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ZUSAMMENFASSUNG

Haptotaxis, die gerichtete Zellmigration entlang eines substratgebundenen
Adhasionsgradienten, spielt in vielen biologischen Prozessen eine wichtige Rolle. Hierbei sind
Zell-Matrix-Adhdsionen unverzichtbar, in denen geclusterte Integrinrezeptoren die
essentielle Verbindung zwischen der extrazelluldaren Matrix (EZM) und dem Zytoskelett der
Zelle bilden. Integrine iibertragen an diesen Kontaktstellen mechanische Krafte, welche durch
die intrazellulire Aktin-/Myosin-Kontraktilitit generiert werden und stellen die
bidirektionale Signaltransduktion sicher. In Vertebraten umfasst die Integrinfamilie 24
Kombinationen aus 18 a- und 8 (-Untereinheiten. Dabei sind die Interaktionen zwischen
einzelnen Liganden und Integrinen nicht zwingend spezifisch, sondern kénnen eine gewisse
Redundanz aufweisen.

Frithere Studien unserer Arbeitsgruppe haben gezeigt, dass primdre Fibroblasten einen
diskontinuierlichen Fibronektin (FN)-Dotgradienten erkennen und zu 80% in Richtung der
hoheren Proteinbedeckung migrieren. Ein funktionelles Aktin-/Myosin-System ist dabei
unverzichtbar. Um weitere Erkenntnisse iiber den Mechanismus der Haptotaxis zu gewinnen,
wurden im ersten Teil dieser Arbeit zytoskelett-assoziierte Proteine pharmakologisch
inhibiert. Die Storung der Funktion dieser Proteine fiihrte dabei in allen Fillen zu einem
allgemeinen Riickgang der Migration, ohne die Direktionalitit der Haptotaxis zu
beeintrachtigen. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die unterliegende
Substratgeometrie die dynamische Instabilitit der Mikrotubuli beeinflusst. Neben den
Untersuchungen zur Zytoskelett-Dynamik setