden die Zellen fixiert und
immunohistochemisch gefarbt.

3.4.4 Transiente Transfektion der Zellen

Um die Dynamik der Kontaktproteine zu beobachten, wurden fir Zeitrafferaufnahmen
EGFP-tranfizierte Zellen eingesetzt. Dazu wurden A549-Zellen transient mit Plasmiden,
die EGFP-gekoppelte Zielproteine kodieren, tranfiziert. In dieser Arbeit wurden pEGFP-
Integrin-a5 (Plasmid 15238) als auch pEGFP-Paxillin (Plasmid 15233) (beide von
Addgene) Plasmide eingesetzt. Die Transfektion erfolgt mittels Lipofektion (Lipofectamine,
Invitrogen).

Die Plasmide wurden in Form von E. coli DH5a Bakterienkulturen geliefert und kodierten
eine Kanamycin (Kan)-Resistenzsequenz. Um groflere Mengen eines Plasmides aus

transformierten Bakterien flr den experimentellen Einsatz zu erhalten (ca. 500 pg), wurde
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ein fraktionierter Ausstrich auf einer LB/Kan-Agarplatte angefertigt. Die aus einer
einzelnen Kolonie stammende 2 ml Ubernachtkultur wurde in 100 ml LB/Kan-
Flissigmedium Uber Nacht bei 37 °C auf dem Schuittler weiterkultiviert. Die anschlieliende
Extraktion und Aufreinigung der Plasmid-DNA dieser Grofkultur erfolgte mit dem
+QIAGEN EndoFree Plasmid Maxi“-Kit der Firma Qiagen (Hilden) entsprechend des
Herstellerprotokolls. Die Konzentration der Plasmide wurde mit dem NanoDrop (Thermo
Scientific) bestimmt und auf 1 mg/ml eingestellt und die Plasmide anschlief3end bei -20 °C
gelagert.

Die Transfektion erfolgte mittels Lipofectamine (Invitrogen) und die Konzentrationen der

Plasmide und der Lipofektamine wurden den Herstellerangaben entnommen.

3.4.5 Zeitrafferuntersuchungen zur Dynamik der Zellkontaktproteine

Die Substrate fur die Zeitrafferuntersuchungen wurden mittels uCP (Kap. 3.2) hergestellt
und entweder mit Vitronektin (zur Untersuchung der B16-Integrin R3-EGFP-Zelllinie) oder
mit Fibronektin (zur Untersuchung der transient transfizierten A549-Zelllinie) beschichtet.
Um die Fluoreszenzaufnahmen am inversen Axiovert 200M-Mikroskop (Carl Zeiss) zu
ermoglichen, wurden die Gold-Thiol-strukturierten Substrate umgedreht, so dass die
proteinbeschichteten Deckglasseite nach unten in Richtung der Glasbodenpetrischale
zeigte.

Die stabil oder transient transfizierten Zellen wurden aus der Zellkulturflache abgeldst
(Kap. 3.4.1) und auf den mikrostrukturierten Substraten fur 30 min in Brutschrank
inkubiert. In dieser Zeit adharierten die Zellen an das strukturierte Substrat. Nachfolgend
wurde das Substrat mit den adharierten Zellen vorsichtig in eine mit phenolrotfreiem
Medium geflllte Glasbodenpetrischale (MatLab) Uberfihrt und zlgig mikroskopiert.
Wahrend der Zeitrafferaufnahmen kultivierten die Zellen in einer Inkubationskammer bei
konstant 37°C, 5% CO, sowie 98% Luftfeuchtigkeit. Die Mikroskopsteuerung erfolgte
mittels MetaMorph Software und die Intervalle der Aufnahme betrugen 1 min.

3.5 Immunohistochemie

3.5.1 Ablauf

Nach der Zellkultivierung auf strukturierten Substraten bzw. nach Abschluss der
Zeitrafferaufnahmen wurden die Zellen fir 10 min bei Raumtemperatur mit 4% PFA in
PBS (Biochrom) fixiert und anschlieffend 3 x 5 min mit 0,1% Triton-X100 in PBS (PBST)
gewaschen und dabei permeabilisiert. AnschlieRend wurden die Primarantikoérper fur 1 h
bei Raumtemperatur oder Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Nach einem weiteren dreimaligen
Waschschritt mit PBST erfolgte die Inkubation mit den Sekundarantikorpern ebenfalls fir
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1 h bei Raumtemperatur oder Uber Nacht bei 4 °C. Dabei handelte es sich um
fluoreszenzmarkierte F(ab).-Fragmente. Sowohl Primar- als auch Sekundarantikérper
wurden in 1% Bovine Serum Albumin (BSA, Sigma-Aldrich) in PBS verdunnt. Fir die
Farbung des Aktinzytoskeletts wurde dem Sekundarantikérper-Mix fluoreszenzmarkiertes
Phalloidin zugegeben. Abschliellend wurden die Substrate nochmals 3 x 5 min mit PBST
gewaschen und die Praparate in mit n-Propylgallat komplementiertem Mowiol eingebettet.
Nach dem Ausharten konnten die Praparate mikroskopisch untersucht werden.

3.5.2 Verwendete Antikorper und Farbesubstanzen

Tab. 3.3: Verwendete Primarantikorper

Antigen Antikorper-Typ | Herkunft Verdiinnung
FAK mkl 1gG BD Biosciences, Heidelberg 1:100
Fibronektin mkl 1gG BD Biosciences 1:500
Fibronektin pkl 19G Sigma-Aldrich 1:400
Fibronektin mkl IgM Santa Cruz 1:400
Paxillin mkl IgG BD Biosciences 1:500
p-FAK (Tyr397) pkl IgG Biosource, Solingen 1:300
p-Paxillin (Tyr118) pkl 1gG Cell Signaling, Danvers/ USA | 1:400
Talin mkl IgG Biotrend 1:100
Vinculin mkl IgG Sigma-Aldrich 1:50
Vitronekin mcl IgM Sigma-Aldrich 1:1000
B1-Integrin IgG (Ratte) BD Biosciences 1:50

Tab. 3.4: Verwendete Sekundarantikérper

Antigen Farbstoff Herkunft Verdiinnung
Maus IgG Alexa488 Invitrogen 1:200
Maus IgG AMCA Dianova, Hamburg | 1:200
Maus IgG Cy3 Dianova 1:400
Maus IgG Cy5 Dianova 1:200
Maus IgG (Fcy spezifisch) | Cy3 Dianova 1:400
Maus IgM, p-Kette Cy3 Dianova 1:400
Maus IgM, u-Kette AMCA Dianova 1:200
Kaninchen IgG Alexa488 Molecular Probes 1:200
Kaninchen IgG AMCA Dianova 1:200
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Antigen Farbstoff Herkunft Verdiinnung
Kaninchen IgG Cy3 Dianova 1:400
Kaninchen IgG Cy5 Dianova 1:200
Ratte IgG Alexa488 Invitrogen 1:200
Ratte IgG Alexa568 Invitrogen 1:200

Tab. 3.5: Verwendete weitere Farbesubstanzen

Farbstoff Herkunft Verdiinnung
Phalloidin Alexa546 Invitrogen 1:200
Phalloidin Alexa488 Invitrogen 1:200

DAPI Sigma-Aldrich 1:1000

3.6 Quantifizierung

3.6.1 Verwendete Optiken zur Analyse der Praparate
Apotom Imager Z1, Carl Zeiss aufrechtes Mikroskop mit Durchlicht, Fluoreszenzlicht

Axiovert 200M, Carl Zeiss konventionelles inverses Mikroskop mit Durchlicht,
Fluoreszenzlicht, CO,-, Temperatur-Kontrolleinheit

LSM 510 Meta, Carl Zeiss inverses konfokales Laser Scanning Mikroskop

3.6.2 Zellflachen und Kontaktmessung

Zur Messung der Zellfache als Parameter flr das Zellspreading und der KontaktgrofRe als
Parameter fur das Signalling wurden die Fluoreszenzbilder abhangig von den
verwendeten Mikroskopen mit MetaMorph (Axiovert 200M, LSM 510 Meta) oder mit
AxioVision (Apotom Imager Z1) ausgewertet. Zur Quantifizierung der Konfokalbilder mit
MetaMorph wurden die Maximalprojektionen der aufgenommenen Bildstapel im tif-Format
exportiert. Die Auswertung der Fluoreszenzbilder erfolgte durch die Festlegung eines
Schwellenwertes, so dass das zu messende Signal fur die Zellfachenbestimmung bzw.
Kontaktflachenmessung klar vom Hintergrund getrennt werden konnte (Abb. 3.4). Anhand
des Schwellenwertes wurde dann die Kontur der zu quantifizierenden Region und somit
deren Flache automatisch erfasst (Abb. 3.4 B, C).

Auf jeder Musterbahn wurden pro Experiment funf bis 20 Zellen vermessen. Die
Zellflachen auf den jeweiligen Bahnen wurden gemittelt (aus drei parallelen Exprimenten)
und mit dem Standardfehler gegen die geometrische Fibronektinbedeckung in Prozent
aufgetragen.
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Abb. 3.4 Schwellenwertabhangige Quantifizierung der Zell- und Kontaktflache

Unter Standardbedingungen kultivierte Zellen wurden fluoreszent markiert und mittels Mikroskop
aufgenommen. (A) Ein Beispiel eines LSM-Scanns wird ins Metamorph exportiert. (B) Zur
Messung der Zellflache anhand der Aktinfarbung wurde ein Schwellenwert der Pixelintensitat so
festgelegt, dass der zu messende Bereich (orange markiert in B, C und D) klar vom Hintergrund
abgetrennt wurde. Die Konturen wurden nachfolgend automatisiert angelegt. Fir die Zellflachen-
messung wurden schwarze Bereiche in der Region, in denen die Pixelintensitat kleiner als der
Schwellenwert ist, durch die Funktion ,Locherfullung® mit einberechnet. (C, D) Die erhaltene Kontur
wurde nachfolgend in die Bilder der Kontakt- bzw. Fibronektin-Farbung kopiert und dadurch die
schwellenwertmarkierte Flache des (C) Kontaktmarkers bzw. (D) die geometrische Fibronektin-
bedeckung unter der Zelle bestimmt.

Um den Einfluss der effektiven Fibronektinbedeckung auf das Zellverhalten zu
untersuchen, wurde die effektive Fibronektinbedeckung einzelner Bahnen fir jede
Verdiinnung ausgerechnet (Kapitel 3.3.5). Die Zellflachen wurden dann mit dem
Standardfehler gegen die effektive Fibronektinbedeckung (FN-Molekiile/um?) aufgetragen.
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3.6.3 Uberbriickung antiadhasiver Distanzen

Einzeln auf den strukturierten Substraten mit Dot-Muster ausgebreitete Zellen wurden
ausgezahlt und hinsichtlich ihrer Fahigkeit, antiadhdsive Distanzen zu Gberbrtcken, in drei
verschiedene Gruppen eingeteilt: (1) Zellen, die sich Gber 5 oder mehr Dots ausbreiteten,
(2) Zellen, die 2 bis 4 Dots uberbricken konnten und (3) Zellen, die nur auf einem Dot
adhéarierten. Zellen auf jeder Musterbahn wurden komplett ausgezahlt und fir jede
Fibronektinverdinnung wurden drei Experimente (n = 3) durchgeflhrt. Alle Zellen der
gleichen Bahnen in einem Experiment entsprachen einer relativen Zellzahl von 100%. Aus
den ermittelten absoluten Zellzahlen der drei Gruppen wurde dann die relative Zellzahl
errechnet, gegen den Dot-Abstand aufgetragen und der ermittelte Standardfehler

angezeigt.

3.6.4 Software zur Auswertung, Darstellung und statistischen Analyse
e MetaMorph® Version 6.2r6, Visitron (Puchheim)
e LSM Release Version 4.2 SP1, Carl Zeiss
e AxioVision Version 4.7, Carl Zeiss
. Photoshop® CS2, Version 9.0.2, Adobe, Miinchen
e Office Excel 2003 SP3, Microsoft, Redmont/WA, USA
¢ Origin 8.0, Microcal, Bucks, UK
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4 Ergebnisse

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung des Zelladhasionsverhaltens auf
geometrischen mikrostrukturierten Substraten mit variabler Ligandendichte. Dabei sollte
die Frage beantwortet werden, ob adharent wachsende Zellen in der Lage sind, die
Anzahl der prasentierten ECM-Molekile pro Flache quantitativ wahrzunehmen. Des
Weiteren sollten die zugrunde liegenden intrazellularen Mechanismen analysiert werden.
Lehnert et al. haben bereits gezeigt, dass das Zellspreading positiv mit der geometrischen
ECM-Bedeckung korreliert. Dabei wurde die Variation in der geometrischen ECM-
Bedeckung durch den Einsatz verschiedener Substratgeometrien erzielt. Zudem ist
bekannt, dass auch die Anderung der Ligandendichte durch die Verdiinnung der ECM-
Molekile auf homogenen Substraten eine entscheidende Wirkung auf das Zellverhalten
ausubt (Kap. 2.5).

Um die Anderungen der Substratbedeckung, die in dieser Arbeit sowohl musterabhéngig
durch die geometrische Strukturierung als auch verdiinnungsabhangig durch den Einsatz
definierter Liganden-Konzentrationen erzielt wurden, zu bertcksichtigen, wird der Begriff
der ,effektiven ECM-Bedeckung® eingefiihrt. Die effektive Bedeckung gibt an, wie viele
effektive (aktive) Fibronektin-Molekiile sich auf einer Flacheneinheit des Substrats
befinden. Die Kombination aus Substratgeometrien und Fibronektinverdiinnungen
ermoglichte es, definierte effektive Fibronektinbedeckungen tber beide Wege zu erzielen.
Damit konnte Uberprift werden, ob die ECM-Molekiilanzahl unabhangig von der Substrat-
Geometrie durch die Zellen wahrgenommen wird. Die Quantifizierung einer Vielzahl
unterschiedlicher intrazellularer Markerproteine, die eine bedeutende Rolle in der Kontakt-
ausbildung und Signalweiterleitung spielen, ermdglicht die Analyse der Mechanismen, die
der quantitativen Wahrnehmung der zellularen Umgebung zu Grunde liegen.

4.1 Charakterisierung der yNCP-Substrate

Die geometrischen mikrostrukturierten Substrate wurden durch Microcontact-Printing
(MCP) hergestellt (Kap. 2.2.3). Das Fibronektin bindet durch hydrophobe Wechselwirkung
an das gestempelte hydrophobe Thiol. Da das Bindungsverhalten von Fibronektin an
Thiol schwer kontrollierbar ist, wurde die gesamte Proteinkonzentration wahrend der
Verdunnung des aktiven Fibronektins konstant gehalten. Zur Ergédnzung der verringerten
Menge an aktivem Protein wurde inaktives Fibronektin als Ersatz-Protein eingesetzt, das
keine Zelladhdsion vermittelt. Das inaktive Fibronektin sollte im Vergleich zu anderen
Proteinen immer noch die gréBte struktuelle Ahnlichkeit mit dem natiirlichen Fibronektin

besitzen. Daher sind dhnliche Bindungseigenschaften vergleichbar zu aktivem Fibronektin
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an das hydrophobe Thiol zu erwarten. Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei Methoden
zur Inaktivierung des Fibronektins eingesetzt. Zum Einen wurde das Fibronektin mit einem
NHS-aktivierten, fluoreszierenden Farbstoff markiert (Lehnert et al. 2004). Zum anderen
wurde das Fibronektin durch Erhitzung bzw. Denaturierung inaktiviert. Die erfolgreiche
Inaktivierung des Fibronektins wurde durch ein deutlich vermindertes Zellspreading
nachgewiesen (Daten nicht gezeigt). Um die Substrateigenschaften der strukturierten
fibronektinbeschichteten Oberflache zu definieren, wurden die Methoden der immuno-
histochemischen Farbung (IHC), der Rasterelektronenmikroskopie (REM), der Raster-
kraftmikroskopie (AFM) und der Réntgen-Photoelektronenspektroskopie (XPS) (Kap. 3.3)
eingesetzt und die Strukturierung und Fibronektinbeschichtung charakterisiert.

4.1.1 Erfolgreicher Protein-Ubertrag durch uCP

Um die Ubertragenen Proteine bei der Herstellung der strukturierten Substrate
nachzuweisen, wurden die Substrate direkt nach der Herstellung immunohistochemisch
angefarbt und mikroskopisch untersucht. Abb. 4.1 A zeigt ein Dot-Muster mit einer
Kantenldnge von 3 pym und einem Abstand von 10 um. Die Dots sind ohne Abweichungen
identisch abgebildet und gleichmaRig angefarbt, was auf eine homogene Fibronektin-
beschichtung deutet. Nicht bestempelte Bereiche sind schwarz ohne Fluoreszenzsignal
und demonstrieren die erfolgreiche Passivierung der Oberflache.

Um die Zellreaktion auf die Geometrie zu beobachten, wurden A549- und BRL-Zellen fir
80 min auf strukturierten Substraten kultiviert und anschlieRend fixiert. Die fixierten
Praparate wurden durch Kritische-Punkt-Trocknung (KPT) getrocknet und raster-
elektronenmikroskopisch gescannt. Die geometrisch angeordneten Fibronektin-Dots
heben sich vom passivierten Hintergrund ab (Abb. 4.1 B, B’, C und C’). Die erwartete
Schichthéhe von ca. 3 nm scheint nicht ausreichend flir ein starkes Signal zu sein. Der
Nachweis der Proteinschichthéhe bedarf somit noch weiteren Analysemethoden wie AFM
und XPS (Kap 4.1.2).

Beide Zelltypen (Abb. 4.1 B, B’, C und C’) bilden eine geometrische Morphologie aus,
deren Kontaktstellen durch die proteinbeschichteten Dots vorgegeben sind. Die
Zellkonturen sind dabei kreisbogenférmig mit abstandsabhangigen Radien ausgebildet
(Bischofs et al. 2008). Die REM-Bilder verdeutlichen zudem, dass die beiden Zelltypen
unterschiedliche Oberflachenmorphologien aufweisen. Die A549-Zellen sind aus einem
humanen Lungenkarzinomgewebe kultivierte Alveolarepithelzellen (Giard et al. 1973).
Daher haben sie auf der Oberflache zahlreiche Mikrovilli sowie kleine kugelférmige
Strukturen. Diese Strukturen sind urspriinglich wahrscheinlich fir die Sekretion komplexer
Oberflachenmaterialien, die die innere Wand der Alveolen verkleiden, verantwortlich. Die
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BRL-Zellen sind parenchymale Zellen aus dem Ratten-Lebergewebe. Diese Zellen zeigen
im Vergleich zu den A549-Zellen eine komplett glatte Oberflache mit sehr vereinzelten
Mikrovilli. Die unterschiedlichen Ergebnisse von Chen und Lehnert resultieren sehr
wahrscheinlich aus der Untersuchung unterschiedlicher Zelltypen (Kap. 2.6). Um einen
allgemeingultigen Mechanismen fiir die Ligandenerkennung zu finden, wurden hier die
epithelialen A549-Zellen, die parenchymalen BRL-Zellen und die fibroblastenahnlichen
B16-Zellen eingesetzt.

A549 BRL

Abb. 4.1 Erfolgreiche geometrische Proteinanordnung

(A) Fibronektinbeschichtete strukturierte Substrate wurden immunohistochemisch gefarbt und
zeigen den strikten Ubertrag des Proteins. (B, B’) A549- und (C, C’) BRL-Zellen wurden auf
mikrostrukturierten Substraten kultiviert und nach der Fixierung rasterelektronenmikroskopisch
gescannt. Die geometrischen Protein-Dots heben sich vom passivierten Hintergrund ab. Die Zellen
bilden eine geometrische Morphologie aus, die durch die Substratgeometrie vorgegeben ist. Beide
Zelltypen unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Zelloberflachenstruktur. Die A549-Zellen bilden
zahlreiche Mikrovilli auf ihrer Oberflache aus, die BRL-Zellen hingegen zeigen eine glatte
Oberflache. Malstabsbalken: 5 pm.

4.1.2 ECM-Beschichtung bildet einen homogenen Monolayer

Die in Kap. 4.1.1 gezeigten immunohistochemischen und rasterelektronenmikro-
skopischen Aufnahmen demonstrieren lediglich den erfolgreichen Protein-Ubertrag durch
MCP. Aussagen uber die absolute Fibronektin-Molekilanzahl pro Flacheneinheit lassen
sich mit diesen Methoden jedoch nicht treffen. Eine Moglichkeit des quantitativen
Nachweises bzw. der direkten Bestimmung der Ligandendichte ist die Radioisotopen-
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Analyse (Asthagiri et al. 1999; Hughes et al. 1979; Kowalczynska et al. 2005;
Rajagopalan et al. 2004), fur deren Durchflihrung unsere Laborstandards jedoch nicht
ausreichend sind. Andere Methoden wie die Immunohistochemie und der Elisa (engl.
Enzym-Linked ImmunoSorbent Assay) liefern nur indirekt eine relative Angabe Uber die
Ligandendichte (Kowalczynska et al. 2005; Semler et al. 2005). Da die Molekulgréfe von
Fibronektin bekannt ist (Engel et al. 1981), kann die Fibronektinanzahl pro Flacheneinheit
bei bekannter Fibronektin-Schichtdickenhdhe errechnet werden. Mittels AFM-Messung
zeigten Lehnert et al. 2004, dass die Fibronektin-Schicht ca. 3 nm hoch ist und
kalkulierten basierend auf dieser Kenntnis flir eine homogene Fibronektinbeschichtung
eine Ligandendichte von ca. 1000 FN-Molekule/um?. In dieser Arbeit wurde anhand der
gleichen Methode Uberprift, ob die Verminderung des Anteils an aktivem Fibronektin die
Beschichtung beeinflusst. Ergdnzend wurde die Oberflache durch die Methode des XPS
charakterisiert.
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Abb. 4.2 AFM-Analyse demonstriert konstante Schichthohe trotz unterschiedlichem Anteil
von aktivem Fibronektin

Mittels yCP hergestellte, mit 100% aktivem (A) oder 50% (B) aktivem Fibronektin beschichtete
Substrate wurden iber Nacht in 2% Paraformaldehyd und 2% Glutaraldehyd in PBS fixiert und 3x
je 10 min mit PBS gesplilt. Die fixierten Substrate wurden mittels AFM im Kontaktmodus gescannt.
A und B zeigen erfolgreich Ubertragene Dot-Muster auf den Substraten. Aufgrund der Fibronektin-
beschichtung heben sich die Dots in ihrer H6he vom passivierten Hintergrund ab. (A") und (B") Die
Hohenprofile von Querschnitten (gekennzeichnet durch roten Linien in A und B) fibronektin-
beschichteter Bereiche demonstrieren eine Erhéhung von ca. 3 nm im Vergleich zum passivierten
Hintergrund. Auch bei Zugabe von 50% inaktiviertem Fibronektin zeigen sich konstante
Hohenprofile der Dots. Mal3stabsbalken: 5 um.
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Sowohl mit 100% als auch mit 50% aktivem Fibronektin beschichtete Substrate zeigen ein
gleichmaRiges Hohenprofil der Dots (Abb. 4.2). Der Héhenunterschied zwischen dem
fibronektinbeschichteten Bereich und dem passivierten Hintergrund betragt einheitlich ca.
3 nm. Da der Durchmesser eines Fibronektin-Molekiils ca. 3 nm betragt, kann man bei
beiden Proteinkonzentrationen auf die Ausbildung eines Monolayers aus Fibronektin-
Molekulen ruckschliefen. Der Monolayer ist sporadisch von ca. 6 nm hohen Peaks
unterbrochen (Abb. 4.2 A" und B’), die sehr wahrscheinlich Ubereinanderlagerungen von
Fibronektin-Molektilen entsprechen.
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Abb. 4.3 XPS-Analyse demonstriert Fibronektin-Schichtdicke von ca. 3 nm

Das auf der Goldoberflache gebundene ODM und darauf absorbiertes Fibronektin wird
schematisch dargestellt. Die y-Achse gibt die Hohe im Vergleich zur Goldoberflache an. Die rechte
Bildreihe zeigt einzelne Spektren typischer Zahlungen bestimmter Atome in den funktionellen
Verbindungen vom ODM und Fibronektin. Die Spektren unten sind fir das Gold bei
unterschiedlichen Oberflachenbehandlungen (in hellblauen Kasten gekennzeichnet). Die
detektierte Intensitat nimmt mit der Zunahme der Schichtdicke ab. Die ODM-Schicht hat eine Dicke
von ca. 1.5 nm und Fibronektin ca. 3 nm. Die Intensitdtsachse bei N, C, O und S ist nicht
normalisiert und daher nicht miteinander zu vergleichen.
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Auch bei Zugabe von 50% inaktiviertem Fibronektin bleibt das Hoéhenprofil von
durchschnittlich 3 nm Schichthdhe vergleichbar zur Oberflache mit 100% aktivem
Fibronektin erhalten. Die Inaktivierung von Fibronektin zur Beimischung bzw. Verdiinnung
von aktivem Fibronektin ist somit zur Untersuchung des Zellverhaltens auf Strukturen mit
definierter Ligandendichte geeignet.

Mittels winkelabhangiger XPS-Messungen lasst sich die Dicke der analysierten Schicht
Uber Intensitatsabschwachung des Photoelektronensignals bestimmen. Allein mit ODM
beschichtete und mit ODM und Fibronektin nacheinander beschichtete Proben wurden
mittels XPS analysiert. Das auf dem Gold gebundene ODM bildet eine Schicht von ca.
1.5 nm (Abb. 4.3). Die darauf gebundene Fibronektin-Schicht ist ca. 3 nm dick. Diese

gemessene Dicke entspricht dem bekannten Durchmesser eines Fibronektin-Molekdls.

41.3 Kalkulation einer FN-Monolayer-Bedeckung von ca. 1000 FN-Molekiile/um?

Sowohl die AFM als auch die XPS-Analyse liefern eindeutige Hinweise auf die Ausbildung
eines Fibronektin-Monolayers. Da die Fibronektin-Molekile sehr wahrscheinlich nicht
parallel nebeneinander angeordnet, sondern vermutlich zufallig auf der Oberflache verteilt
sind, ist davon auszugehen, dass die Oberflache nicht komplett von den Fibronektin-
Molekllen bedeckt ist. Unter der Annahme einer 50%igen Molekul-Bedeckung
errechneten Lehnert et al. 2004 die Bindung von ca. 1000 FN-Molekulen auf einer Flache
von 1 um? Da ein Fibronektin-Molekll aus zwei Monomeren besteht und auf jedem
Monomer eine Bindungsstelle fiir den Hauptrezeptor lokalisiert ist, sind durch uCP ca.
2000 Bindungsstellen firr das Integrin-as34 auf einer Flache von 1 um? angebracht.

4.2 Zellspreading auf strukturierten Substraten

Die Wechselwirkungen zwischen den Zellen und ihrer ECM-Umgebung beginnen mit dem
ersten Kontakt zwischen den Reaktionspartnern. Auf einem homogen beschichteten
Substrat tasten die Zellen die Umgebung ab. Bei glinstigen Bedingungen bilden sie Zell-
ECM-Kontakte und breiten sich flachig auf dem Substrat aus. Auf den strukturierten
Substraten haben die Zellen jedoch nur die Méglichkeit, GUber den mit Fibronektin
beschichteten Dots zu haften und Kontakte auszubilden. Ziel dieser Arbeit ist es zu
untersuchen, wie die Zellen auf unterschiedlich prasentierte ECM-Molekildichten
reagieren. Der Dichtenunterschied des prasentierten ECM-Proteins wird dabei durch eine
strukturierte Geometrie, eine definierte Fibronektinverdiinnung oder aus deren
Kombination hergestellt. Um sich auszubreiten, versuchen die Zellen beispielsweise mit
Hilfe eines Lamellipodiums antiadhasive Distanzen zu Uberbricken. Diesem Zellverhalten
sind geometrische Grenzen gesetzt (Lehnert et al. 2004). Ist die Distanz flr die Zellen
nicht mehr Uberbriickbar, adharieren sie kugelférmig auf nur einem Dot. In den folgenden
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Kapiteln wird der Einfluss der Strukturgeometrie, der Fibronektinverdiinnung bzw. der
effektiven Fibronektinbedeckung auf das Zellverhalten im Bezug auf die Anzahl
adhérierter Zellen, die Uberbriickung antiadh&siver Distanzen sowie die Spreadingflache
untersucht.

4.2.1 Anzahl adharierter Zellen nimmt mit zunehmender FN-Bedeckung zu und mit
FN-Verdiinnung ab

Um den Einfluss der Fibronektinverdinnung auf die Anzahl adharierter Zellen zu
untersuchen, wurden A549- und BRL-Zellen auf strukturierten Dot-Substraten mit unter-
schiedlichen Fibronektinverdinnungen fur 80 min in serumfreiem Medium kultiviert. Nach

der Kultivierung wurden das Aktinzytoskelett der Zellen sowie das Substratprotein
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Abb. 4.4 Anzahl adhérierter Zellen nimmt mit der FN-Bedeckung zu und mit der Verdiinnung
ab

A549- und BRL-Zellen wurden auf strukturierten Substraten mit unterschiedlichen Konzentrationen
von aktivem Fibronektin fir 80 min kultiviert. Anhand der immunohistochemischen Farbung wurde
auf jeder Bahn die Anzahl adharierter Zellen ausgezahlt und gegen die Fibronektinbedeckung
aufgetragen. (A) A549- und (B) BRL-Zellen zeigen eine Zunahme der Zellzahl bei ansteigender
effektiver Fibronektinbedeckung. Die maximal adharierte Zellzahl ist bei BRL-Zellen im Vergleich
zu A549-Zellen ungefahr verdoppelt. (C) und (D) Die Zellzahl wurde zusatzlich durch die
Fibronektinverdinnung verringert, was besonders eindeutig bei BRL-Zellen zu sehen ist.
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fluoreszent markiert. Einzeln ausgebreitete Zellen auf Bahnen mit einer theoretischen Dot-
GroRe von 1 pm? und 9 pm? und antiadhasiven Distanzen zwischen 10 pm und 35 pm
wurden anhand der Aktinfarbung ausgezahlt. Von jedem Substrat wurden drei
gestempelte Strukturen ausgezahlt und die Zellzahl identischer Muster zusammengeflhrt.
Der Mittelwert dreier Experimente wurde mit dem Standardfehler gegen die effektive bzw.
geometrische Fibronektinbedeckung aufgetragen.

Beide Zelltypen zeigen eine Zunahme der Zellzahl mit der effektiven Fibronektin-
bedeckung (Abb. 4.4 A und B), die nach einer Anlaufphase in die Sattigung Ubergeht. Die
Anlaufphase ist bei A549- etwas kurzer als bei BRL-Zellen. Die A549-Zellen brauchen
daher weniger Fibronektin-Molekule fur eine maximale Zelladhasion. Im Vergleich zu den
BRL-Zellen ist die maximale Anzahl von A549-Zellen im Sattigungsbereich jedoch
halbiert. In Abb. 4.4 C und D ist die adharierte Zellzahl abhangig von der Fibronektin-
Konzentration gegen die geometrische Fibronektinbedeckung aufgetragen. Beide
Zelltypen zeigen im Adhéasionsverhalten eine Abhangigkeit von der Konzentration des
aktiven Fibronektins, die bei BRL-Zellen besonders klar ausgepragt ist.

4.2.2 Die Fahigkeit zur Distanziberbriickung nimmt mit der FN-Verdiinnung ab

Um die Fahigkeit zur Uberbriickung antiadhasiver Abstéande zu untersuchen, wurden die
fur die Adhasionsstatistik ausgezahlten Zellen (Kap. 4.2.1) in drei Gruppen eingeteilt: (1)
Zellen, die 5 oder mehr Dots bedecken; (2) Zellen, die auf 2 - 4 Dots spreaden und (3)
Zellen, die auf nur einem Dot haften. Die prozentuale relative Zellzahl jeder Gruppe wurde
errechnet und die gemittelte relative Zellzahl mit dem Standardfehler gegen den Dot-
Abstand aufgetragen. Fir jede Verdinnung wurden drei Experimente (n = 3) ausgewertet.

Generell vermindert sich die relative Zellzahl der gut ausgebreiteten Zellen (Zellgruppe 1)
mit der Zunahme des Dot-Abstands. Im Vergleich zu BRL-Zellen sind die A549-Zellen
wesentlich besser in der Lage, antiadhasive Distanzen zu Uberbricken. Betrachtet man
nur Zellen auf 100% aktivem Fibronektin, so spreaden ca. 80% der A549- und 60% der
BRL-Zellen iiber fiinf bzw. mehr als fiinf 9 ym? Dots bei einem Dot-Abstand von 10 pm
(Abb. 4.5 D, J). Die restlichen Zellen tberbriicken Uberwiegend 2 - 4 Dots (Abb. 4.5 E, K).
A549-Zellen adharieren kaum auf nur einem Dot (Abb. 4.5 F). Der Anteil dieser Gruppe
betragt bei BRL ebenfalls weniger als 20%. Vergroflert sich der Dot-Abstand auf 15 pym,
sinkt der Anteil der gut ausgebreiteten Zellen (Gruppe 1) bis auf ca. 50% bei A549- und
bei BRL-Zellen dramatisch auf 5%. Der Anteil nicht ausgebreiteter Zellen (Gruppe 3)
steigt dagegen auf ca. 10% bei A549 und 50% bei BRL. Die relative Zellzahl mittelgroRer
Zellen (Gruppe 2) steigt bei beiden Zelltypen leicht an. Ab einem Dot-Abstand von 20 ym
ist der Anteil der A549-Zellen an der Gruppe 1 immer noch ca. 20%, dagegen schaffen es
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Abb. 4.5 Zellen liberbriicken nach FN-Verdiinnung geringere antiadhasive Distanzen (1)

(A-F) A549- und (G-L) BRL-Zellen wurden auf strukturierten Substraten mit unterschiedlich aktiven
Fibronektin-Konzentrationen (10-100%) fur 80 min in serumfreiem Medium kultiviert. Nach der
Inkubation wurden die Zellen fixiert und Aktin (grin), Fibronektin (blau) und Paxillin (rot)
immunohistochemisch gefarbt. Einzeln ausgebreitete Zellen wurden ausgezahlt und in drei
Gruppen eingeteilt: (1) Zellen, die 5 oder mehr Dots Uberbriicken kénnen; (2) Zellen, die auf 2 - 4
Dots spreaden und (3) Zellen, die auf nur einem Dot adharieren. Immunofluoreszenzbilder
reprasentativer Zellen einer jeden Gruppe sind gezeigt (A, B und C fiir A549; G, H und | fir BRL).
Die relative Zellzahl der einzelnen Gruppen auf 9 um? Dots wurde berechnet und mit dem
Standardfehler gegen den Dot-Abstand aufgetragen. Bei beiden Zelltypen nimmt die Fahigkeit zur
Uberbriickung antiadhasiver Distanzen mit starkerer Fibronektinverdinnung ab. A549-Zellen
Uberbriicken grofiere Distanzen als BRL-Zellen.
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keine BRL-Zellen in diese Gruppe. Steigt die antiadhasive Distanz auf maximale 35 pm,
Uberbricken nur noch ca. 20% der A549-Zellen 2 - 4 Dots. Die BRL-Zellen adhérieren
dagegen bei einer Distanz ab 25 uym fast nur noch auf einem Dot (Zellgruppe 3).

Bei einer Verdinnung der aktiven Fibronektin-Konzentration zwischen 10 - 50% nehmen
die relativen Zellzahlen auf gleichem Dot-Muster verdiinnungsabhangig bei der Gruppe 1
ab und bei Gruppe 3 zu. Je grdler die Fibronektinverdiinnung ist, desto kleiner ist der
Anteil an ausgebreiteten Zellen und desto groRer ist der Anteil an Zellen auf einem Dot.
Alle drei Zellgruppen zeigen klar eine Linksverschiebung der Kurven, die strikt mit der
Verdunnungsstarke zunimmt. Das heildt, je starker das Fibronektin verdinnt wird, desto

weiter links liegt die entsprechende Kurve, da die Zellen geringere antiadhasive Distanzen
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Abb. 4.6 Zellen tiberbriicken nach FN-Verdiinnung geringere antiadhédsive Distanzen (2)

A549 und BRL-Zellen wurden auf geometrischen Substraten mit 1 um? Dots kultiviert und
hinsichtlich ihrer Fahigkeit zur Distanzlberbriickung ausgewertet. Beide Zelltypen zeigen eine von
der Fibronektinverdiinnung abhangige Uberbriickungsfahigkeit. A549-Zellen kénnen groRere
Distanzen als BRL-Zellen Uberbricken.

Die gleiche Tendenz zeigen auch Zellen, die auf Musterbahnen mit 1 pm? groRen Dots
kultiviert wurden (Abb. 4.6). Prinzipiell verlaufen alle Kurven ahnlich denen auf dem 9 pm?
Dot-Muster. Mit der Verdlinnung des Fibronektins werden auch diese Kurven nach links
verschoben. Diese Linksverschiebung nimmt ebenfalls mit der Fibronektinverdiinnung zu.
Die Verringerung der Fibronektinbedeckung durch die kleine Dot-Grofe zeigt keinen
Einfluss auf das Uberbriickungsverhalten der A549-Zellen (Vergleich Abb. 4.5 D, E, F mit
Abb. 4.6 A, A, A”"). Jedoch beeintrachtigt diese Verringerung signifikant die Distanzlber-
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briickung der BRL-Zellen (Vergleich Abb. 4.5 J, K, L mit Abb. 4.6 B, B", B"). Die relative
Zellzahl der Gruppe 1 verringert sich von ca. 60% auf den 9 um? Dots auf ca. 35% auf den
1 ym? Dots bei 100% aktivem Fibronektin. Es gibt keine BRL-Zellen, die bei Distanzen
von 15 ym mehr als 5 Dots Uberbriicken kénnen. Auf dem 9 pm? Dots liegt dieser Anteil
bei ca. 5%.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass beide Zelltypen unabhéngig von der Dot-Gréle
bei einer Abnahme der Fibronektin-Ligandendichte zunehmend die Fahigkeit zur Distanz-
Uberbrickung verlieren. Die A549-Zellen uberbricken im Vergleich zu BRL-Zellen
grolRere Distanzen unabhangig von der Dot-Grof3e sowohl auf den grof3en 9 um? Dots, als
auch auf den kleinen 1 ym? Dots. Bei den BRL-Zellen zeigt sich dagegen eine positive

Korrelation zwischen der Fahigkeit zur Distanziberbrickung und der Dot-GréR3e.

4.2.3 ZellgroBe nimmt mit der FN-Bedeckung zu und mit der FN-Verdiinnung ab

In den vorangegangenen Kapiteln wurde gezeigt, dass die Anzahl adharierter Zellen und
die Distanzuberbriickung von der Fibronektinbedeckung des Substrates abhangig sind
und auch durch die Fibronektinverdiinnung bzw. Ligandendichte beeinflusst werden. Um
den Einfluss der prasentierten Fibronektin-Menge auf das Zellspreading zu untersuchen,
wurden drei verschiedene Zelltypen auf identischen geometrischen Substraten mit
unterschiedlichen Fibronektinverdiinnungen kultiviert und fluoreszent markiert. Die
Zellflache wurde anhand der aktingefarbten Zellen mit der Metamorph-Software ermittelt,
und mit angezeigten Standardfehlern gegen die effektive oder geometrische Fibronektin-
bedeckung aufgetragen.

Unabhangig davon, wie die effektive Fibronektinbedeckung erzielt wurde (durch
geometrische Strukturierung, durch Fibronektinverdiinnung, oder durch eine Kombination
beider Methoden) zeigen alle Spreadingkurven unabhangig vom Zelltyp einen ahnlichen
Verlauf. Die Zellflache nimmt im Bereich geringerer Ligandendichten mit der effektiven
Fibronektinbedeckung stark zu und erreicht bei einer zelltypspezifischen Fibronektin-
bedeckung ein Spreading-Maximum (Abb. 4.7 A, B, C). Wurden die Spreadingkurven
entsprechend der aktiven Fibronektin-Konzentration aufgetrennt und gegen die
geometrische Fibronektinbedeckung aufgetragen, bleibt der sigmoidale Kurvenverlauf
erhalten (Abb. 4.7 A", B", C’). Die Zellgrolie verringert sich jedoch mit der Starke der
Verdiinnung bei gleicher geometrischer Bedeckung, so dass auch die maximale Zellgrée
positiv mit der Fibronektin-Konzentration korreliert. Die Kreise mit durchgezogener Linie in
Abb. 4.7 A" und B" zeigen Zellflachen auf homogen beschichteten Substraten mit 50%
aktivem Fibronektin. Die punktierten Kreise markieren ahnlich hohe Bedeckungen, die
jedoch durch Strukturierung erzielt werden. Der t-Test zwischen Zellen auf diesen beiden
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Substrattypen zeigt, dass die Zellflachen sich nicht signifikant unterscheiden. Dies ist ein
weiterer Beleg, dass nicht die geometrische Verteilung, sondern die Menge der
Fibronektin-Liganden flr das Zellspreading entscheidend ist.
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Abb. 4.7 Zellflache nimmt sowohl mit der effektiven als auch mit der geometrischen FN-
Bedeckung zu

A549-, BRL- und B16-Zellen wurden fir 80 min auf strukturierten Substraten mit unterschiedlichen
Fibronektinverdiinnungen kultiviert. Die Zellen wurden fixiert und das Aktinzytoskelett und
Fibronektin immunohistochemisch angefarbt. Die geometrische bzw. effektive Fibronektin-
bedeckung der Substrate sowie die Zellflachen wurden ermittelt und mit dem Standardfehler gegen
die effektive oder geometrische Bedeckung aufgetragen. Es besteht eine positive Korrelation
zwischen der Zellgrofle und der effektiven (A, B, C) sowie der geometrischen (A, B", C’)
Fibronektinbedeckung. Bei gleicher geometrischer Bedeckung nimmt die Zellgrof’e mit hoherer
Fibronektinverdiinnung (Angabe in %) ab. Kein signifikanter Flachenunterschied wurde bei Zellen
auf einer effektiven Bedeckung von 50% (homogen durch Verdiinnung, durchgezogene Kreise in
A’und B’) und ca. 50% (Geometrie, punktierte Kreise) festgestellt (Unabhangiger t-Test bei einer
Signifikanzebene von p<0,05). Die A549- und BRL-Zellen reagieren sensitiver auf die Fibronektin-
verdinnung als die B16-Zellen. Daten zu B16-Zellen entstammen der Diplomarbeit (Jiang, 2006).
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Bei genauer Betrachtung werden jedoch einige Unterschiede zwischen den Zelltypen
deutlich. Zum Ersten unterscheiden sich die Zellen hinsichtlich ihrer maximalen Grof3e.
A549-Zellen haben mit 1852.22 + 98.86 um? die grofte Flache. Mit 1350.13 + 90.03 ym?
sind B16-Zellen die kleinsten und BRL-Zellen liegen mit 1544 + 49.01 uym? dazwischen.
Zum Zweiten gibt es flir ein optimales Spreading abhangig vom Zelltyp dramatische
Unterschiede hinsichtlich des Ligandenbedarfs. Das optimale Zellspreading wurde als ein
Parameter fir die quantitative Bewertung des Zellspreadings von Lehnert et al. 2004
eingefihrt und als 80% der maximalen ZellgroRe definiert. Um optimal zu spreaden,
bendtigen A549-Zellen dhnlich wie die BRL-Zellen ca. 400 FN-Molekule/pm?, wahrend bei
B16-Zellen nur ca. 200 FN-Molekule/um? erforderlich sind. Der verminderte Bedarf der
B16-Zellen ist allerdings nicht auf ihre geringere Zellflache zurlckzufiuihren. Vergleicht
man die erforderliche Fibronektinbedeckung zur Ausbildung einer konstanten Zellflache
von 1000 um? bendtigen die A549-Zellen ca. 160 FN-Molekile/um?, die B16-Zellen ca.
210 FN-Molekile/pm? und die BRL-Zellen ca. 300 FN-Molekule/pm?2.

Diese zelltypabhéngige Sensitivitat hinsichtlich der Anderung der Fibronektinbedeckung
belegt den dritten Unterschied zwischen den Zelltypen, der in Abb. 4.7 A", B und C’
veranschaulicht ist. Hier wurde die resultierende Zellflache nach entsprechender
Fibronektinverdinnung gegen die geometrische Fibronektinbedeckung aufgetragen. Die
Flachenadnderung bzw. Halbierung der Maximalflache, die die A549-Zellen schon bei
einem Ligandenangebot von 20% und BRL-Zellen bei 25% aktivem Fibronektin zeigen,
bildet sich bei B16-Zellen erst bei einer aktiven Fibronektin-Konzentration von 5% aus.
Die A549- und BRL-Zellen sind daher viel sensitiver im Bezug auf die Fibronektin-

verdinnung als die B16-Zellen.

4.2.4 Zellen benoétigen fur Spreadingprozess mehr Fibronektin als fiir Adhasion

In den Kapiteln 4.2.1 und 4.2.3 wurde gezeigt, dass die Anzahl adharierter Zellen sowie
die Zellflache positiv mit der effektiven Fibronektinbedeckung korrelieren (Abb. 4.4 und
Abb. 4.7). Der typische Kurvenverlauf gliedert sich dabei in zwei Phasen: nach dem
Anstieg bei zunehmender Fibronektinbedeckung folgt die stationare Phase. Vergleicht
man die erforderlichen Fibronektinbedeckungen beim Ubergang in die stationdre Phase,
zeigt sich ein signifikanter Unterschied im Ligandenbedarf zwischen der Zelladhasion und
dem Spreadingprozess.

Die Anderung der Zellfliche bzw. die Anderung der Anzahl adhérierter Zellen wurde in
Bezug auf die effektive Fibronektinbedeckung untersucht (Abb. 4.8). Abb. 4.8 A und C
zeigen dabei jeweils Bereiche der Spreadingkurven (Abb. 4.7 A und B) bei geringer
Fibronektinbedeckung bis 170 FN-Liganden/um?2. Die rot eingezeichneten Linien geben
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die Fibronektinbedeckungen an, bei denen die Anzahl adharierter Zellen auch bei
zunehmender Fibronektinbedeckung konstant bleibt. Diese stationare Phase erreichen
A549-Zellen ab einer Konzentration von ca. 20 FN-Molekule/um? (Abb. 4.8 C) und die
BRL-Zellen ab ca. 40 FN-Molekile/um? (Abb. 4.8 D).

In Kap. 4.2.1 wurde bereits gezeigt, dass ein optimales Spreading der A549- und BRL-
Zellen eine vergleichbare effektive Fibronektinbedeckung von ca. 400 FN-Molekile/um?
voraussetzt. Der Bedarf an Fibronektin-Liganden fir das Zellspreading ist somit bei A549-
zwanzigfach und bei BRL-Zellen zehnfach hoéher als flr eine optimale Adhasion. In
Bedeckungsbereichen, die eine optimale Adhasion beginstigen, erreichen die A549-
Zellen lediglich eine Flache von ca. 400 uym? und BRL-Zellen von ca. 200 um? (Abb. 4.8 A
und B). Unabhangig vom Zelltyp bendtigen die Zellen daher fur den Spreadingprozess
eine weitaus gréfere Ligandendichte als fir die Adhasion.
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Abb. 4.8 Fur Zellspreading wird héhere Fibronektindichte als fiir Adhasion bendétigt

Um den Ligandenbedarf bei der Adhasion und beim Zellspreading miteinander zu vergleichen,
wurden die Kurven aus Abb. 4.4 und Abb. 4.7 modifiziert. (A) und (C) zeigen Ausschnitte aus den
Spreadingkurven im Bereich des Anstiegs bis zu einer effektiven Fibronektinbedeckung von
170 FN-Molekule/um?. Die Originalkurven beider Zelltypen sind jeweils links oben eingefiigt. Die
roten Linien, die die Diagramme A und B bzw. C und D verbinden, zeigen die effektive Fibronektin-
bedeckung, bei der die Anzahl adharierter Zellen in ein Maximum Ubergeht. Bei dieser Fibronektin-
bedeckung sind die Zellflachen jedoch noch weit von der maximalen GréRe entfernt. Unabhangig
vom Zelltyp benétigen die Zellen fiir den Spreadingprozess eine weitaus grof3ere Ligandendichte
als fur die Adhasion.
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4.3 Qualitative Analysen der Zell-Matrix-Kontaktausbildung

In den vorhergehenden Kapiteln wurde gezeigt, dass sowohl die Anzahl adhérierter
Zellen, die Fahigkeit zur Uberbriickung antiadh&siver Distanzen als auch das
Zellspreading mit steigender Fibronektin-Ligandenanzahl zunehmen. Da die Zelladh&sion
und -ausbreitung die Fahigkeit der Zellen zur Substratinteraktion und Kontaktausbildung
voraussetzt, sind bei Substraten mit geringer Ligandendichte reduzierte Signale zu
erwarten. Um das zu prifen, wurden typische Zell-Matrix-Kontakte, bestehend aus
extrazelluldaren Liganden, transmembranalen Rezeptoren und einer Vielzahl von
intrazellularen signalgebenden Molekulen und Zytoskelett-Elementen (Kap 2.3) qualitativ
und quantitativ beurteilt. In diesem Kapitel wird anhand immunohistochemisch gefarbter
Praparate analysiert, wie sich diese zellkontaktassoziierten Proteine auf geometrischen
Substraten mit definierten Fibronektin-Ligandendichten verhalten.

4.3.1 Paxillinakkumulation im Zell-Matrix-Kontakt korreliert positiv mit FN-
Ligandendichte

Um zu untersuchen, ob eine Korrelation zwischen der prasentierten Fibronektin-Liganden-
anzahl und der intrazellularen Signaltransduktion besteht, wurden A549- und BRL-Zellen
auf Dot-Substraten mit unterschiedlichen Fibronektinverdiinnungen unter Standard-
bedingungen kultiviert, fixiert und immunohistochemisch gefarbt. Auf Substraten mit 100%
aktivem Fibronektin zeigen beide Zelltypen eine klar definierte und vom Dot-Muster
abhangige Kontakt- und Aktinfaserausbildung (Abb. 4.9). Die Paxillin-Kontakte lokalisieren
lediglich auf den fibronektinbedeckten Dots und zeigen einen deutlichen Kanteneffekt,
d.h., die Kontaktausbildung wird besonders an den Aufienkanten der Dots verstarkt.
Intrazellular wird, abgesehen von den durch die Substratgeometrie vorgegebenen
Kontakten, kaum Paxillin akkumuliert. Die Aktinfasern sind zu starken Filamentbindeln,
den sogenannten Stressfasern, organisiert und erstrecken sich ausschlielllich zwischen
den Zellkontakten bzw. adhasiven Dots. Die Stressfasern sind bei BRL-Zellen besonders
stark ausgepragt und definieren die kreisbogenférmig nach innen gerichtete Zellkontur.

Zellen, die auf Substraten mit 50% aktivem Fibronektin kultiviert wurden, zeigen im
Vergleich zu Kontrollzellen auf unverdiinnten Substraten keine Anderung in der
Kontaktausbildung und der Organisation des Aktinzytoskeletts. Bei starkeren Fibronektin-
verdinnungen ab 25% werden jedoch sowohl Zell-Matrix-Kontakte als auch die
Aktinfasern weniger definiert ausgebildet. Auch die Zellflache verkleinert sich (Kap. 4.2.3).
Auf Substraten mit 20% bzw, 25% aktivem Fibronektin werden zwar noch vereinzelt
Kontakte Uber den Fibronektin-Dots ausgebildet. Mehrheitlich ist jedoch ein Anstieg des
intrazellularen Hintergrundes zu beobachten, der durch ein gleichmalig hohes
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Fluoreszenzsignal in der gesamten Zelle gekennzeichnet ist. Die Aktinfasern erscheinen
desorganisiert bzw. fehlen bei BRL-Zellen fast vollstandig. Bei der hier untersuchten
Verdinnung mit dem geringsten Anteil an aktivem Fibronektin von 10% sind weder
Kontakte noch Stressfasern ausgebildet.

A549

20/25% 50% 100%

10%

Paxillin tin FN

Abb. 4.9 Paxillin-Kontaktausbildung ist von Fibronektin-Ligandendichte abhéngig

A549- und BRL-Zellen wurden fir 80 min auf strukturierten Substraten mit unterschiedlichen
Fibronektinverdiinnungen in serumfreiem Medium kultiviert. Die Zellen und das Substrat wurden
immunohistochemisch markiert (blau: Fibronektin; griin: Aktin; rot: Paxillin). Beide Zelltypen zeigen
klar sowohl bei 100% als auch bei 50% aktivem Fibronektin eine durch die Substratgeometrie
vorgegebene Kontakt- und Aktinfaserausbildung. Die Aktinfasern erstrecken sich zwischen den
Zellkontakten, die Uiber den fibronektinbedeckten Dots lokalisiert sind und zeigen einen deutlichen
Kanteneffekt auf. Bei starkeren Fibronektinverdiinnungen ab 25% aktivem Fibronektin sind sowohl
die Zellkontakte als auch die Aktinfasern weniger definiert ausgebildet oder fehlen vollstandig.

4.3.2 R1-Integrin-Verteilung ist von anderen Kontaktproteinen abweichend

Bei der Interaktion von Zellen mit der umgebenden ECM vermitteln hauptsachlich die
transmembranalen Rezeptoren der Integrin-Familie den Kontakt mit den ECM-Liganden.
AnschlieBend werden rdumlich, zeitlich und kraftabhangig intrazellulare Adapter- und
signalvermittelnde Proteine nachgeschaltet und rekrutiert. Im Gegensatz zur Dynamik der
Adapter- und Signallingproteine wird von den Integrin-Rezeptoren eine Garantie der
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bestéandigen Bindung zu dem Substrat erwartet, damit sich die Zellen nicht wegen
fehlender Anhaftung vom Substrat ablésen. Auch in diesen Kontakten werden die
Intergrin-Molekile standig ausgetauscht (Ballestrem et al. 2001). Eine Ausnahme stellt die
vollstandige Auflésung der Zell-Matrix-Kontakte bei der Migration dar. Um die radumliche
Integrin-Verteilung im Vergleich zu anderen Kontaktmarkern zu untersuchen, wurden
Zellen auf mikrostrukturierten Substraten kultiviert. Da nur einer unter einer Reihe von
getesteten Integrin-Antikdrpern und nur bei A549-Zellen funktioniert, wurden A549-Zellen
auf Substraten mit 100% aktivem Fibronektin fir 80 min unter Standardbedingungen
kultiviert. Nach der Kultivierung wurden die Zellen gegen Aktin, Fibronektin, 31-Integrin

397
)

und jeweils ein weiteres Zellkontaktprotein wie FAK, pFAK (Tyr™"), Paxillin, pPaxillin

(Tyr'*®), Talin oder Vinculin angefarbt.

In Abb. 4.10 ist die typische Verteilung von Adapter- und Signallingproteinen im Vergleich
zur B1-Integrin-Lokalisation und Zellmorphologie reprasentativer A549-Zellen gezeigt. Die
Aktin- und Fibronektin-Farbung zeigt deutlich, dass die Zellform strikt durch die Substrat-
geometrie kontrolliert ist (Abb. 4.10 A2 — G2). Alle Adapter- und Signallingproteine (BO —
GO0) werden vorwiegend Uber den peripheren Fibronektin-Dots angereichert. 31-Integrin
(A1 — G1) akkumuliert dagegen uber allen von Zellen besetzten Fibronektin-Dots, auch im
Zellzentrum. Reife Zell-Matrix-Kontakte entstehen daher vermutlich eher in der
Zellperipherie. Im Zellzentrum dagegen erscheinen kaum reife Kontakte, in denen die
Adapterproteine Vinculin und Paxillin exprimiert bzw. rekrutiert werden. Die integrin-
vermittelte Verbindung mit der ECM scheint jedoch raumlich unabhangig erhalten zu
bleiben, sehr wahrscheinlich um die Zellanhaftung an das darunterliegende Substrat zu
gewahrleisten. Die phosphorylierte Form von FAK und Paxillin wird haufiger in peripheren
Zellkontakten angehauft, wohingegen der unphosphorylierte Zustand vermehrt im
Zellzentrum detektiert wird. Da die Phosphorylierung in diesem Fall eine Folge der
Aktivierung des entsprechenden Proteins ist, scheinen FAK und Paxillin daher haupt-
sachlich in der Zellperipherie aktiv zu sein. Werden die neugebildeten Kontakte aufgrund
der Zellausbreitung in der Mitte der Zelle lokalisiert, sind diese Proteine zwar moglicher-
weise nicht mehr aktiv, kdnnten jedoch weiterhin struktuelle Funktionen erfillen.

In Kap. 4.2.3 wurde klar gezeigt, dass die Zellflache positiv mit der FN-Ligandenanzahl
korreliert und unabhangig von der Geometrie bzw. vom Substrattyp (homogen oder
strukturiert) ist. Auf homogenen Substraten haben die Zellen die Mdglichkeit, sich beliebig
auf der gesamten zur Verfliigung stehenden fibronektinbeschichteten Substratoberflache
auszubreiten. Auf strukturierten Substraten hingegen sind die mdglichen Adhasionspunkte
durch die Geometrie der fibronektinbeschichteten Dots vorgegeben. Die antiadhasiven
Distanzen zwischen den Fibronektin-Dots miissen von den Zellen mit Hilfe von Filopodien
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Vinculin
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pPaxillin R1-Integrin | Aktin h. Substrat

Abb. 4.10 R1-Integrin-Lokalisation ist von Adapter- und Signallingproteinen abweichend

A549-Zellen wurden fir 80 min auf mikrostrukturierten Substraten unter Standardbedingungen
kultiviert, dann fixiert und immunohistochemisch gefarbt (Aktin/grin, Fibronektin/blau, R31-Integrin
und Talin, FAK, pFAK, Vinculin, Paxillin und pPaxillin wei3 dargestellt). Auf strukturierten
Substraten (B0 — G2) ist die Zellform strikt durch die Substratgeometrie vorgegeben. Alle Adapter-
und signalvermittelnden Proteine sind vorwiegend uber den Fibronektin-Dots angereichert und
besonders haufig in peripheren Zellkontakten lokalisiert (BO — GO). R1-Integrin ist dagegen
raumlich unabhéngig Uber allen zellbesetzten Fibronektin-Dots akkumuliert (A1 — G1). Auf
homogenen (h.) Substraten (A3 — G3) kommen die Zell-Matrix-Kontakte unregelmafig in der
Zellperipherie vor. Sie erscheinen spindelférmig mit der Langsachse in Richtung des Zellzentrums.
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und Lamellipodien Uberbriickt werden. Auf homogenen Substraten spielt die Distanztber-
brickung dagegen keine Rolle. In diesem Fall ist der Abstand zwischen den Fibronektin-
Liganden fir ein Zellspreading vollig ausreichend (Arnold et al. 2004). Die ausgebildeten
Zell-Matrix-Kontakte sind willkurlich in der Peripherie lokalisiert und vermitteln die
Substrathaftung und Zellausbreitung.

Die Morphologie und raumliche Verteilung der Zell-Matrix-Kontakte zeigen Unterschiede
auf homogenen im Vergleich zu strukturierten Substraten. Wie bereits gezeigt sind auf
den strukturierten Substraten alle untersuchten Zellkontaktproteine in der Zellperipherie
angereichert (Abb. 4.10 BO - GO0). Eine Ausnahme stellt der R1-Integrin-Rezeptor dar
(Abb. 410 A1 — G1°), der Uberall auf den Fibronektin-Dots unter der Zelle
substratgebunden vorkommt. Auf homogenen Substraten sind dagegen alle
Zellkontaktproteine ebenso wie der R1-Integrin-Rezeptor in der Zellperipherie lokalisiert.
Im Zellinnen ist das Fluoreszenz-signal der integringefarbten Zell-Matrix-Kontakte
schwach ausgepragt (Abb. 4.10 A3), im Gegensatz zu den anderen Kontaktproteinen wie
FAK, pFAK, Paxillin und pPaxillin (Abb. 4.10 B3 - G3), die gar kein Signal im Zellinnen
zeigen. Des Weiteren zeigt sich ein signifikanter Unterschied im rdumlichen Vorkommen.
Wahrend die Zell-Matrix-Kontakte auf strukturierten Substraten nur Gber den Fibronektin-
Dots ausgebildet werden, kommen sie hingegen auf homogenen Substraten
unregelmalig in der Zellperipherie vor. Auf den strukturierten Substraten erscheinen die
Zell-Matrix-Kontakte meist eckig uber dem distalen Dot-Ende. Dieses Phanomen wird als
,Kanteneffekt® bezeichnet (Lehnert et al. 2004). Auf den homogenen Substraten sind die
Zell-Matrix-Kontakte dagegen oft spindelférmig und die Ladngsachse zeigt in Richtung des

Zellzentrums.

4.3.3 Ligandenverdiinnung ohne Einfluss auf die Verteilung der Integrinrezeptoren

Es wird allgemein angenommen, dass die Integrine als Hauptrezeptoren der ECM die
Berechnung der umgebenden Ligandendichte vermitteln (Gaudet et al. 2003; Jiang 2006).
Jeder Rezeptor kann nur einen Liganden in einem Verhaltnis von 1:1 binden. Daher ist zu
erwarten, dass sich die Anzahl der substratgebundenen Integrin-Rezeptoren auf
Substraten mit weniger Liganden aufgrund der Proteinverdinnung entsprechend
proportional verringert. Um das zu uUberprifen, wurden A549-Zellen auf Substraten mit
100% und 50% aktivem Fibronektin kultiviert, die 31-Integrin-Rezeptoren immunohisto-
chemisch angefarbt und die Fluoreszenzbilder anschlieRend quantitativ ausgewertet. In
peripheren Zell-Matrix-Kontakten wurde nach Anlegen eines Schwellenwerts die Integrin-
Flache Uber einzelnen Dots ermittelt sowie die durchschnittliche Pixel-Intensitat erfasst. In
Abb. 4.11 ist gezeigt, dass sich die Uber drei Dots ermittelte Flache des Integrins auf
Substraten mit 100% und 50% aktivem Fibronektin nicht unterscheidet. Die Zellen nutzen
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unabhangig von der Substratbedeckung Uberwiegend die gesamten Dots zur
Kontaktausbildung. Dennoch sind in der Mitte der Dots auch Bereiche ohne Integrin-
Signale zu sehen.

Bei der hier verwendeten Scaneinstellung betragt die PixelgréRe 160 nm. Aus der
Literatur ist bekannt, dass die Integrin-Molekule geclustert mit einem Abstand von ca.
60 nm voneinander getrennt vorliegen (Arnold et al. 2004). Somit kdnnten in einem Pixel
bis zu sieben Integrin-Molekule erfasst werden. Daher ist es nicht moglich, allein von der
ermittelten Integrin-Flache auf die Integrin-Molekulanzahl rickzuschliefen. Auch der
Fluoreszenzintensitatsvergleich zeigt zwischen Zell-Matrix-Kontakten auf beiden
Substraten mit unterschiedlicher Anzahl aktiver Proteine keinen signifikanten Unterschied.
Da jedoch die Scaneinstellung (Detektorempfindlichkeit, Offset) beider Bildaufnahmen
voneinander abweichen, ist der Intensitatsvergleich kritisch zu beachten. Dennoch ist in
Abb. 4.11 klar demonstriert, dass sich die Morphologie der Zell-Matrix-Kontakte trotz
Proteinverdinnung nicht unterscheidet.
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Abb. 4.11 Unveranderte Integrinverteilung auf Substraten mit 100% und 50% aktivem
Fibronektin

A549-Zellen wurden auf strukturierten Substraten mit (A) 100% oder (B) 50% aktivem Fibronektin
unter Standardbedingungen kultiviert und die 31-Integrin-Rezeptoren angefarbt. (A", B") Das
Intensitatsprofil von peripheren Zell-Matrix-Kontakten wurde entlang der rot eingezeichneten Linien
ermittelt. Die Intensitat des Integrin-Rezeptors unterscheidet sich zwischen Zellkontakten auf
beiden Fibronektin-Konzentrationen nicht signifikant. Der in (A) und (B) zu sehene Kanteneffekt ist
bei den Kurven klar dargestellt. Die gemessenen Flachen des substratgebundenen R31-Integrins
sind orange dargestellt und die ermittelten Werte entsprechend im Bild angegeben. Des Weiteren
ist die durchschnittliche Pixel-Intensitdt oberhalb des festgelegten Schwellenwerts fir den
vermessenen Bereich (Rechteck) angezeigt. Sowohl die Flache als auch die Intensitat des Integrin-
Rezeptors sind unabhangig von der aktiven Fibronektin-Konzentration.
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4.4 Quantitative Analysen

In den vorangegangen Kapiteln wurde gezeigt, dass die Zellen unabhangig von der
Substratgeometrie spreaden. Das Spreadingverhalten ist allein durch die zur Verfugung
stehende Ligandenmenge beeinflusst. Folglich scheinen die Zellen in der Lage zu sein,
die Liganden in ihrer Umgebung quantitativ wahrzunehmen. Zell-Matrix-Kontakte stellen
die Kommunikationsstellen zwischen den Zellen und ihrer Umgebung dar. Daher ist es
anzunehmen, dass die Zellen Uber diese Adhasionsstellen die Zahl der Liganden
vermessen. Die dem zugrunde liegenden Mechanismen sollten in dieser Arbeit durch
quantitative Analysen untersucht und aufgeklart werden. Dazu wurden die verwendeten
ECM-Liganden und die entsprechenden Rezeptoren, sowie typische Zell-Matrix-Proteine
quantifiziert und mit der resultierenden Zellflache korreliert. Als Parameter fir den

Korrelationsgrad diente der Determinationskoeffizient einer linearen Regression.

Der Determinationskoeffizient (R?) gibt an, inwieweit der Streuungsanteil einer Variablen
durch die Regressionsgerade "bestimmt" wird. Der Koeffizient variiert zwischen 0 und 1.
R? = 0 bedeutet, dall die unabhangigen Variablen keine Vorhersage der Zielvariablen
erlauben. Je gréler der Wert ist, desto starker gibt die Regressionsgerade die Korrelation
zwischen den untersuchten Variablen wider. R? = 1 weist auf eine optimale
Modellanpassung hin.

4.4.1 R1-Integrin-Flache korreliert mit effektiver Fibronektinbedeckung

In Kap. 4.2.3 wurde klar gezeigt, dass die Zellflache von der présentierten Liganden-
menge abhangig ist. Um zu untersuchen, ob dieser Zusammenhang durch den Integrin-
Rezeptor vermittelt wird, wurde die Korrelation zwischen Zellflache, R1-Integrin-Flache
und effektiver Fibronektinbedeckung untersucht. Dafiir wurden A549-Zellen auf
mikrostrukturierten Substraten mit 100% aktivem Fibronektin fur 80 min unter Standard-
bedingungen kultiviert. Im Anschluss an die immunohistochemische Farbung wurden die
Zellflache (anhand der Aktinfarbung), die R1-Integrin-Flache und die effektive Fibronektin-
bedeckung bestimmt. Die Zellflache und die B1-Integrin-Flache wurden mit dem
Standardfehler gegen die effektive Fibronektinbedeckung aufgetragen.

In Abb. 4.12 A ist die Spreadingkurve der A549-Zellen gezeigt, deren Zellflache mit der
effektiven Fibronektinbedeckung korreliert (entspricht Abb. 4.7, jedoch anderer
Datensatz). Der sigmoidale Kurvenverlauf zeigt sich auch beim Auftragen der R1-Integrin-
Flache pro Zelle gegen die effektive Fibronektinbedeckung (Abb. 4.12 B) trotz der
verstarkt gestreuten Datenpunkten. Beide gefitteten Kurven haben eine &hnliche
Steigungsstrecke bis ca. 450 FN-Molekule/um?. In dieser Phase des Anstiegs weichen die
Datenpunkte bei beiden Kurven kaum von der gefitteten Kurve ab. In der Sattigungsphase
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dagegen zeigt die Spreadingkurve immer noch eine gute Ubereinstimmung, mindestens
zwei der finf Datenpunkte der R1-Integrin-Kurve weichen jedoch stark vom sigmoidalen
Kurvenverlauf ab. Dennoch bleibt die Sattigungstendenz erhalten. Bei ahnlichem
Kurvenverlauf unterscheiden sich die absoluten Werte, so ist die Zellflache stets um den
Faktor drei im Vergleich zur entsprechenden Integrin-Flache vergréRert. Auch bei
homogener Fibronektinbeschichtung bilden die Zellen nur mit einem Drittel ihrer Flache
Zell-Matrix-Kontakte aus.
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Abb. 4.12 Zellflache und R1-Integrin-Flache korreliert mit effektiver FN-Bedeckung

A549-Zellen wurden auf strukturierten Substraten unter Standardbedingungen kultiviert. Nach der
Fixierung wurden die Praparate immunohistochemisch gefarbt. Anhand der Farbung wurden die
(A) Zellflache und die (B) R1-Integrin-Flache unter der Zelle gemessen und mit dem Standardfehler
gegen die ermittelte effektive Fibronektinbedeckung aufgetragen. Sowohl die Zellflache als auch
die Integrinmenge steigen mit der effektiven Fibronektinbedeckung sigmoidal an und gehen bei
gleicher Fibronektinbedeckung in die Sattigung tber. A549-Zellen bilden nur mit ca. einem Drittel
ihrer Zellflache Integrin-Kontakte aus.
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4.4.2 Zellflache korreliert linear mit der R1-Integrin-Flache

In Kap. 4.4.1 wurde gezeigt, dass sowohl die Zellflache als auch die Integrin-Flache
positiv mit der effektiven Fibronektinbedeckung korrelieren. Unter der Annahme, dass die
Ligandenanzahl quantitativ durch die Besetzung der Integrin-Rezeptoren wahrgenommen
und damit einhergehend die Zellflache festgelegt wird, sollte die Zellflache ebenfalls eine
quantitative Abhangigkeit zur Integrin-Flache aufweisen. Die Abb. 4.13 verdeutlicht die
lineare Korrelation von Zellflache und R1-Integrin-Flache pro Zelle. Die Datenpunkte
zeigen mit einem Determinationskoeffizienten von 0.8718 eine sehr gute Uberein-
stimmung bzw. signifikante Korrelation mit der linearen Funktion.
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Abb. 4.13 Zellflache korreliert linear mit der R1-Integrin-Flache

Die Zellflache (Daten aus der Abb. 4.12 A) korreliert signifikant linear mit der 31-Integrin-Flache
(Daten aus Abb. 4.12 B). Der Determinationskoeffizient betragt 0.8718.

4.4.3 Korrelation auf strukturierten aber nicht immer auf homogenen Substraten

In Kap. 4.4.1 wurde klar gezeigt, dass sowohl die Zellflache als auch die R1-Integrin-
Flache mit der effektiven Fibronektinbedeckung korrelieren. Die effektive Fibronektin-
bedeckung gibt dabei nur die Ligandendichte des geometrischen Musters wieder, jedoch
nicht die absolute, von der Zelle benutzte Fibronektin-Molekilanzahl. Um das quantitative
Verhaltnis zwischen signalauslésendem Ligand und resultierender Flacheneinheit naher
zu untersuchen, wurde die von einer jeden Zelle benutzte Fibronektin-Ligandenanzahl
durch Multiplikation der Zellflache mit der effektiven Fibronektinbedeckung des darunter
liegenden Substrats errechnet. Die resultierenden Werte individueller Zellen wurden
gegeneinander aufgetragen, eine Regressionsgerade angelegt und der Determinations-
koeffizient bestimmt.
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Abb. 4.14 Lineare Korrelation zwischen Zellfliche und benutztem Fibronektin sowie R1-
Integrin, aber nicht zwischen Integrin und benutztem Fibronektin

A549-Zellen wurden auf strukturierten Substraten unter Standardbedingungen kultiviert. Nach der
Fixierung wurden die Praparate immunohistochemisch angefarbt. Anhand der Farbung wurden die
Zellflache und die R1-Integrin-Flache unter der Zelle gemessen. Die benutzte Fibronektin-
Molekulanzahl unter einer Zelle wurde anhand der Zellflache und der effektiven Fibronektin-
bedeckung ausgerechnet. Die Auftragung der (A) Zellflache gegen die benutzte Fibronektin-
Molekiilanzahl bzw. gegen die (B) 31-Integrin-Flache zeigt eine lineare Korrelation. (C) die R1-
Integrin-Flache andert sich nicht linear mit der benutzten Fibronektin-Molekilanzahl.

Die Zellflache zeigt eine lineare Korrelation mit der benutzten Fibronektin-Molekilanzahl
(Abb. 4.14 A). Diese Korrelation wird mit einem Determinationskoeffizienten von 0.6254

67



4 Ergebnisse

als signifikant eingestuft. Auffallig ist, dass in dem Bereich mit geringer benutzter
Fibronektin-Molektlzahl mehr Datenpunkte zu finden sind. Dies ist auf das Strukturdesign
zurtckzufiihren, da die ausgewerteten Muster in den Bereichen mittlerer und héherer
Fibronektinbedeckung weniger Strukturvariationen anbieten. Die Zellflache korreliert
ebenfalls linear mit der R1-Integrin-Flache (Abb. 4.14 B; Zellen einzeln als Datenpunkt
aufgetragen). Der Determinationskoeffizient (R? = 0.6032) ist hier geringflgig kleiner im
Vergleich zur Korrelation mit der benutzten Fibronektin-Molektllzahl (Abb. 4.13 A, Rz =
0.6264), was aber die Tendenz nicht andert. Tragt man jedoch die Integrin-Flache gegen
die benutzte Fibronektin-Molekllanzahl auf, zeigt sich eine stark gestreute Verteilung der
Datenpunkte (Abb. 4.14 C). Aufgrund des sehr kleinen Determinationskoeffizienten von
R2= 0.2853 ist die angenommene lineare Korrelation nicht signifikant. Zusammen-
fassend lasst sich sagen, dass die Zellflache sowohl direkt von der Fibronektin-
Molekilanzahl als auch von der R1-Integrin-Flache abhangt, jedoch keine klare
Korrelation zwischen der R1-Integrin-Flache und der benutzten Fibronektin-Molekilzahl
nachgewiesen werden kann.

In Abb. 4.14 A und C ist anhand der Datenverteilung zu erkennen, dass sich die
Datenpunkte abhangig von der Anzahl benutzter Fibronektin-Molekule in zwei Gruppen
einteilen lassen. Zellen der ersten Gruppe nutzen bis ca. 400 000 Fibronektin-Molekile
und spreaden meist auf strukturierten Substraten mit geringerer effektiver Fibronektin-
bedeckung. Zellen der zweiten Gruppe nutzen dagegen mehr als 400 000 Fibronektin-
Molekule und spreaden vorwiegend auf homogenen oder homogendhnlichen Substraten
mit hdheren effektiven Fibronektinbedeckungen. Beispiele solcher Muster mit hohen
Fibronektinbedeckungen enthalten grof3e Fibronektin-Dots mit einer Kantenlange von
3 um und einem Abstand von 4 - 5 pm, oder kleinere Fibronektin-Dots mit einer
Kantenldnge von 1 pm und einem Abstand von 2 uym. Der tatsachliche antiadhasive Dot-
Abstand ist in Wirklichkeit jedoch noch geringer, da beim Stempelvorgang oft
Deformationen auftreten, durch die die Dot-Flache vergroRert wird. Der antiadhasive
Abstand ist fur die Zellen dann moglicherweise so gering, dass diese Substrate als
homogen beschichtete Flachen wahrgenommen werden.

Die Daten wurden daher je nach Fibronektinbedeckung bzw. Anzahl benutzter
Fibronektin-Moleklle analysiert. Zur besseren Anschaulichkeit wurden die Daten beider
Gruppen aus Abb. 4.14 in Abb. 4.15 farbig getrennt dargestellt. In rot sind die Daten von
Zellen auf echt strukturierten Substraten gezeigt, in schwarz dagegen die von Zellen auf
homogenen bzw. homogenahnlichen Substraten. Die ZellgroRe zeigt sowohl auf den
homogenen (Abb. 4.15 A", R? = 0.5088) als auch auf den strukturierten Substraten (Abb.
415 A", R? = 0.666) eine lineare Korrelation mit der Anzahl benutzter Fibronektin-
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Abb. 4.15 Generelle Korrelation auf strukturierten Substraten

Die Daten aus Abb. 4.14 A und C wurden hier je nach Substrattyp getrennt aufgetragen. Die roten
Datenpunkte in A und B stammen von Zellen auf strukturierten Substraten (siehe auch A’und B").
Die schwarzen Punkte (siehe auch A" und B"") entsprechen dagegen Zellen auf homogenen oder
homogenahnlichen Substraten. (A", A"") Die Zellflache korreliert auf strukturierten und homogenen
Substraten gut mit der Anzahl benutzter Fibronektin-Liganden. (B", B"") Die R1-Integrin-Flache
korreliert dagegen nur differenziert mit der benutzten Fibronektin-Molekilzahl. Auf strukturierten
Substraten zeigt sich eine gute lineare Korrelation (R? = 0.5099), jedoch nicht auf homogen
beschichteten Substraten (R? = 0.0652).

Molekule. Bei der R1-Integrin-Flache zeigt sich diese Korrelation erst nach der Daten-

Auftrennung und zwar nur auf Substraten in Bereichen mit geringer Fibronektinbedeckung
(Abb. 4.14 C entspricht Abb. 4.15 B). Auf strukturierten Substraten korreliert die B31-
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Integrin-Flache linear mit den benutzten Fibronektin-Molekilen (R? = 0.5099). Auf den
homogenen Substraten dagegen ist die Korrelation nicht signifikant (Abb. 4.15 B", R? =
0.0652).

In den vorangegangen Kapiteln wurde gezeigt, dass die Zellflache unabhangig vom
Substrattyp durch die benutzte Fibronektin-Molekulanzahl bestimmt wird. Diese
Abhangigkeit scheint nur auf strukturierten Substraten durch Integrin vermittelt zu werden,
nicht jedoch auf homogenen Substraten. Um zu untersuchen, wie im Anschluss an die
Integrin-Aktivierung bzw. -Besetzung die zellulare Signalverarbeitung weiter vermittelt wird
und wie sich die Fibronektinverdinnung darauf auswirkt, wurden die entsprechenden

Determinationskoeffizienten in Tabelle 4.1 zusammen gestellt.

Tab. 4.1 Determinationskoeffizienten untersuchter Parameter in Abhangigkeit vom
Substrattyp und der aktiven Fibronektin-Konzentration

A549-Zellen wurden auf strukturierten Substraten mit 100% und 50% aktivem Fibronektin (aFN)
kultiviert. Nach der Farbung wurde die Flache des Integrin-Rezeptors, des Adaptermolekuls Paxillin
und des Signallingsmarkers pFAK bestimmt und im Bezug auf die Zellflache bzw. auf die von der
Zelle benutzte Fibronektin-Ligandenanzahl analysiert. Die Determinationskoeffizienten der
Wertepaare wurden nach Signifikanzgrad in drei Kategorien unterteilt, die verschieden farbig
markiert sind: R*>0.5 (rot) demonstriert eine signifikante Korrelation; 0.1<R?<0.5 (schwarz)
beschreibt eine Korrelation, die jedoch flr ein determinierendes Verhaltnis nicht ausreichend ist;
R2<0.1 (grau) ist nicht signifikant.

aFN |Determinations- Geometrische Substrate Homogene Substrate
(%) | koeffizient (R?) R1-Integrin| pFAK | Paxilin |R1-Integrin| pFAK | Paxillin
N Zellflache 0.7072 0.6446 0.2852 0.3911 0.2626 0.3973
o
© | Benutztes FN/Zelle 0.7176 0.6118 0.9096 0.5179 0.1906 0.0615
o Zellflache 0.6256 0.6380 0.6043 0.3364 0.4114 0.0114
o
Benutztes FN/Zelle 0.5462 0.3794 0.5031 0.0063 0.3489 0.0526
Benutztes FN pro Zelle Benutztes FN pro Zelle
§ Zellflache 0.8041 0.7340 0.3379 0.8136 0.6255 0.6905
3 Zellflache 0.6780 0.5360 0.6410 0.7492 0.6385 0.6937

Um den moglichen Einfluss des Substratypes zu untersuchen wurden die Daten nach der
Form der Ligandenprasentation in strukturiete und homogene Substrate und
entsprechend der untersuchten Fibronektinverdiinnung in Substrate mit 100% und 50%
aktivem Fibronektin eingeteilt und analysiert. Ein Determinationskoeffizient ab einem Wert
>0.5 wurde als signifikanter Wert zur Definition eines linearen Zusammenhanges beider
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Parameter angesehen (Tab. 4.1, rot). Werte zwischen 0.1 und 0.5 wurden als Korrelation
definiert, die jedoch nicht flir ein determinierendes Verhaltnis beider Variablen
ausreichend ist (Tab. 4.1, schwarz). Ein Determinationskoeffizient <0.1 wurde als nicht

ausreichend flr eine Signifikanzaussage eingestuft (Tab. 4.1, grau).

Auf strukturierten Substraten sowohl mit 100% als auch mit 50% aktivem Fibronektin
zeigen Ab549-Zellen eine gute Korrelation zwischen den untersuchten Parametern.
Lediglich 1/6 der R*Werte ist kleiner als 0.5. Diese Tatsache belegt, dass hier die
Zellflache sehr wahrscheinlich durch die Fibronektin-Ligandenmenge bestimmt wird. Die
Signalweiterleitung bzw. -verarbeitung erfolgt in einem linearen Verhaltnis Uber die
Fibronektin-Liganden zum Integrin-Rezeptor, und flhrt downstream Uber das
Adaptermolekdl Paxillin und das Signalprotein pFAK zur quantitativen Regulation der
Zellflache. Auf homogenen Substraten ist die Korrelation weniger eindeutig und scheint
eher auf nicht-lineare Weise kontrolliert zu werden. Bei Uber 60% der analysierten Paare
(11 von 18) sind die R?*-Werte kleiner als 0.5. Da die Uberwiegende Mehrheit der
Wertepaare mit starker linearer Korrelation (6 von 7) die Beziehung zwischen der
Zellflache und der Anzahl der benutzten Fibronektin-Moleklle beschreibt, wird die
Zellflache auf jeden Fall durch die Ligandenmenge bestimmt. Die signalweiterleitenden
Proteine Paxillin und pFAK spielen hierbei jedoch keine oder nur eine untergeordnete
Rolle. Zwischen den beiden untersuchten Fibronektin-Konzentrationen konnte hinsichtlich
der Signalverarbeitung kein Unterschied festgestellt werden. Fasst man die Daten beider
Fibronektin-Konzentrationen zusammen (Tab. 4.2), so zeigt sich tendenziell eine gute
Korrelation auf strukturierten Substraten im Gegensatz zu einem nicht-linearen
Zusammenhang auf homogen beschichteten Substraten. Grundsatzlich bleibt jedoch die
Korrelation zwischen der Zellflache und der benutzten Fibronektin-Ligandenmenge stets

erhalten.

Tab. 4.2 Generelle Korrelation auf strukturierten, jedoch nicht auf homogenen Substraten.

Tabellenlberschrift wie fur Tab. 4.1.

Geometrische Substrate Homogene Substrate

Determinations-

koeffizient (R?) R1-Integrin | pFAK Paxillin | R1-Integrin | pFAK Paxillin
Zellflache 0.6855 0.6332 0.5558 0.2909 0.4311 0.3855
Benutztes FN/Zelle | 0.5099 0.5555 0.7466 0.0652 0.4606 0.2223

Benutztes FN/Zelle

Benutztes FN/Zelle

Zellflache

0.6660

0.6791

0.5312

0.5088

0.6135

0.6777
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4.5 Zeitraffer-Analysen

Die bisherigen quantifizierten Daten wurden aus fixieten und immungefarbten
Zellkulturpraparaten gewonnen, die eine Momentaufnahme des Zellverhaltens unmittelbar
vor der Fixierung darstellen. Die Zell-ECM-Wechselwirkungen sind jedoch hoch-
dynamische Prozesse. Um die Dynamik der Integrin-Rezeptoren und des intrazellularen
Signallings auf den strukturierten Substraten zu untersuchen, wurden das Zellspreading
von B16- und A549-Zellen mittels Zeitrafferaufnahmen analysiert. Dazu wurde eine stabile
B16-R3-Integrin-EGFP-Linie eingesetzt und auf strukturierten vitronektinbeschichteten
Substraten kultiviert. Da keine stabil transfizierte A549-Linie vorhanden ist, wurde bei
diesen Zellen eine transiente Transfektion mit a5-Integrin-EGFP oder Paxillin-EGFP
durchgefthrt. Die A549-Zellen wurden im Anschluss auf fibronektinbeschichteten
Substraten kultiviert und analysiert. Die Sequenzen der Video-Zeitrafferaufnahme sind in
Abb. 4.16 gezeigt. Die Aufnahme startete ca. 30 min nach der Aussaat der Zellen und
endete 30 min spater. Die Bildaufnahme erfolgte im Minutentakt. Gezeigt sind Einzelbilder
verschiedener Zeitpunkte (0, 10, 20 und 30 min).

4.5.1 Dynamische Verteilung signalverarbeitender Kontaktproteine

In Kapitel 4.3 wurden anhand immunohistochemischer Farbung gezeigt, dass sich die
Verteilung des Integrin-Rezeptors von der Verteilung der Adapter- und Signallingproteine
in den Zell-Matrix-Kontakten unterscheidet. Die Analyse der Zeitrafferaufnahmen bietet
nun die Mdéglichkeit, den dynamischen Verlauf signalverarbeitender Proteine wahrend des
Spreadings und der Migration in lebenden Zellen mit einzubeziehen. Abb. 4.16 A zeigt
vier Zeitpunkte wahrend der 30minutigen Kultivierung einer B16-R3-Integrin-Zelle auf
einem vitronektinbeschichteten Dot-Muster mit 1 um? Dots. Es ist klar erkennbar, dass der
R3-Integrin-Rezeptor Uber allen vitronektinbeschichteten Dots unter der Zelle akkumuliert.
Die Kontaktausbildung erfolgt dabei hochdynamisch mit der Bildung neuer Kontakte sowie
dem Abbau bereits bestehender Zell-Matrix-Kontakte. Die R3-Integrin-Verteilung Uber
allen zellbesetzten Dots ist auch auf dem 9 um? Dot-Muster (Abb. 4.16 B) deutlich gezeigt
und ist identisch zur a5-Integrin-Verteilung von A549-Zellen auf dem gleichen Dot-Muster
(Abb. 4.16 C). Ubereinstimmend mit der immunohistochemischen Farbung aus Kap. 4.3.2
ist das Adapterprotein Paxillin (Abb. 4.16 D und E, A549-Zellen gezeigt) dagegen nur in
peripheren Zell-Matrix-Kontakten angehauft. Abb. 4.16 D zeigt die Entstehung eines Zell-
Matrix-Kontaktes. Dieser ist zu Beginn des Spreading eher in Richtung des Zellzentrums
lokalisiert (Pfeil) und reift erst, nachdem sich ein in der Zellperipherie befindender Kontakt
auflést (Sternchen). Die hier gezeigte globale Verteilung des Integrin-Rezeptors und die
auf die Peripherie begrenzte Verteilung von Paxillin stimmen in lebenden B16 und A549-
Zellen mit den immunohistochemischen Ergebnissen fixierter Zellen (Kap. 4.3) iberein.
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Abb. 4.16 Zeitrafferaufnahme zeigt an Signalverarbeitung beteiligte Zellkontaktproteine

Einzelbilder zeigen lebende (A, B) B16-Zellen und (C, D, E) A549-Zellen, die GFP-gekoppelte
Integrin-Rezeptoren oder das Adapterprotein Paxillin exprimieren. Die Aufnahme startete ca.
30 min nach der Aussaat der Zellen auf Substraten mit Dot-Muster und endete 30 min spater. Die
Einzelbildaufnahme erfolgte im Minutentakt. Gezeigt sind Einzelbilder verschiedener Zeitpunkte (0,
10, 20 und 30 min). Die weilRe durchgezogene Linie definiert die Zellkontur zum Zeitpunkt t = 0
min. Die B16-R3-Integrin-Zelle auf dem 1 uym? Dot-Muster (A) zeigt im Vergleich zur B16-Zelle auf
dem 9 pm? Dotf-Muster (B) sowie zu den A549-Zellen auf beiden Dot-Mustern die hochste
Migrationsrate. Sowohl R3- (A, B) als auch a5-Integrine (C) clustern auf allen von Zellen besetzten
Dots. Paxillin (D, E) akkumuliert dagegen nur in der Zellperipherie. Der Pfeil in D zeigt auf einen
entstehenden Kontakt und das Sternchen kennzeichnet einen sich auflésenden Kontakt.

4.5.2 B16-Zellen sind viel beweglicher als A549-Zellen und die Mobilitat ist von der
Fibronektinbedeckung abhangig

Die Migration der Zellen ist ein dynamischer Prozess, wobei die Kontakte zwischen der
Zelle und der ECM-Matrix am Zellvorderende einem Aufbau, am Hinterende einem
standigen Abbau unterliegen. Zellen verschiedenen Gewebeursprungs weisen
naturbedingt  unterschiedliche = Beweglichkeiten auf. Die Zeitrafferaufnahmen
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verdeutlichen, dass die B16-Zellen gegenliber den A549-Zellen mobiler sind. In Abb. 4.16
ist die Zellkontur der Ausgangsposition zum Zeitpunkt t = 0 min eingezeichnet. Innerhalb
einer 30mindtigen Aufnahmezeit migrierte eine B16-Zelle auf einer geometrischer Struktur
bestehend aus 1 ym? Dots (Abb. 4.16 A) um ca. 30 um (Zellmitte). Im selben Zeitraum
und auf einem identischen Substrat hat eine A549-Zelle dagegen kaum Bewegung
gezeigt (Abb. 4.16 E). Die quantitative Analyse belegt, dass B16-Zellen auf den 1 ym?2
Dots eine Strecke von 29.82 + 2.29 um, auf den 9 uym? Dots 14.43 + 2.56 uym und auf
homogenen Substraten 15.39 + 3.37 uym zuriicklegen. Alle diese Werte unterscheiden
sich signifikant von denen der A549-Zellen (Abb. 4.17, Signifikanz mit einem Stern
angezeigt).
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Abb. 4.17 Migrationsrate ist abhangig vom Zelltyp und von der Substratbedeckung

Einzelbilder von Zeitrafferaufnahmen der B16-R3-EGFP-Zellen und transient mit a5-Integrin oder
Paxillin transfizierter A549-Zellen wurden hinsichtlich ihrer Zellbewegung bzw. der zuriickgelegten
Wegstrecke quantifiziert. Dazu wurde der lineare Abstand zwischen dem Zellzentrum zum
Zeitpunkt t = 0 min und t = 30 min gemittelt und mit dem Standardfehler aufgetragen. Die
untersuchte Zellzahl ist in Klammern angezeigt. Die B16-Zellen zeigen im Vergleich zu den A549-
Zellen substratunabhangig signifikant héhere Migrationsraten (*). B16-Zellen migrieren differenziert
in Abbhangigkeit vom Dot-Muster auf 1 pm? Dots signifikant schneller im Vergleich zu 9 um? Dots
sowie den homogenen Substraten (**). Die A549-Zellen zeigen keinen Migrationsunterschied auf
den verschiedenen Substraten. (Unabhangiger t-Test bei einer Signifikanzebene von p<0,05).
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Die Migrationsrate der B16-Zellen ist von der unterschiedlichen Substratbedeckung
abhangig. So zeigen sich auf Strukturen mit 9 ym? Dots (Abb. 4.16 B) und auf homogenen
Substraten signifikant kleiner Migrationsraten als auf den 1 ym? Dot-Struktur (Abb. 4.17,
Signifikanz mit zwei Sternchen angezeigt). Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die
erhdohte Mobilitdt der B16-Zellen nicht nur auf die gesteigerte zelltypspezifische
Migrationsgeschwindigkeit zurlickzufiihren ist, sondern auch vom Substrat abhangig ist.

4.6 Zellspreading auf dem quadratischen Muster wird nur durch die
FN-Verdliinnung, jedoch nicht durch die Geometrie beeinflusst

Die bisher gezeigten Ergebnisse demonstrieren eindeutig, dass die Zellflache durch die
Fibronektin-Ligandenmenge auf dem Substrat kontrolliert wird. Auf den strukturierten
Substraten erfolgt die Signalverarbeitung in Form einer quantitativen Belegung bzw.
Aktivierung der Integrin-Rezeptoren und deren nachfolgenden intrazellularen Signalling-
proteine. Der Mechanismus auf homogenen Substraten ist dagegen noch unklar. Der
Einsatz von den quadratischen Mustern bietet zusatzlich die Moglichkeit, auf einer
definierten Flache die Fibronektin-Menge durch die geometrische Mustervielfalt und die
Fibronektinverdinnung zu variieren. Der Vorteil dieser Muster besteht in der

Untersuchung des Zellspreadings bei vordefinierter Begrenzung.

4.6.1 Zellflache auf quadratischem Muster @ndert sich nur mit der FN-Verdiinnung

A549-Zellen wurden auf Substraten mit Quadrat-Mustern und unterschiedlichen
Fibronektin-Konzentrationen fiir 80 min unter Standardbedingungen kultiviert. Anhand der
immunohistochemischen Farbung wurde die Zellflache mit der AxioVision-Software
bestimmt. Dazu wurden die Zellen nach der relativen Gréflke im Verhaltnis zu dem unter
ihnen liegenden Quadrat in drei Kategorien eingeteilt: 1) Zellen, die auf >70% der
Fibronektin-Quadratflache spreaden, 2) Zellen, deren Flache zwischen 30 - 70% eines
Quadrats entspricht und 3) Zellen, die auf <30% des Quadrats adharieren. In Abb. 4.14
sind typische Zellen der drei Kategorien gezeigt, die auf unterschiedlichen Quadrat-
Mustern spreaden. Der prozentuale Anteil der drei Spreading-Kategorien wurde in Bezug
auf die Fibronektinverdiinnung gegen die untersuchten quadratischen Muster (Abb. 3.1)
aufgetragen.

Bei einer Beschichtung mit 100% aktivem Fibronektin ist auf den Quadraten mit einer
Kantenlange von 30 um der Anteil groer Zellen (Kategorie 1) im Vergleich zu den
Quadraten mit 40 ym Kantenldange mehr als verdoppelt (Abb. 4.14). Dementsprechend
verringert sich die Anzahl kleiner Zellen in Kategorie 3 signifikant. Die Anzahl mittelgrofl3er
Zellen bleibt fast unverandert. Innerhalb der groRen Quadrate (erste 5 Balken in den
Verdunnungen) oder innerhalb der kleinen Quadrate (letzte 5 Balken) ist kein signifikanter
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Abb. 4.18 Zellspreading auf quadratischen Mustern mit verschiedenen FN-Verdiinnungen

A549-Zellen wurden auf Quadrat-Flachen-Muster mit 100%, 50%, 20% oder 10% aktivem
Fibronektin fur 80 min unter Standardbedingungen kultiviert. Nach der Fixierung wurden die
Praparate immunohistochemisch angefarbt. Die Flache einzeln gespreadeter Zellen wurde
bestimmt und nach der relativen Gro3e zu dem darunter liegenden Quadrat in drei Kategorien
eingeteilt: 1) Zellen, die auf >70% der Fibronektin-Quadratflache spreaden, 2) Zellen, deren Flache
zwischen 30 - 70% eines Quadrats entspricht und 3) Zellen, die auf <30% eines Quadrats
adharieren. Die drei Zellkategorien sind rechts mit reprasentativen Zellen auf unterschiedlichen
Quadrattypen dargestellt (blau: FN; grtn: Aktin). Der prozentuale Anteil der drei Kategorien wurde
nach der Fibronektinverdinnung gegen die Quadrattypen aufgetragen. In der x-Achse sind die
entsprechenden fibronektingefarbten Quadrate gezeigt. Der Anteil gut ausgebreiteter Zellen
(Kategorie 1) nimmt mit hoherer aktiver Fibronektin-Konzentration zu. Die Anderung der
Fibronektinbedeckung durch die Geometrie zeigt keinen signifikanten Einfluss auf das
Zellspreading. Mal3stabsbalken: 20 um.
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Unterschied festzustellen, obwohl sich die absolute Fibronektin-Ligandenzahl aufgrund
der Aussparungen (Abb. 3.1) unterscheidet. Diese Tendenz gilt fir alle vier untersuchten
Fibronektin-Konzentrationen.  Vergleicht man jeweils einen Quadrattyp bei
unterschiedlichen Fibronektin-Konzentrationen, wird ein Anstieg des Anteils gut
gespreadeter Zellen (Kategorie 3) mit zunehmender Fibronektin-Konzentration
unabhéangig von der Quadrat-Grundflache deutlich. Auch die Anzahl der Zellen mittlerer
Grofle nimmt auf den grof’en Quadraten abhangig von der Fibronektinverdiinnung zu,
bleibt auf den kleinen Quadraten jedoch fast unverandert. Insgesamt wird die ZellgroRRe
nur durch die Fibronektin-Konzentration bzw. Ligandendichte, jedoch nicht durch die
geometrische Aussparung bzw. geometrische Fibronektinbedeckung bestimmt.

4.6.2 Zellflache auf dem quadratischen Muster wird allein durch FN-Verdiinnung
beeinfluft

Die Grofienverteilung der A549-Zellen auf den Quadraten wird nur durch die Fibronektin-
verdiinnung beeinflusst, jedoch nicht durch die Anderung der geometrischen Bedeckung
aufgrund von Aussparungen in den Quadraten. Des Weiteren spielt die Quadrat-
Grundflache eine Rolle bei der Einteilung der Zellen, da auf den kleinen Quadraten der
Anteil groRRer Zellen stets groRer ist als auf den grofien Quadraten. Die mogliche Ursache
liegt darin, dass die Zellen auf kleinen Quadraten mit entsprechend kleiner absoluter
Grundflache eine bestimmte relative Zellflache einfacher ausbilden kénnen.

In Abb. 4.19 sind Daten von 8419 vermessenen Zellen gezeigt, die auf zehn
verschiedenen Quadrattypen adharieren, die mit jeweils vier unterschiedlichen
Fibronektin-Konzentrationen beschichtet wurden. Auf dem Quadrat-Muster betragt die
maximale Zellflache der A549-Zelllinie lediglich ca. 850 ym?2. Auf dem in Kap. 4.2.3
untersuchten Dot-Muster ist die Flache mit ca. 1850 um? dagegen wesentlich grofier. Die
resultierenden Zellflachen nach der Fibronektinverdiinnung stimmen musterunabhangig
Uberein. Bei einer Beschichtung mit 10% aktivem Fibronektin auf dem Quadratmuster
halbiert sich die Zellflache auf ca. 400 um? auf den Dot-Mustern mit identischer
Fibronektin-Konzentration betragt die Flache vergleichbar ca. 550 ym>.

Die verschiedenen Quadrattypen zeigen kaum einen Einfluss auf die Zellflache. Diese
bleibt zwar nicht vollstandig konstant, zeigt jedoch auch keine klare Tendenz zur
ZellflachenvergroRerung bei zunehmender Fibronektinbedeckung. Auf unterschiedlichen
Quadrat-Mustern gespreadete Zellen zeigen lediglich eine direkte Korrelation zwischen
der Zellflache und der Fibronektinverdinnung.

77



4 Ergebnisse

1000 -

3800
—~ 700 N —}’ = _T\T MA\;
3 600 i _
S T :
£ 500 . - = ; - :
@ T 1 o — -
= 400 = . T - I I
u) i
N 300

20 —e—100° =509

06 8519 Zellen 20%0 TD":

0 T T T T T T T T T 1

tlg 1292 32 t2g1  t3g1 tk  t2k2  t3k2 k1 t3k1

Quadrattyp und theoretische FN-Bedeckung

Abb. 4.19 A549-Zellflache ist auf Quadrat-Muster von FN-Verdiinnung abhéngig

Die fir die Abb. 4.18 bestimmten Zellflachen wurden nach der Fibronektinverdiinnung fir jeden
Quadrattyp gemittelt. Die Mittelwerte wurden mit dem Standardfehler gegen den jeweils
analysierten Quadrattyp aufgetragen. Die Zellflache verkleinert sich in Abhangigkeit von der
Fibronektinverdiinnung. Es ist keine klare Tendenz erkennbar, dass hier die Zellflache durch die
geometrische Bedeckung (in Prozent unter x-Achse angegeben) aufgrund der Aussparung in den
Quadraten beeinflusst wird. MaRstabsbalken: 20 pm.
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Lebende Zellen stehen in standiger Wechselwirkung mit der extrazellularen Matrix (ECM)
und verarbeiten dabei sowohl physikalische als auch chemische Informationen in ihrer
Umgebung. Auf diese externen Signale reagieren sie durch Anpassung ihres Verhaltens
beispielsweise mittels Umorganisation der Zytoskelettkomponenten. Des Weiteren
kébnnen sie ihre Umgebung auch aktiv durch den Umbau der extrazelluldaren Matrix
modifizieren. Um auf die externen Signale adaquat zu reagieren, missen die Zellen
zunachst feststellen, welche Art von Signal eingegangen ist. Die physikalischen
Eigenschaften der ECM werden beispielsweise durch aktive Kontraktion bzw. Ausbildung
intrazellularer Zugkrafte erfasst (Geiger et al. 2009). Um biochemische Signale in der
Umgebung wahrzunehmen, muss die Zelle erstens die Art des Signals feststellen, und
zweitens dessen Starke messen. Wahrend die chemische Spezifitat der Liganden durch
spezifische Rezeptoren detektiert wird, ist die Wahrnehmung der Ligandenmenge noch
unklar. In vitro Experimente zeigen, dass die Ligandendichte eine entscheidende Rolle bei
vielen zelluldren Vorgangen, sowohl kurzzeitigen Prozessen wie Adhasion, Spreading und
Migration, als auch langzeitige Vorgange wie Wachstum und Differenzierung (Kap. 2.5),
spielt. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, anhand mikrostrukturierter geometrischer
Substrate und unter Verwendung von Zellen unterschiedlichen Gewebeursprungs zu
untersuchen, ob die Substratgeometrie einen Einfluss auf das Zellverhalten hat und ob die
untersuchten ECM-Liganden zelltypunabhangig quantifiziert werden koénnen. Des
Weiteren sollten mittels quantitativer Bildanalyse immunohistochemischer Zellkultur-
praparate die Komponenten der ECM-induzierten Signalverarbeitung quantifiziert und ein
allgemein gultiger Mechanismus erarbeitet werden, wie die Zellen die zur Verfligung
stehenden Liganden auslesen und benutzen.

5.1 Anzahl zur Verfugung stehender Liganden wird unabhangig von
der Geometrie quantitativ wahrgenommen

Zahlreiche Studien belegen, dass die Zellen in der Lage sind, die zur Verfligung stehende
Ligandenanzahl zu erkennen. Die Literaturdaten liefern jedoch widersprichliche Angaben
Uber die Art der Zellraktion. Wahrend in einigen Exprimenten auf homogen beschichteten
Substraten eine biphasische Anderung der Zellfliche in Verhaltnis zur Ligandendichte
gezeigt wurde (Engler et al. 2004; Gaudet et al. 2003; Massia und Hubbell 1991),
demonstrierten andere Experimente dagegen einen monophasischen Verlauf mit stetig
steigender Zellflache, die in einem abschlieRenden Flachenmaximum resultiert (Mooney
et al. 1995; Rhoads und Guan 2007). Es ist allgemein anerkannt, dass die Substrat-
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geometrie die Zellform bedingt und somit die Zellfunktion beeinflusst wird (Kap. 2.6).
Wahrend Chen et al. 1998 zu dem Ergebnis kamen, dass lediglich die Substratgeometrie,
jedoch nicht die absolute Ligandenmenge, die Zellflache bestimmt, zeigten dagegen
Lehnert et al. 2004, dass die Zellflache allein durch die zur Verfiigung stehende Menge
der Liganden, jedoch nicht durch die Geometrie der Substrate kontrolliert wird. Die
Ursache flr diese widersprichlichen Ergebnisse koénnten an grundsatzlichen
Unterschieden im experimentellen Ansatz liegen: Einerseits konnten die von Chen et al.
untersuchten Epithelzellen (ber andere Regulationsmechanismen verfligen als die
fibroblastenahnlichen Zellen, die von Lehnert et al. eingesetzt wurden, da sich der
Gewebeursprung und somit die in vivo Zusammensetzung und Organisation der ECM
deutlich unterscheiden. Des Weiteren untersuchten Chen und Mitarbeiter Langzeiteffekte
bis zu 24 Stunden, die auch einen Einfluss auf die Zellreaktion haben konnten. Im
Vergleich dazu untersuchten Lehnert et al. Kurzzeiteffekte bis zu 1 h. Unterschiede zeigen
sich ebenso in der experimentellen Substratvielfalt und damit einhergehend in der
statistischen Aussagekraft. Wahrend Chen und Mitarbeiter lediglich drei Substrat-
geometrien untersuchten, analysierten Lehnert et al mehr als zehn verschiedene
Substratgeometrien.

Um neue Einblicke in die mechanistische Verarbeitung extrazellularer Signale zu
gewinnen, wird in der vorliegenden Arbeit zusatzlich zu der geometrischen Mustervielfalt
die Menge an aktiven Liganden durch definierte Proteinverdiinnung kontrolliert. Die
Kombination beider Methoden liefert somit eine weit hdhere Variabilitdt und Substrat-
vielfalt. Um eine allgemein giiltige Aussage treffen zu kénnen, wurden drei verschiedene
adharente Zelllinien unterschiedlicher Herkunft untersucht: die humane epitheliale A549-
Zelllinie aus der Lunge, die parenchymale BRL-Zelllinie (Buffalo-Rat-Liver) aus der Leber
der Ratte und die fibroblastenahnliche B16- Melanoma-Zelllinie aus der Maus.

5.1.1 Ligandenanzahl wird unabhidngig von Zelltyp und Gewebeursprung
quantifiziert

Durch Kombination der Methode des Microcontactprintings (MCP) mit definierter
Fibronektinverdinnung konnte in dieser Arbeit eine enorme Variabilitdt der Substrat-
bedeckung erzielt werden. Diese ermdglichte die Realisierung unterschiedlicher Protein-
bedeckungen bei konstanter Geometrie um zu untersuchen, ob entweder die
Substratgeometrie oder die Ligandendichte fliir das Zellspreading entscheidend ist. Nach
Kultivierung von drei Zelltypen unterschiedlichen Gewebeursprungs auf diesen Substraten
zeigt sich eine verdinnungsunabhangige Zunahme der Anzahl adharierter Zellen (Abb.
44 C und D) sowie der Zellflache (Abb. 4.7 A" - C’) bei steigender geometrischer
Fibronektinbedeckung (in Prozent). Gleichzeitig nehmen die Anzahl adharierter Zellen und
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deren Zellflache mit der Konzentration des aktiven Fibronektins zu. Bei ansteigender
effektiver Fibronektinbedeckung (FN-Molekile/um?), die sich aus der Kombination von
vielfaltigen Geometrien und Fibronektinverdiinnungen ergibt, zeigen alle untersuchten
Zellen eine Zunahme der Zellflache im Bereich mit niedriger Proteinbedeckung, die bei
hoheren Bedeckung in die Sattigung tbergeht (Abb. 4.4 A und B, Abb. 4.7 A - C). Somit
scheinen alle drei untersuchten Zelltypen unbeeinflusst durch die Substratgeometrie in
der Lage zu sein, die zur Verfigung stehenden ECM-Molekiile quantitativ zu errechnen
und mit entsprechender FlachenvergréRerung darauf zu reagieren. Die Reproduzierbar-
keit und Allgemeingliltigkeit dieses Ergebnisses zeigt sich sowohl bei der Quantifizierung
des Integrin-Rezeptors von A549-Zellen (Abb. 4.12), als auch im Zellverhalten zweier
weiterer Zelllinien. So sind &hnliche Tendenzen in der Zunahme der Zellflache in
Abhangigkeit von der effektiven Fibronektinbedeckung auch bei NRK- (normal rat kidney)
und MEF-Zellen (mouse embryonal fibroblasts) beobachtet worden (Daten nicht gezeigt).

Mit Beginn des ersten Kontakts zwischen den Zellen und der ECM beginnt der Spreading-
Vorgang. Dabei tasten die Zellen mit Hilfe ihrer Filopodien und Lamellipodien die
Umgebung ab. Bei gunstigen Bedingungen bilden sie Zell-Matrix-Kontakte und breiten
sich flachig aus (Kap. 2.3). Auf homogenen Substraten kdnnen Zellen in beliebigen
Richtungen uneingeschrankt spreaden und sind nach ihrer Ausbreitung meist auf dem
Substrat abgeflacht. Dabei zeigte sich bei Verringerung der Ligandendichte durch
Verdunnung eine positive Korrelation der Zellflache mit der Konzentration der
extrazelluldaren Matrixproteine (Kap. 2.5.2). Auf strukturierten Substraten wird das
Zellspreading dagegen durch die Substratgeometrie begrenzt. Um spreaden zu konnen,
muassen die Zellen antiadhasive Bereiche Uberbriicken. Die gespreadeten Zellen passen
dabei ihre Form der Geometrie der Substrate an (Chen et al., 1997; Singhvi et al., 1994),
wobei das Zellverhalten bestimmten geometrischen Grenzen unterliegt (Lehnert et al.,
2004). Wahrend Substrate, deren adhasive Bereiche Abstande von <2 um aufweisen,
keinen offensichtlichen Einfluss auf die Zellmorphologie austben, entstehen auf Substrat-
geometrien mit Abstdnden =4 ym geometrische Zellformen. Dieser Effekt verdeutlicht sich

mit zunehmendem antiadhasivem Abstand.

Auf dem hier untersuchten Dot-Muster befinden sich sechzehn Bahnen, die zwei
verschiedene Dot-Grolen und acht unterschiedliche Dot-Abstande aufweisen. In
Kombination mit vier Fibronektin-Konzentrationen ergeben sich somit 64 verschiedene
Bedeckungsmaglichkeiten, die sich durch definierte effektive Fibronektinbedeckungen
auszeichnen. Trotz der enormen Vielfalt in Geometrie und Bedeckung wird die Zellflache
von funf unterschiedlichen Zelltypen einheitlich sigmoidal tber die effektive Fibronektin-
bedeckung integriert. Die Geometrie spielt dabei keine Rolle. Beispielsweise gibt es
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keinen signifikanten Unterschied in der Zellflache auf Substraten mit einer einheitlichen
effektiven Bedeckung von ca. 500 FN-Molekile/um?, die entweder durch homogene
Beschichtung mit 50% aktivem Fibronektin oder durch Bindung von 100% aktivem
Fibronektin auf eine ca. 50% geometrisch bedeckte Oberflache erzielt wurde (Abb. 4.7,
unabhangiger t-Test bei p<0.05). Diese Ergebnisse belegen, dass die Zellflaiche allein
durch die Ligandendichte unabhangig von der Geometrie reguliert ist. Entscheidend ist
dabei nur, wie grol3 der proteinbedeckte Anteil der Oberflache bei der Strukturierung ist

und wieviel Fibronektinmolektle davon aktiv sind.

5.1.2 Zellitypspezifische Reaktionen beziiglich der Ligandendichte

Die hier untersuchten Zellen kommen in vivo in sehr unterschiedlichen Geweben vor und
Uben entsprechend vielfaltige Funktionen aus. Trotz der Diversitat ihrer Herkunft zeigen
alle drei untersuchten Zelltypen abhangig von der Ligandendichte identische Anderungs-
profile in der Anzahl adharierter Zellen und der Zellflache. Dennoch werden auf den
untersuchten  Substraten  zelltypspezifische Verhaltensweisen  deutlich. Erste
morphologische Unterschiede zwischen A549- und BRL-Zellen zeigen rasterelektronische
Aufnahmen. Im Gegensatz zur homogen glatten Oberflache der BRL-Zellen weisen die
A549-Zellen zahlreiche Mikrovilli und unterschiedlich groRe kugelformige Strukturen auf
der Zelloberflache auf, die wahrscheinlich auf die urspriingliche Funktion der Zellen
zurtckzufiihren sind. Alveolare Epithelzellen wie A549-Zellen sekretieren in vivo
komplexe Lipoproteine, die die oberflachenaktiven Eigenschaften der inneren
Lungenoberflache bestimmen (Lieber et al. 1976).

Erste quantitative Unterschiede sind durch die Anzahl der adhéarierten Zellen auf den
Substraten belegt. Wahrend bei gleicher Dichte in der Zellaussaat auf einer Musterbahn
ca. 230 A549-Zellen adharieren, haften fast doppelt so viele BRL-Zellen (Abb. 4.4). Beide
Zelltypen bendtigen ungefahr die gleiche Anzahl an Fibronektinmolekilen fir eine
vergleichbare Anzahl adharierter Zellen. Fur eine maximale Adhasionsanzahl brauchen
BRL-Zellen jedoch fast doppelt so viel Fibronektinliganden wie die A549 Zellen. Die
Fahigkeit der A549-Zellen, antiadhasive Distanzen zu Uberbriicken, ist im Vergleich zu
BRL-Zellen starker ausgepragt. Sowohl auf den groRen 9 um? Dot-Mustern als auch auf
den kleinen 1 um? Dot-Mustern Uberbriicken sie im Vergleich zu den BRL-Zellen
signifikant groRere Dot-Abstande. Dieser Effekt wird bei allen untersuchten Fibronektin-
Konzentrationen beobachtet. Nicht nur die Distanztberbrickung, auch die Ausbildung der
Zellflache ist zelltypabhangig. Die epithelialen A549-Zellen sind mit einer Flache von
1852.22 + 98.86 um? ca. 300 um? grofRer als die parenchymalen BRL-Zellen, die eine
Flache von 1544 + 49.01 um? aufweisen (Abb. 4.7). Die fibroblastenahnlichen B16-Zellen
stellen mit einer Grofie von lediglich 1350.13 £ 90.03 um? die kleinste der drei Zelllinien

82



5 Diskussion

dar. Die Grundflache der untersuchten Musterbahn ist jedoch nicht der limitierende
Faktor. Da jede Musterbahn eine Flache von 2000 x 400 pm? aufweist (Abb. 3.2), kénnen
sich so theoretisch mindestens 430 A549-Zellen oder 520 BRL-Zellen, auch bei Erreichen
ihrer maximalen Flache, ausbreiten. Diese Zahl wird bei keinem der beiden Zelltypen
erreicht, auch wenn unter experimentellen Bedingungen eine Vielzahl der Zellen unter
dem Flachenmaximum spreadet.

Des Weiteren zeigen die untersuchten Zellen gewebespezifisch eine unterschiedliche
Toleranz in Bezug auf die Fibronektinverdinnung. Bei epithelialen A549- und
parenchymalen BRL-Zellen vermindert sich deren Zellflache um ca. 500 pym? bei einer
Fibronektinverdinnung von 50%. Eine vergleichbare Verminderung der Zellflache wird bei
den fibroblastendhnlichen B16-Zellen bei einem Proteinanteil von nur noch 5% aktivem
Fibronektin erzielt. Das heif’t, dass die epithelialen A549- und die parenchymalen BRL-
Zellen viel empfindlicher auf die Fibronektinverdinnung reagieren als die fibroblasten-
ahnlichen B16-Zellen. Die Fibroblasten sind in vivo in einem lockeren dreidimensionalen
ECM-Netzwerk eingebettet und aufgespannt, das weit verteilte, einzelne Liganden auf
vielfaltigen Filamenten bietet. Die Epithelzellen dagegen sitzen auf einer engmaschigen
Basallamina, die den Zellen annahrend eine homogene Kontaktflache anbietet. Daher
kénnten die epithelialen A549-Zellen auf eine hohe Ligandendichte angewiesen sein, so
dass kleine Anderung in der Ligandendichte starke Effekte ausldsen kénnte. Im
Gegensatz dazu spreaden die fibroblastenahnlichen B16-Zellen in vivo bei niedriger
Ligandendichte und zeigen erst bei stark verringertem Ligandenangebot Zellreaktionen.

In Hinblick auf das Migrationsverhalten unterscheiden sich auch die A549-Zellen von den
B16-Zellen. Wahrend B16-Zellen mit einer hohen Geschwindigkeit von ca. 60 um/h
migrieren, andern die A549-Zellen auf dem selben 1 uym? Dot-Muster ihre Position um
weniger als 5 ym im Untersuchungszeitraum von 30 min. Die Migrationsrate der B16-
Zellen ist ebenfalls von dem unterliegenden Substrattyp abhangig. So ist die Positions-
anderung dieser Zellen auf den groRen 9 upm? Dot-Mustern sowie auf homogenen
Substraten halbiert.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass trotz aller zelltypspezifischen Unterschiede
bezlglich der Anzahl adharierter Zellen, der maximalen Zellflache sowie der
Migrationsrate generell die Zellflache durch die Ligandendichte bestimmt wird. Alle Zellen
sind unabhangig vom Gewebeursprung in der Lage, die Anzahl der ECM-Liganden in
ihrer Umgebung zu quantifizieren.
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5.1.3 Zellflaichenanderung auf Quadratmuster nur nach Fibronektinverdiinnung

Der Vorteil des quadratischen Musters gegeniber dem Dot-Muster besteht darin, dass
das Zellspreading bei definierter geometrischer Bedeckung untersucht und somit
zusatzlich die zellulare Adhasionsflache begrenzt werden kann. Die Kombination mit der
Fibronektinverdinnung erweitert auch hier die Vielfalt in der Herstellung effektiver
Substratbedeckungen. Epitheliale A549-Zellen zeigen eine verdinnungsabhangige
Abnahme der Zellflache (Abb. 4.19) von ca. 800 ym? bei 100% aktivem Fibronektin bis
ca. 400 um? bei einer Fibronektinaktivitdt von 10% auf allen Quadratformen. Die
quadratischen Muster bestehen aus zehn unterschiedlichen Quadrattypen, die theoretisch
drei verschiedene geometrische Bedeckungen von 40, 70 und 100% aufweisen (Abb.
3.1). Die tatsachliche Bedeckung ist aufgrund des Stempelvorgangs jedoch wesentlich
héher. Fir die Quadrate, die durch Einsparungen theoretische Bedeckungen von 40%
und 70% aufweisen, sind tatsachliche Bedeckungen von 68.64 + 2.37% bzw. 84.49 +
1.47% gemessen worden. Bei einer Beschichtung mit 100% aktivem Fibronektin sollten
alle Zelllinien auf allen untersuchten Quadrattypen ihre maximale Flache erreichen
kénnen. Allerdings ist die durchschnittliche Zellflache viel kleiner als das auf homogenen
Substraten ermittelte Zellflachen-Maximum. Die Ursache fur das vermehrte Auftreten
kleiner Zellen (Abb. 4.18) konnte an der Begrenzung der Zellausbreitung durch das
adhasive Quadrat liegen. Die Quadrate haben entweder eine Flache von ca. 1850 pym?
oder ca. 1100 ym?, die durch einen antiadhdsiven Abstand von 40 um voneinander
getrennt sind. Dieser Abstand zwischen den adhasiven Bereichen ist von den Zellen nicht
Uberbrickbar (Abb. 4.5). Adhériert eine Zelle zufallig in der Peripherie des Quadrats und
nicht in dessen Mitte, kann sie sich nur in eine Richung ausbreiten. Das stellt gegenliber
grol¥flachigen Substraten, auf denen sich die Zellen uneingeschrankt im Rahmen ihrer
geometrischen Limitierung ausbreiten kdnnen, einen groflen Nachteil dar. Zusatzlich
bilden die Zellen im Falle der Adh&sion in der Quadratperipherie sogleich an der Kante
des adhasiven Bereiches Zell-Matrix-Kontakte aus, die wahrend des Spreadings verstarkt
werden und die Ausbreitung in Richtung der gegenulberliegenden Seite erschweren
kénnten. Daher haften vermutlich viele Zellen nur am Rand eines Quadrates und kénnen
sich nicht richtig ausbreiten. Auf Substraten mit groRen Quadraten, die mit 100% aktivem
Fibronektin beschichtet sind, betragt dieser Anteil an Zellen ca. 40%. Mit zunehmender
Fibronektinverdiinnung kann der Anteil solcher kleiner Zellen bis zu 80% betragen (Abb.
4.18). Auf den kleinen Quadraten ist der Anteil solcher Zellen zwar kleiner, aber die
Grundflache der Quadrate ist auch kleiner als bei den grol3en Quadraten. Daher haben
die relativ vergroRerten Zellen nicht unbedingt eine grof3ere Flache. Alle diese Faktoren
zusammen fuhren sehr wahrscheinlich dazu, dass die Zellflache auf dem quadratischen

Mustern im Vergleich zum Dot-Muster kleiner ist. Trotz der Begrenzung durch die
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adhasiven Bereiche und infolgedessen kleinerer Spreadingflachen nimmt allgemein die
Zellflache eindeutig mit der Fibronektinverdinnung ab. Somit konnten auf weiteren
Substratgeometrien gezeigt werden, dass die Zellflache allein durch die Ligandendichte
bestimmt ist.

5.2 Liganden auf strukturierten und homogenen Substraten werden
unterschiedlich verrechnet

In der Vergangenheit wurde bereits sowohl bei den Verdinnungsexperimenten als auch
auf strukturierten Substraten neben der Anderung der Zellfliche auch stets eine
veranderte Ausbildung von Zell-Matrix-Kontakten beschrieben (Arnold et al. 2004;
Belisario et al. 2005; Massia und Hubbell 1991). Da Zell-Matrix-Kontakte die Informations-
austauschstellen zwischen den Zellen und ihrer Umgebung darstellen, ist anzunehmen,
dass Uber diese Kontakte die Ligandenanzahl verrechnet wird. Um zu untersuchen,
welche zelluldren Mechanismen zur Vermessung der Ligandenanzahl Anwendung finden,
wurden reprasentative, an der Interaktion zwischen der Zelle und der ECM beteiligte

Proteine, sowohl qualitativ als auch quantitativ analysiert.

5.2.1 Unterschiedliche Verteilungsmuster der Zell-Matix-Kontaktproteine

Werden epitheliale A549-Zellen als auch parenchymale BRL-Zellen auf gleichen Dot-
Mustern kultiviert, zeigt das Adapterprotein Paxillin eine von der Fibronektinverdiinnung
abhangige Verminderung in der Anzahl und Qualitadt der Kontakte (Abb. 4.9). Der selbe
Effekt wurde auch bei fibroblastenahnlichen B16-Zellen beschrieben (Jiang 2006). Beim
Zellspreading flachen die Zellen ab und breiten sich auf dem Substrat aus. Dieser
Prozess wird durch das Clustern der Integrine induziert und I6st eine intrazellulare
Signaltransduktion aus. Eine erste Zell-ECM-Adhasion kann aber auch ohne Wechsel-
wirkung der Integrine mit ihren Liganden erfolgen (Zhang et al. 2008). Zum Beispiel
adharieren die Zellen auch auf mit Poly-Lysin beschichteten Substraten (Lehnert et al.
2004). Solche Zell-Matrix-Kontakte kénnen durch Zelloberflachenmolekile wie
Hyaluronan vermittelt werden (Zimerman et al. 2004). Fir weitere nachfolgende aktive
Spreadingprozesse ist jedoch die integrinvermittelte Signaltransduktion erforderlich. Nach
Aktivierung durch ihre Liganden bilden die in der Zellmembran frei beweglichen Integrine
(Duband et al. 1988) Cluster. Auf der intrazellularen Seite dieser Integrin-Cluster wird eine
Reihe unterschiedlicher Proteine rekrutiert, die verschiedene Funktionen bei der
Signalweiterleitung ausiben (Kap. 2.2.3). In Folge dessen werden Fokalkomplexe
ausgebildet, die Uber ihren intrazellularen Signalweg die Aktivitdt der Rho-GTPasen und
somit die Ausbildung von Filopodien und Lamellipodien kontrollieren (Faix et al. 2009).
Die Aktivitdt der kleinen GTPase RhoA wird zu diesem Zeitpunkt méglicherweise durch
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die focal adhesion kinase (FAK) unterdrickt (Ren et al. 2000). Der Spreading-Prozess
setzt sich mit der Entwicklung von Rac1-abhangigen Lamellipodien sowie Cdc42-
abhangigen Filopodien fort, die die Ausbreitung der Zellen ermdéglichen (Ladwein und
Rottner 2008; Lauffenburger und Horwitz 1996). Die Effektoren der Integrin-
Signaltransduktion kénnen auch Uber andere Membranrezeptoren, wie z.B. Rezeptoren
fur verschiedene Wachstumsfaktoren, kontrolliert werden (Kap. 1.3.1), die dann ebenfalls
regulierend in das Zellspreading eingreifen. In dieser Arbeit wurde bei der Durchfihrung
der Experimente ausschlielBlich Medium ohne Serumzusatz verwendet, um substrat-
unabhangiges Spreading, das beispielsweise durch |6sliche Wachstumsfaktoren im
Serum hervorgerufen wird, zu vermeiden. Somit sind die substratgebundenen Integrin-

Liganden alleinige Ausloser der Integrin-Signaltransduktion.

Es liegen unterschiedliche Angaben Uber die minimale Dichte, bei der die Fokalkontakte
noch ausgebildet werden kénnen, vor. Massia und Hubbell 1991 zeigten mit einfachen
Verdinnungsexperimenten, dass eine RGD-Dichte von 60 RGD/um? fir die Ausbildung
der Fokalkontakte ausreichend ist. Anhand besser kontrollierbarer Gold-Nanodot-
Substrate mit RGD-Beschichtung fanden dagegen Arnold et al. 2004, dass fir den selben
Effekt mindestens 420 RGD/um? bendtigt werden. Der effektive Abstand zwischen zwei
benachbarten RGD-Molekiilen ist somit in einem Bereich zwischen 58 nm (Arnold et al.
2004) und 140 nm (Massia und Hubbell 1991) zu erwarten. Die am Clustern der Integrine
beteiligten Molekile Talin und a-Actinin weisen beide eine Lange von ca. 60 nm auf.
Arnold et al begriinden basierend auf dieser Proteinlange ihre Beobachtung, dass Zellen
bei Ligandenabstanden von 58 nm noch Zell-Matrix-Kontakte ausbilden kdnnen, jedoch
bei groRerem Abstand ab 73 nm die Kontaktausbildung verhindert ist. Da dieser
Ligandenabstand von 73 nm die Proteinlange von Talin und a-Actinin Gbersteigt, kann
moglicherweise das Clustern der Integrinmolekile nicht mehr erfolgen. In der hier
vorgestellten Arbeit wird fir die untersuchten Substrate eine Fibronektin-Ligandendichte
von 1000 Molekule/um? bei einer homogenen Beschichtung kalkuliert (Kap. 4.1.3). Bei der
Beschichtung mit 100% aktivem Fibronektin betragt somit der effektive Abstand zwischen
den einzelnen aktiven Fibronektin-Molekilen 33 nm und zwischen den RGD-Motiven, die
fur die Rezeptorbindung hauptverantwortlich sind, 22 nm (Tab. 5.1). Bei der Verdinnung
des Fibronektins nimmt der Abstand zwischen den substratgebundenen RGD-Motiven
entsprechend zu. So betragt er bei 50% aktivem Fibronektin 32 nm, bei 25% 42 nm, bei
20% 50 nm und bei 10% aktivem Fibronektin bereits 70 nm (Tab. 5.1). Der kalkulierte
Abstand der RGD-Motive ist mit der immunohistochemisch untersuchten Paxillinverteilung
Ubereinstimmend. So ist in Abb. 4.9 gezeigt, dass sich das in Zell-Matrix-Kontakten
enthaltene Paxillin aufgrund der Fibronektinverdiinnung stufenweise verringert. Doch erst
bei der Beschichtung mit 10% aktivem Fibronektin fehlt das Adapterprotein Paxillin klar in
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den Zell-Matrix-Kontakten Uber den adhasiven Dots. Der effektive RGD-Motiv-Abstand
betragt hier 70 nm und verhindert nach Arnold et al. das Clustern der Integrine.

Tab. 5.1 Ligandenabstand bei unterschiedlichen Fibronektinverdiinnungen

Konzentration aktives Ligandendichte Mittlerer Abstand der | Mittlerer Abstand der
Fibronektins (FN-Molekiile/um?) Fibronektinmolekile RGD-Motive
100% 1000 33 nm 22 nm
50% 500 45 nm 32 nm
25% 250 65 nm 42 nm
20% 200 70 nm 50 nm
10% 100 100 nm 70 nm

Durch den Einsatz von dominant negativen Rac1- und Cdc42-Mutanten zeigten Guillou et
al. 2008, dass auf strukturierten Substraten die Ausbildung von Filopodien die
Voraussetzung fiir das Zellspreading ist. Uber das Verhaltnis zwischen der Kontaktstarke
und der Lange der Filopodien liegen zwar keine quantitativen Untersuchungen vor.
Dennoch ist denkbar, dass starkere Zellkontakte die Aktivitat der Rho-GTPasen erhéhen
und daduch die vermehrte Ausbildung langerer Filopodien vermitteln. Die somit bei
zunehmender Verringerung des Anteils an aktivem Fibronektin erwartete Zellflachen-
verkleinerung konnte experimentell gezeigt werden (Kap. 4.2.3). Moglicherweise ist an der
Zellmembran die Anzahl geclusterter Integrin-Molekile aufgrund mangelnder Liganden-
dichte zu gering. Infolgedessen werden nicht genugend Signale in die Zelle weitergeleitet
und spreadingvermittelnde Signalkaskaden bleiben aus. Sowohl die Anzahl als auch die
Lange der Filopodien sind somit von der verminderten Signalweiterleitung betroffen und
die Zellen uberbricken geringere antiadhasive Abstande. Demzufolge wird die Zellflache

kleiner.

Der Integrin-Rezeptor wird allgemein als Hauptvermittler der Zell-ECM-Wechselwirkung
angenommen und scheint daher flr die Verrechnung der Ligandendichte verantwortlich
zu sein (Gaudet et al. 2003). Um direkt die Verteilung der Integrin-Rezeptoren mit dem
Vorkommen anderer typischer Zell-ECM-Kontaktproteine zu vergleichen, wurden
epitheliale A549-Zellen auf mikrostrukturierten Substraten kultiviert und quantitative
Bidlanalysen durchgefuhrt. Da die hier untersuchten kommerziell erhaltlichen Antikérper
vorwiegend gegen humane Integrin-Rezeptoren gerichtet sind, blieb die immunohisto-
chemische Untersuchung der Rezeptorverteilung auf die humane epitheliale A549-
Zelllinie beschrankt. Dabei konnte gezeigt werden, dass die Integrin-Rezeptoren auf den
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strukturierten Substraten im Vergleich zu anderen Zellkontaktproteinen wie Talin, FAK,
Vinculin und Paxillin unterschiedlich verteilt sind. Wahrend die Adapter- und
signalvermittelnde Proteine vorwiegend in der Zellperipherie vorkommen, binden Integrin-
Rezeptoren dagegen an alle Dots unterhalb der Zellen (Abb. 4.10). Zell-Matrix-Kontakte
sind dynamische Strukturen, die besonders bei migrierenden Zellen einem standigen
Umbau unterliegen. lhre Ausbildung ist auch Voraussetzung fir die gerichtete
Zellmigration und -ausbreitung, indem sie Zellausstiilpungen wie Filopodien und
Lamellipodien induzieren. Da die Zell-Matrix-Kontaktproteine Uberwiegend in der
Zellperipherie vorkommen, scheinen reife Kontakte nur in diesen Bereichen fur den
Spreadingprozess bendtigt zu werden. Die Kontaktreifung ist Folge der interaktiven
Wechselwirkung zwischen Integrin-Clustern und Aktinstressfasern (Watanabe et al.
1997a). Reife Zell-Matrix-Kontakte sind stets mit Stressfasern assoziiert. Bildet eine Zelle
keine Kontakte mit dem unterliegenden Substrat aus, nimmt sie eine energetisch gunstige
Kugelform an. Bei einer abgeflachten Zelle ist die Kraft, die der Oberflachenspannung
entgegen wirkt, am Rand einer Zelle am groften (Balaban et al. 2001; Tan et al. 2003).
Daher sind die Zell-Matrix-Kontakte in der Zellperipherie verstarkt, wobei in der Zellmitte
kaum Kontakte vorkommen. Dennoch bleibt der Integrin-Rezeptor auf jedem Dot
unterhalb der Zelle mit den substratgebundenen Liganden verankert. Diese Verbindung
der Zelle mit dem Substrat kann beispielsweise verhindern, dass sich die Zelle sogleich
vom Substrat ablést und stirbt, falls die peripheren Kontakte abgerissen oder aufgeldst
werden. Da im Zellzentrum kaum Krafte durch das Aktinzytoskelett ausgelibt werden,
erfolgt hier auch keine Kontaktreifung und Rekrutierung anderer Kontaktproteine. Daher
handet es sich wahrscheinlich nur um schwache Bindungen zwischen den Liganden und
den Rezeptoren. Da die Bindung der Integrin-Rezeptoren an die Fibronektin-Liganden
erst nach ihrer Aktivierung maéglich ist (Kap. 2.2.2), stellen diese schwachen Bindungen
vermutlich Uberreste von bereits aufgeldsten reifen Kontakten dar. Diese Kontakte waren
zu Beginn des Spreadings in der Zellperipherie lokalisiert und wurden durch Zell-
ausbreitung in der Zellmitte angeordnet. Aufgrund fehlender Kraft dissoziierten die
Kontaktproteine, so dass nur die bestehenden Verbindungen zwischen den Integrin-
Rezeptoren und ihren Fibronektin-Liganden behalten wurden. Die Integrin-Rezeptoren
unterliegen in den Zell-Matrix-Kontakten einem standigen Turnover (Ballestrem et al.
2001), dessen Geschwindigkeit sich je nach der Eigenschaft der Kontakte unterscheidet.
Die RhoA-induzierten Zell-Matrix-Kontakte mit hoher Integrin-Dichte weisen im Vergleich
zu den Rac1- und Cdc42-induzierten stationaren Kontakten mit niedriger Integrin-Dichte
einen hochdynamischen Turnover auf. Die in dieser Arbeit gezeigten, Uber allen
Fibronektin-Dots ausgebildeten Integrin-Kontakte sind wahrscheinlich RhoA-unabhéangig,
da sie nicht mit Stressfasern korreliert sind.

88



5 Diskussion

5.2.2 Integrinabhédngige Ligandenverrechnung auf strukturierten, aber nicht auf
homogenen Substraten

Quantitative Spreadinganalysen von Zelllinien unterschiedlichen Gewebeursprungs in
Korrelation mit der Ligandendichte weisen daraufhin, dass die Zellen in der Lage sind, die
zur Verfugung stehende Ligandendichte wahrzunehmen und darauf zu reagieren. Um die
zugrunde liegenden Mechanismen der zelluldren Verrechnung der Ligandendichte zu
analysieren, wurden die an der integrinvermittelten Signalweiterleitung beteiligten
Komponenten wie die phosphorylierte Fokal Adh&sion Kinase (pFAK) und Paxillin
quantitativ untersucht. Das Verhaltnis dieser Zell-Matrix-Kontaktproteine zur Liganden-
dichte und den substratgebundenen Integrin-Rezeptoren sollte Aufschluss Uber die
zelluldre Signalverarbeitung geben. Dazu wurden Zellen auf mikrostrukturierten
Substraten definierter Proteinbedeckung kultiviert, immunohistochemisch angefarbt und
die Zellflache sowie die Komponente der Zell-Matrix-Kontakte quantifiziert. Es konnten
lediglich humane A549-Zellen untersucht werden, da der einzige funktionierende

Antikorper gegen R1-Integrin ausschlieBlich gegen humane Integrine gerichtet ist.

An der Interaktion zwischen Zellen und der umgebenden ECM sind zahlreiche membran-
standige Proteine und Polysaccharide beteiligt. Darunter spielt beispielsweise das
Hyaluronan aus der zellumgebenden, bis zu 5 ym dicken Glycocalyx (Zaidel-Bar et al.
2004), eine wichtige Rolle fur die Initiation des ersten Zell-Matrix-Kontakts. Fir eine
stabile Verbindung zwischen Zellen und der ECM sorgen jedoch hauptsachlich die
Integrin-Rezeptoren (Kap. 2.2). Daher wird angenommen, dass sich der Integrin-Rezeptor
an der Verrechnung der Ligandenanzahl beteiligt ist. Das as34-Integrin-Heterodimer, der
Hauptrezeptor des Fibronektins, besitzt nur eine einzige Liganden-Bindestelle. Nach der
Bindung des Liganden leitet das Integrin die Information aus der ECM in die Zelle weiter.
Dabei werden zahlreiche intrazellulare Adapter- und Signallingproteine rekrutiert bzw.
aktiviert. Dieser Prozess der Signalweitergabe konnte in einem bestimmten Verhaltnis
erfolgen, wodurch die Zellen U(ber ihre Integrin-Rezeptoren und nachgeschalteten
Effektorproteine die Ligandendichte in der Umgebung wahrnehmen. Die aufgestellte
Arbeitshypothese beinhaltet die Informationsweitergabe bzw. Aktivierung eines Integrin-
Rezeptors durch einen Fibronektin-Liganden (Abb. 5.1). Das aktivierte Integrin |0st
intrazellular eine sogenannte Signaleinheit aus, an der beispielweise FAK und Paxillin
beteiligt sind. Dieses Signal wird proportional weitergeleitet und reguliert Gber die Rho-
GTPasen die Aktivitat des Aktinzytoskeletts. Durch die so kontrollierte Dynamik des
Aktinzytoskeletts wird die Zellflache, der hier untersuchte Parameter fir das
Zellspreading, bestimmt.
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Abb. 5.1 Arbeitshypothese fiir die Kontrolle der Zellflache durch die Ligandendichte

Das schematische Modell basiert auf der experimentellen Beobachtung, dass die Zellflache von
der Ligandendichte kontrolliert wird. Dabei wird angenommen, dass die Vermessung der
Ligandenanzahl Uber die Integrin-Rezeptoren vermittelt wird. Dabei aktiviert ein Ligand einen
Rezeptor, der das Signal proportional an nachgeschalteten Effektoren weitergibt. Die Anzahl der
Liganden kontrolliert so unter Beibehaltung des Verhaltnisses die Aktivitat der Rho-GTPasen, die
die Dynamik des Aktinzytoskeletts regulieren und dadurch die Zellflache bestimmen.

1x Ligand

Basierend auf diesem Arbeitsmodell (Abb. 5.1) wurden die Flache des substrat-
gebundenen R1-Integrin-Rezeptors, des Paxillins und des pFAKs auf allen Zell-Matrix-
Kontakten individueller Zellen sowie deren Zellflache quantifiziert und in Korrelation zur
Ligandendichte analysiert. Der Korrelationsgrad wird durch den Determinations-
koeffizienten (R?) ausgedriickt. Dieser Determinationskoeffizient gibt an, inwieweit der
Streuungsanteil einer Variablen durch die Regressionsgerade "bestimmt" wird. Der
Koeffizient variiert zwischen 0 und 1. R? = 0 bedeutet, dass die unabhangigen Variablen
keine Vorhersage der Zielvariablen erlauben. Je grofRer der Wert ist, desto starker gibt die
Regressionsgerade die Korrelation zwischen den untersuchten Variablen wider. R = 1
weist auf eine optimale Modellanpassung hin.

Die gemittelte Integrin-Flache zeigt auf den untersuchten Mustern eine ahnliche
Abhangigkeit von der effektiven Fibronektinbedeckung wie die Zellflache. Auch die
Integrin-Flache steigt mit der zunehmenden Fibronektindichte an und geht ab einer
Bedeckung von ca. 400 Fibronektinmolekile/um? in die Sattigung Uber (Abb. 4.12). Die
gemittelte Zellflache zeigt dagegen eine lineare Abhangigkeit von der gemittelten Integrin-
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Flache (Abb. 4.13). Der Determinationskoeffizient flr die lineare Regression belegt mit
einem Wert von 0.8718 die sehr gute Korrelation beider Parameter. Dieser nimmt ab (R? =
0.6032, Abb. 4.14), wenn statt der Mittelwerte einzelne Datenpunkte analysiert werden,
die eine hoéhere Streuung aufweisen. Dennoch demonstriert dieser verringerte
Determinationskoeffizient im Rahmen der biologischen Variabilitdt die lineare Korrelation
von Zellflache und Integrin-Flache.

Die effektive Fibronektinbedeckung gibt die Anzahl der Fibronektin-Molekulle auf einer
Flacheneinheit an. Sowohl die Zellflache als auch die Integrin-Flache &ndern sich
sigmoidal bei Zunahme der effektiven Fibronektinbedeckung. Um den Zusammenhang
zwischen der Zellflache und der Substratbedeckung genauer zu analysieren, wurde die
Anzahl der von einer gespreadeten Zelle benutzten Fibronektin-Molekile errechnet. Diese
ergibt sich aus der Multiplikation der Zellflache mit der effektiven Fibronektinbedeckung
des Substrates unter der Zelle. Dabei zeigt sich eine gute lineare Korrelation der
Zellflache mit der Anzahl der benutzten Fibronektin-Molekile (R*? = 0.6254). Die 31-
Integrin-Flache korreliert jedoch nicht linear mit der von den Zellen benutzten Fibronektin-
Molekulen (R? = 0.2835). Dies widerspricht der Annahme, dass die Zellen die Liganden in
gleichem Verhaltnis durch die Integrine quantitativ detektieren.

Bei der Analyse fallt jedoch auf, dass sich sowohl in Bezug auf die Zellflache als auch in
Bezug auf die Integrin-Flache die Zellen in zwei Gruppen einteilen lassen. In der ersten
Gruppe sind Zellen, die relativ wenige Fibronektin-Molekiile bis ca. 200 000 pro Zelle
benutzen. Sowohl die Zellflache als auch die Integrin-Flache korrelieren hier linear mit der
Anzahl benutzter Fibronektin-Liganden. Zu der zweiten Gruppe gehoéren Zellen, die relativ
viele Liganden ab 200 000 bis 3 000 000 Fibronektin-Molekiile/Zelle nutzen. Hier zeigt
sich aufgrund der starken Streuung keine lineare Abhangigkeit der Zellflache und der
Integrin-Flache von der Ligandennutzung. Die Gruppeneinteilung der Zellen stimmt mit
der eingesetzten Substratstrukturierung Uberein. Wahrend die von der ersten Gruppe
benutzten Substrate mit einer Ligandennutzung bis 200 000 echte Substratgeometrien
aufweisen, sind die Substrate der zweiten Gruppe mit hoher Ligandennutzung homogen
bzw. nahzu homogen beschichtet. Hier bestehen die Substratstrukturen entweder aus
9 um? Dots mit 4 oder 5 ym theoretischen Dot-Abstanden oder 1 um? Dots mit 2 ym Dot-
Abstand. So betragt der theoretische antiadhasive Abstand von Dot-Kante zu Dot-Kante,
den die Zellen beim Spreaden Uberbriicken missen, nur 1 oder 2 um bei den Mustern mit
9 ym?2 Dots, bzw. 1 um bei dem Muster mit 1 um? Dots. Im Experiment sind die Abstande
aufgrund der Deformation des Stempels bei Substratherstellung noch kleiner. Die Zellen
spreaden auf Mustern mit kleinen antiadhdsiven Abstédnden von 2 ym in Bezug auf die
Morphologie, die Zellflache sowie die Zell-Matrix-Kontaktausbildung vergleichbar zu
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Zellen auf homogenen Substraten (Lehnert et al. 2004). Diese drei Muster mit geringer
antiadhasiver Distanz werden daher hier als homogen betrachtet.

Entsprechend dieser Gruppeneinteilung zeigt sowohl die Zellflache als auch die R1-
Integrin-Flache eine akzeptable lineare Korrelation zur Anzahl der benutzten Fibronektin-
Molekule, jedoch nur auf den strukturierten Substraten (Abb. 4.15). Auf den homogenen
Substraten korreliert lediglich die Zellflache mit der benutzten Fibronektinanzahl, wahrend
die R1-Integrin-Flache mit der Fibronektin-Nutzung sehr wahrscheinlich nicht korreliert (R?
= 0.0652). Somit scheint die Verrechnung der Ligandenanzahl nur auf den strukturierten
Substraten, jedoch nicht auf den homogenen Substraten, Uber die Integrin-Rezeptoren

vermittelt zu werden.

Die quantitativen Untersuchungen basieren auf Bildanalysen immunofluoreszenter
Farbungen. Dabei wurden von Zellen, die auf unterschiedlichen Substraten kultivierten,
verschiedene Zielproteine angefarbt und fluoreszente Bilder aufgenommen. AnschlieRend
wurde ein Schwellenwert definiert, der angibt, ab welcher Graustufe die Bildinformation
positiv ist. Diese Pixelanzahl wurde addiert und in einer Flachenangabe umgewandelt. Da
die Praparate unterschiedlich angefarbt sind, ist eine Standardisierung des Schwellen-
wertes nicht moglich. Daher wurde der Schwellenwert bei allen Messungen manuell so
definiert, dass die Zielstruktur ohne Informationsverlust klar vom Hintergrund getrennt
werden konnte. Mogliche Messfehler konnten bei Praparaten homogener Substrate
starker ausgepragt sein als bei Zellen auf strukturierten Substraten. Da auf den
strukturierten Substraten die Zell-Matrix-Kontakte nur auf den proteinbeschichteten
Bereichen ausgebildet werden, ist der Kontrast zum Hintergrund starker im Vergleich zu
Zellen, die auf homogenen Substraten spreaden. Zellen auf homogenen Substraten
bilden zwar in der Peripherie willkirlich prominente, langliche Kontakte aus, die sich gut
vom Hintergrund abheben und das Festlegen eines Schwellenwertes leicht ermdglichen.
Doch konnten auf diese Weise schwach ausgepragte Zell-Matrix-Kontakte nicht mit
erfasst werden. Weitere Fehler kdnnten schon bei der Bildaufnahme auftreten. Um eine
Uberbelichtung zu vermeiden, wurde die Belichtungszeit auf die prominenten Zell-Matrix-
Kontakte eingestellt. Signale von schwacher ausgepragten Zellkontakten koénnten
aufgrund geringer Fluoreszenzintensitdt ebenso nicht mit erfasst werden. Diese
aufgezeigten Fehlerquellen kénnten mit der schwachen Korrelation der 31-Integrin-Flache
mit der Fibronektin-Nutzung auf homogenen Substraten in Zusammenhang stehen.

Zusammenfassend kann man sagen, dass die Zellflache allein durch die zur Verfigung
stehende Ligandendichte kontrolliert wird. Der Mechanismus zur Bestimmung der
Ligandendichte unterscheidet sich jedoch auf strukturierten und homogenen Substraten.
Auf strukturierten Substraten wird die Ligandenanzahl durch die Integrinrezeptoren
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erkannt. Eine proportionale Signalverarbeitung leitet die ECM-Information in die Zelle und
vermittelt die Signalumwandlung in eine entsprechende Zellflache. Auf homogenen
Substraten zeigt die 1-Integrin-Flache eine gute Korrelation zu der Zellflache, jedoch
nicht zu der Ligandendichte. Die Zellflache wird durch die Anzahl aktivierter Integrin-
Rezeptoren kontrolliert, die aber ihrerseits nicht mit der Anzahl der Fibronektin-Liganden
Ubereinstimmt. Wahrscheinlich sind an dem Quantifizierungsprozess der Liganden noch
weitere Reaktionspartner beteiligt, die hier nicht betrachtet werden.

Da die Zellen scheinbar unterschiedliche Mechanismen fir die Erkennung der Liganden-
anzahl auf homogenen und strukturierten Substraten benutzen, wurde die Analyse
weiterer Zell-Matrix-Kontaktproteine auf Substraten mit verdliinntem Fibronektin nach dem
Substrattyp getrennt durchgefiihrt. Auf strukturierten Substraten zeigen alle untersuchten
Parameter (Integrin-Rezeptor, Adapterprotein Paxillin, Signallingprotein pFAK und
Zellflache) eine gute Korrelation zu der von den Zellen benutzten Ligandenanzahl (Tab.
4.1). Auch die Zellflache steht in einem direkten Zusammenhang zu den untersuchten
Zellkontaktproteinen. Lediglich 1/6 der insgesamt 18 untersuchten Kombinationen weist
einen R?-Wert kleiner als 0.5 auf und verdeutlicht so die gute Korrelation zwischen den
verglichenen Variablen. Auf homogenen Substraten zeigt sich keine eindeutige
Korrelation, da uUber 60% der analysierten Paare (11 von 18) R*>Werte aufzeigen, die
kleiner als 0.5 sind. Die Korrelation scheint eher auf nicht-lineare Weise zu existieren. Von
den sieben akzeptablen Korrelationen beschreiben sechs den Zusammenhang zwischen
der Zellflache und den von Zellen benutzten Fibronektin-Molekllen. Daher wird die
Zellflache sehr wahrscheinlich durch die Ligandenanzahl bestimmt. Die fehlende
Korrelation zwischen der Zellflaiche und den Zell-Kontaktproteinen zeigt die
untergeordnete Rolle des Integrins auf den homogenen Substraten bei der

Quantifizierung der Ligandenanzahl.

Fasst man die Daten beider Fibronektin-Konzentrationen zusammen, zeigen alle
verglichenen signalverarbeitenden Parameter eine gute Korrelation auf strukturierten
Substraten auf. Auch auf den homogenen Substraten wird die Zellflache von der
Ligandendichte bestimmt. Doch spielen der untersuchte 31-Integrin-Rezeptor, das Paxillin
und das pFAK wahrscheinlich nur eine untergeordnete Rolle in der Wahrnehmung der
Ligandendichte. Der in dieser Arbeit untersuchte ECM-Ligand Fibronektin bietet weit mehr
Bindungsstellen als das RGD-Motiv flir den asR,-Integrin-Hauptrezeptor. Fibronektin wird
aufgrund anderer Bindungsstellen beispielsweise noch von a,R3- und a4B4-Integrin-
Rezeptoren erkannt. Auch das RGD-Motiv allein kann von mindestens 8 verschiedenen
Integrin-Heterodimeren erkannt werden (Kap. 2.1.2). Daher ist es leicht vorstellbar, dass
noch andere Membranrezeptoren an der Verrechnung der Ligandendichte beteiligt sind.
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Da das RGD-Motiv auch von zahlreichen anderen Rezeptoren erkannt wird, bietet die
Untersuchung des RGD-Peptids gegenliber dem Fibronektin kaum Vorteile. Dennoch ist
aufgrund der kleinen MolekiilgroRe das RGD-Tripeptid besser zur Kontrolle der
Ligandenverteilung geeignet. Das Fibronektin-Molekdl ist 130 nm lang und ca. 2 - 3 nm
dick (Engel et al. 1981) und prasentiert ungefahr in der Mitte jeder Kette ein RGD-Motiv.
Da die Lage der Fibronektin-Molekile bei der Beschichtung unkontrollierbar ist, kdnnte
der tatsachliche Abstand zwischen den Liganden sehr stark voneinander abweichen.
Liegen im Idealfall beispielsweise alle Fibronektinketten direkt nebeneinander, betragt der
mittlere Abstand zwischen den RGD-Motiven 14 nm. In lateraler Richtung sind die RGD-
Motive aufgrund der Molekuldicke lediglich 3 nm entfernt, in longitudinaler Richtung
dagegen abhangig von der Kettenlange 65 nm. Die Variabilitdt in der Ausrichtung der
Fibronektinmolekile ist weder bei der Substratherstellung kontrollierbar noch mit
immunohistochemischen Methoden nachweisbar. Eine elegantere Methode ist die Block-
Copolymer-Nanolithographie, durch die der Abstand der RGD-Peptide nanometergenau
kontrolliert werden kann (Arnold et al. 2004; Arnold et al. 2008; Huang et al. 2009). Somit
konnte beispielsweise gezeigt werden, dass die Zelladhdsion und das Spreading ab
einem durchschnittlichen Ligandenabstand von 73 nm limitiert ist (Huang et al. 2009). Bei
einer unordentlichen bzw. zufélligen Verteilung der Liganden sind die Signale flir das
Clustern der Integrine und die Fokalkontakt-Ausbildung jedoch ausreichend. Bei den hier
untersuchten A549- und BRL-Zellen fehlt das Adapterprotein Paxillin klar in den Zell-
Matrix-Kontakten Uber den adhasiven Dots auf Substraten mit 10% aktivem Fibronektin.
Diese Substrate sollten einen mittleren Abstand der RGD-Motive von 70 nm anbieten
(Kap. 5.2.1), der nach Huang et al. 2009 das Integrin-Clustern noch ermdéglicht. Die
Ursache flr das Fehlen von Paxillin auf Substraten mit 10% aktivem Fibronektin kdnnte
zum Einen in der unregelmafigen Anordnung der Fibronektin-Molekiile liegen. So ware
eine zu hohe Kalkulation der Ligandendiche denkbar, falls weniger Fibronektin-Molekiile
gebunden sind. Zum Anderen konnte die Bindungsaffinitat des inaktivierten Fibronektins
an die Substratoberflache im Vergleich zum aktiven Fibronektin héher sein. Somit ware
der tatsachlich substratgebundene Anteil des aktiven Fibronektins geringer als
angenommen und der effektive Abstand zwischen RGD-Motive daher gréRer als 70 nm.
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5.3 Berechnungsmodell

Die hier gezeigten Experimente liefern einen Einblick in die Mechanismen, wie Zellen die
zur Verfugung stehende Ligandenanzahl erkennen und intrazellular verrechnen. Es wurde
klar gezeigt, dass beim Spreading alle untersuchten Zelllinien die Ligandenanzahl
quantitativ unabhangig von der Geometrie wahrnehmen kénnen. Auf den strukturierten
Substraten verlauft die Verrechnung sehr wahrscheinlich Uber die Integrin-Rezeptoren
und die darauf folgende proportionale intrazellulare Weiterleitung der Signale. Auf den
homogenen Substraten ist die Funktion des Integrins in Bezug auf die Liganden-
quantifizierung unklar. Guillou et al. 2008 zeigten, dass sich Zellen auf diskontinuierlichen,
strukturierten Substraten anisotropisch ausbreiten. Dabei erreichen die Zellen mit Hilfe
ihrer Filopodien nachstgelegene adhasive Bereiche. Das Fehlen der funktional aktiven
Rho-GTPase Rac1 inhibiert das Zellspreading auf strukturierten Substraten, jedoch nicht
auf den homogenen Substraten. Auf den homogenen Substraten breiten sich die Zellen

daher moglicherweise mittels eines lamellipodienunabhangigen Mechanismus aus.

Eine mogliche Hypothese zur Verrechnung der Ligandendichte ist das Rezeptor-
sattigungsmodell mit biphasischer Zellflachenzunahme bei erhéhter Ligandendichte
(Gaudet et al. 2003). Das Modell basiert auf der Annahme, dass die Zelle eine bestimmte
Anzahl von Integrin-Rezeptoren zur Verfigung hat. Da sich die Zellflache mit einem
biphasischen Verlauf bei Zunahme der Ligandendichte andert, werden drei verschiedene
Ligandendichten definiert: Bei geringer Ligandendichte wird nur ein Teil der Rezeptoren
durch die Liganden belegt, so dass die Zellen kaum spreaden oder lediglich adhéarieren.
Eine optimale Ligandendichte liegt vor, wenn alle Rezeptoren auf der Zelloberflache von
Liganden besetzt sind und die Zellen ihre maximale Flache erreichen. Nimmt die
Ligandendichte jedoch weiter zu, wird die Rezeptorsattigung bei einem niedrigeren
Spreading-Niveau erreicht. Aufgrund der sehr hohen Ligandendichte sind laut diesem
Modell auch die belegten Integrin-Rezeptoren dicht angeordnet. Da die Anzahl an
Rezeptoren begrenzt ist, werden die Zellen wieder kleiner, obwohl mehr Liganden zur
Verflgung stehen. Das Modell ist jedoch nur bei biphasischer Zunahme der Zellflache
(Engler et al. 2004; Massia und Hubbell 1991; Rajagopalan et al. 2004) anwendbar (Tab.
2.1). Die haufiger beschriebene, einfache positive Korrelation zwischen Zellflache und
Ligandendichte (Lehnert et al. 2004; Mooney et al. 1995; Rhoads und Guan 2007) kann
so nicht erklart werden. Das Rezeptorsattigungsmodell nimmt an, dass Rezeptor und
Ligand in einem 1:1 Verhaltnis binden. Das geclusterte Integrin kommt jedoch haufig
ausschliefllich in Form von Zell-Matrix-Kontakten in der Zellperipherie vor (Ballestrem et
al. 2001; Cavalcanti-Adam et al. 2007). Fur eine Erklarung der monophasischen Zunahme
der Zellflache wurde das Modell angepasst (Jiang 2006). Basierend auf dem modifizierten
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Modell nimmt die Zellflache mit steigender Ligandendichte zu und erreicht ein Maximum
bei der optimalen Bedeckung, identisch mit dem Modell von Gaudet. Steigt die
Ligandendichte noch weiter an, wird die Flache nicht mehr durch die Ligandenanzahl,
sondern durch das Zellvolumen, die Oberflachenspannung und die intrazellulare
Kontraktilitdt (Klein 2005) beschrankt. Bei solch hoher Ligandendichte oberhalb des
Optimums werden unter den Lamellipodien neue Kontakte aufgebaut und alte Kontakte im
Zellzentrum aufgeldst. Somit werden die fir den Aufbau neuer Kontakte bendtigten
Rezeptoren freigesetzt. Da Zell-Matrix-Kontakte hoch dynamische Strukturen sind und
sich standig im Auf- und Abbau befinden (Kap. 2.3.2), ist diese postulierte
Umpositionierung der Rezeptoren daher vorstellbar. Bei einer gespreadeten Zelle werden
die Zell-Matrix-Kontakte dann Uberwiegend in der Peripherie stabilisiert.

In der vorliegenden Arbeit ist gezeigt, dass das 31-Integrin auf strukturierten Substraten
auf allen von Zellen benutzten Dots vorkommt (Abb. 4.10, Abb. 4.16) und sich auf
homogenen Substraten Uberwiegend auf die Zellperipherie beschrankt. Die Integrin-
Flache betragt daher immer ca. 1/3 der Zellflache (Abb. 4.12). Bei der immunohisto-
chemischen Farbung zeigt sich ein verstarkter Hintergrund im Kernbereich, der bei der
Quantifizierung der Integrin-Flache mit einbezogen wird. Die Zellen kbnnen maximal bis
zu 2 500 000 Fibronektin-Molekule erkennen bzw. unter sich bedecken (Abb. 4.14), die ca.
5 Millionen Bindestellen fir die Integrin-Rezeptoren anbieten. Der Anteil solcher Zellen mit
dieser Ligandennutzung ist jedoch klein. Die meisten Zellen spreaden auf weniger als
1 500 000 Fibronektin-Molekulen. Anhand der Sreadingkurven (Abb. 4.7 A, Abb. 4.12 A)
wird deutlich, dass die A549-Zellen ca. 600 000 Fibronekin-Molekile fir ein optimales
Spreading brauchen. Beim maximalen Spreading kénnen durchaus bis zu 1 800 000
Fibronektin-Molekile benutzt werden. Fir ein optimales Spreading der BRL-Zellen
werden ca. 500 000 und fur das maximale Spreading bis zu 1 500 000 Fibronektin-
Molekule gebraucht (Abb. 4.7 B). Die B16-Zellen brauchen im Vergleich dazu lediglich
250 000 Molekule fur ein optimales und 1 300 000 Molekule fur ein maximales Spreading
(Abb. 4.7 C). Der unterschiedliche Ligandenverbrauch deutet darauf hin, dass Zellen auch
bei einer niedrigen Substratbedeckung maximal spreaden kénnen. Akiyama und Yamada
1985 wiesen mit Hilfe eines radioaktiven Bindungsassays nach, dass die fibroblasten-
dhnlichen BHK-Zellen ca. 5 x 10° Fibronektin-Rezeptoren besitzen. Diese Rezeptorzahl
wurde jedoch bei abgekugelten Zellen in Suspension ermittelt. In diesem Zustand ist die
Oberflache der Zelle viel kleiner als bei einer gespreadeten Zelle. Unter hypotonischen
Bedingungen kann die Zelloberflache mehr als verdreifacht werden (Groulx et al. 2006).
Daher ist nicht auszuschlieen, dass die ermittelte Anzahl an Integrin-Rezeptoren im
gespreadeten Zustand groRer ist, wenn alle Membranreserven freigesetzt sind. Aulerdem

ist unklar, ob alle tierischen Zellen die gleiche Anzahl an Integrin-Molekilen exprimieren.
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Angenommen alle Zellen besalien die gleiche Integrinanzahl wie die BHK-Zellen ohne
intrazellulare Reserven, wirden die A549- und BRL-Zellen das optimale Spreading bei
der Belegung aller Rezeptoren durch die Liganden erreichen. Die B16-Zellen brauchten
jedoch nur die Halfte der Liganden. Auf einem homogen beschichteten Substrat mit voller
Fibronektin-Aktivitdt wirde auf jeden Fall ein Ligandeniberschul® bestehen. Die
Rezeptoren reichen dann nicht aus, um an jeden Liganden zu binden. Daher mussten die
Zellen einen Mechanismus anwenden, um die Rezeptoren wieder zu mobilisieren und

erneut einsetzen zu kdénnen.

Die Zellausbreitung ist ein Prozess, bei dem vor allem am Rand der Zelle Krafte wirken,
die stdndig ausbalanciert werden. Diese Krafte bestehen (1) aus einer intrazellularen,
nach innen gerichteten Kraft, die dem Zellspreading entgegen wirkt (Fs), (2) einer
antreibende Protrusionskraft (Fp), die die Zellausbreitung férdert und (3) der
Adhasionskraft (Fa) zwischen der Zelle und dem unterliegenden Substrat (Abb. 5.2). Eine
adharent wachsende Zelle hat stets die Tendenz sich auszubreiten. Dieser Neigung
wirken die nach innen gerichtete intrazellulare Kontraktilitdt und die Oberflachenspannung
entgegen und verhindern somit ein Abflachen der Zelle. AulRerdem wirken zelltyp-
spezifisch das Volumen und die Membranreserven als limitierende Faktoren bei der
ZellflachenvergroBerung. Diese Faktoren wirden zusammen mit der Oberflachen-
spannung die Ablosung der Zelle bewirken. Je flacher die Zelle wird, desto grof3er wird die
dem Spreading entgegenwirkende Kraft (Fs)) in der Zellperipherie (Liu et al. 2008; Tan et
al. 2003). Um dennoch haften bzw. sich ausbreiten zu kénnen, bilden die Zellen Kontakte
mit dem unterliegenden Substrat aus. Mit Hilfe der spreadingvermittelnden Protrusions-
kraft erreicht die Zelle bzw. deren Zellmembran den nachsten Liganden. Gegen Ende des
Spreadingprozesses herrscht ein Gleichgewicht zwischen der spreadingverhindernden
bzw. ablésenden Kraft und der Adhasionskraft aufgrund der Zell-Matrix-Kontakte. Unter
diesen Annahmen stimmt das Rezeptorsattigungsmodell auch mit der experimentell
gezeigten, sigmoidalen Beziehung zwischen Zellflache und Ligandendichte tberein. Das
Modell sagt voraus, dass jede Zelle eine maximale Flache erreichen kann. Diese ist
zelltypspezifisch durch das Volumen, die Membranreserven und die Oberflachen-
spannung der Zelle bestimmt. Mindestvoraussetzung fur das Erreichen der maximalen
Zellflache ist eine optimale Ligandendichte. Sie garantiert, dass alle Rezeptoren durch
Liganden beladen und die Krafte im Gleichgewicht sind. Ist die Anzahl der prasentierten
Liganden unter dem Optimum, kann die Zelle zwar adarieren und eingeschrankt spreaden.
Die Adhasionskraft kompensiert die spreadingverhindernde bzw. ablésende Kraft und
vermittelt so die Anheftung der Zelle. Dennoch ist die antreibende Protrusionskraft
aufgrund der geringeren Ligandenbedeckung nicht ausreichend, die Membran bzw. die
Rezeptoren zum nachstgelegenen Liganden vorzuschieben. Somit erreicht die Zelle nur
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eine kleine Flache trotz freier Rezeptoren in der Membran. Wird das Ligandendichte-
Optimum auf den Substraten Gberschritten, sind die Rezeptoren bereits besetzt, bevor die
maximale Zellflache erreicht wird. Gleichzeitig ist die Protrusionskraft fir die Zelle
ausreichend, um den nachsten Liganden zu erreichen. Daher werden die besetzten
Rezeptoren aus der Zellmitte freigesetzt und in Richtung der Zellperipherie transportiert,
damit die Zellen weiter spreaden kénnen. Der Vorgang der Zellausbreitung wird beendet,
wenn die Zellen ihre maximale Flache erreicht haben.

B C D
- ¥ —

<optimale Bedeckung optimale Bedeckung >optimale Bedeckung

F.: Spreadingverhindernde Kraft: Oberflichenspannung, Zellvolumen, Membranreserven, Zellkontraktilitat
F.. Adhasionskraft, starker mit der Anzahl der Zell-ECM-Kontakte
F.: Antreibende Protrusionskraft
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Abb. 5.2 Modifiziertes Rezeptorsattigungsmodell

Der Prozess des Zellspreadings ist von der Ligandendichte abhangig. In dem hier gezeigten Modell
erfolgt die Kontrolle der Zellflache durch das Zusammenspiel einer begrenzter Anzahl an
Rezeptoren sowie an der Zellperipherie wirkender Krafte. (A) Bei einer niedrigen Ligandendichte
wird nur ein Teil der Integrin-Rezeptoren belegt. Da aufgrund der verringerten Signaltransduktion
und somit kleinerer spreadingférdernder Protrusionskraft (Fp) nachstgelegene Liganden nicht
erreicht werden, ist die Zellflache relativ gering. (B) Bei einer optimalen Ligandendichte werden alle
Integrin-Rezeptoren auf der Zelloberflache belegt und die Zelle erreicht die maximale Flache. Die
Signale sind ausreichend, um die Zellmembran zu nahgelegenen Liganden zu bringen. Die weitere
Ausbreitung ist jedoch durch das begrenzte Zellvolumen und Membranangebot beschrankt. (C)
Spreadet eine Zelle auf Substraten mit einem Ligandenlberangebot, kann sie sich nur begrent
ausbreiten, wenn alle Rezeptoren besetzt sind. Dennoch erhélt die Zelle genligende Signale und
wird noch nicht durch Volumen und Membranen eingeschrankt. Somit spreadet sie weiter und (D)
der Transport der Rezeptoren von der Zellmitte in die Peripherie garantiert die Ausdehnung.

Graustufenskala zeigt die Zunahme der effektiven FN-Bedeckung.

Anhand des vorgestellten Modells lasst sich der hier experimentell gezeigte
monophasische Spreadingprozess vorhersagen. Doch warum brauchen die B16-Zellen im
Vergleich zu den anderen beiden Zelltypen flr ein optimales Spreading wesentlich
weniger Fibronektinliganden? Die Ursachen kdénnten in den mechanischen Eigenschaften
der Zellen begriundet sein. Moglicherweise ist die Steifigkeit der B16-Zellen geringer als
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bei den anderen beiden Zelltypen. Somit ist die Kompressionskraft aufgrund beispiels-
weise dinnerer Aktinstressfasern kleiner und eine geringere Ligandenzahl reicht bereits
aus, um eine relativ starke Protrusionskraft zu induzieren. Noch bevor die Rezeptoren
komplett besetzt sind, wird das Zellspreading aufgrund limitierter Membranvorrate und der
Volumenbeschrankung beendet. Allerdings ist bekannt, dass die Lungenfibroblasten
aufgrund prominenter Stressfasern eine steifere Oberflache als die Epithelzellen
aufweisen (Azeloglu et al. 2008). Hier konnte jedoch anhand der Aktinfarbung gezeigt
werden, dass die fibroblastendhnlichen B16-Zellen weniger strukturell verstarkte
Stressfasern im Vergleich zu den parenchymalen BRL- und epithelialen A549-Zellen
ausbilden. Da die Steifigkeit von der Organization des Aktinzytoskelettes abhangt,
konnten die B16-Zellen mechanisch weniger steif sein und ein geringeres Liganden-
angebot fUr ein optimales Sreading ausreichen.

Trotz allem kann das hier vorgestellte modifizierte Rezeptorsattigungsmodell zwar das
monophasische, nicht jedoch das biphasische Spreading erklaren. Bericksichtigt man
jedoch die in der Literatur beschriebene Haufigkeit beider Zellreaktionen, kommt das
biphasische Spreading deutlich seltener vor (Tab. 2.1). Von 21 gezeigten Untersuchungen
Uber das Zellspreading weisen nur 6 Experimente auf ein biphasisches Verhalten hin und
der Grofteil deutet klar auf das Vorkommen monophasischer Verhaltensweisen. Bezieht
man die Art der untersuchten Substrate, die das biphasische Verhalten induzieren, mit ein,
wurde der Grofdteil (4 von 6) der Experimente auf flexiblen Substraten durchgefuhrt. Auf
diesen weichen Substraten kdnnten sehr wahrscheinlich andere zelluldre Regulations-
mechanismen als auf harten Substraten angewendet werden. Von den zwei
beschriebenen Untersuchungen auf harten Substraten wurde eine mit glatten
Muskelzellen durchgefihrt (Engler et al. 2004), zu denen wenige Daten Uber das
Spreadingverhalten vorliegen. Die zweite Publikation zum biphasischen Spreading auf
harten Substraten beschreibt als Einzige das Verhalten von lediglich einer
Fibroblastenlinie (human foreskin fibroblast) (Massia und Hubbell 1991). In dieser Arbeit
wurden jedoch insgesamt flnf verschiedene Zelllinien unterschiedlichen Gewebe-
ursprungs untersucht, die, wie die Uberwiegende Mehrheit publizierter Daten, auf ein
einheitliches monophasisches Spreading hinweisen. Das hier vorgestellte modifizierte
Rezeptorsattigungsmodell spiegelt daher das Uberwiegend vorkommende Spreading-
verhalten einer Vielzahl an Zellen wider.

99



5 Diskussion

5.4 Ausblick

Die vorliegende Arbeit liefert neue Einblicke in das Verstandnis der Zellinteraktion mit der
umgebenden extrazelluldaren Matrix. Durch die hier erzielte enorme Substratvielfalt, die
durch die Kombination der geometrischen Substratstrukturierung mit der Protein-
verduinnung realisiert ist, konnte gezeigt werden, dass die Zellflache einzig von der
effektiven Anzahl, jedoch nicht von der strukturierten Verteilung der Fibronektinliganden
abhangig ist. Diese Fahigkeit ist eine allgemeine Eigenschaft aller untersuchten adharent
wachsenden Zellen unterschiedlichen Gewebeursprungs. Die zukunftige Untersuchung
weiterer Molekile der ECM, wie beispielsweise Vitronektin oder Laminin, kann Aufschluss
daruber geben, ob die Fahigkeit zur Quantifizierung der Liganden auf das ubiquitar

vorkommende Fibronektin beschrankt oder fur alle Liganden allgemeingultig zutreffend ist.

Ebenfalls sollte die besondere Rolle der GTPasen basierend auf dem hier vorgestellten
modifizierten Rezeptorsattigungsmodell untersucht werden. Bei der Kultivierung
konstitutiv aktiver Rac1-Mutanten ist zu erwarten, dass die Zellen auch bei niedriger
effektiver FN-Bedeckung optimal spreaden und dadurch eine vergroRerte Zellflache
ausbilden. Umgekehrt sollte bei dominant negativen Rac1-Mutanten die Flache auch bei
100%iger Fibronektinaktivitat abnehmen. Des Weiteren kdnnen in Zukunft beispielsweise
durch den Einsatz von Stimulatoren wie EGF (Epidermaler Wachstumsfaktor) oder
Lysophosphatidsaure (LPA) die Signaltransduktionswege moduliert und gezielt untersucht
werden. Mit Hilfe ihrer Rezeptoren kénnen diese Stimulatoren die Integrin-Effektoren
transaktivieren und dadurch méglicherweise die beobachtete Abnahme der Zellflache bei
niedriger Ligandendichte auftheben. Darlber hinaus kann der Einsatz der Laser-Tweezer-
Technik die gezielte Prasentation zusatzlicher Signale auf der Oberseite der spreadenden
Zelle ermoglichen. So koénnten mit Liganden funktionalisierte Polystyrol-beads ein
zusatzliches outside-in Signal vermitteln um zu prifen, ob die Zellen somit auch auf

Substraten mit niedriger Bedeckung gut spreaden.

Eine weitere Moglichkeit zur gezielten Untersuchung der im Modell beschriebenen
intrazellularen Krafte ist der Einsatz phamakologischer Inhibitoren. Da die Zellflache zum
Teil durch die intrazelluldre Zugkraft limitiert ist, sollten die Zellen auch bei niedriger
Ligandenbedeckung noch optimal spreaden kénnen, wenn die Zugkraft in der Zelle durch
die Inhibitoren verringert ist. Erste Hinweise lieferte bereits die VergréRerung der
Zellflache auf Substraten mit 100% aktivem Fibronektin nach Inhibition der Rho-Kinase
(Klein 2005). Die bei einer Erhéhung der Zugkraft durch den Einsatz von Calyculin
erwartete Verkleinerung der Zellflache bei optimaler Bedeckung konnte auch gezeigt
werden (Kurth 2005). Fur zukinftige Untersuchungen sollte daher analysiert werden, wie
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sich die Zellen auf Substraten mit verringerter Fibronektinligandendichte bei gleichzeitiger
Modulation der intrazellularen Kraftentstehung verhalten.

Der im Modell vorgestellte Spreadingvorgang bei Ligandeniberschuss basiert auf der
Annahme, dass die Integrin-Rezeptoren aus abgebauten Zell-Matrix-Kontakten von der
Zellmitte zur Ausbildung neuer Kontakte in die Zellperipherie transportiert und wieder-
verwendet werden. Ein postuliertes Model ist das Integrin-Recycling Gber die Endozytose
(Pellinen und Ivaska 2006). Die gezielte Inhibition der Endozytose kdnnte daher den
Integrinnachschub entkoppeln und &8sst eine Abnahme des Zellspreadings auf Substraten
hoher Fibronektindichte erwarten. Moderne mikroskopische Methode wie TIRF (total
internal reflection fluoreszence) kdénnen zusatzlich eine exakte Analyse der Integrin-
Dynamik im Grenzbereich zwischen der Zellmembran und dem Substrat ermdglichen und

somit die Untersuchung der angenommenen Integrinrezeptor-Tanslokation verwirklichen.
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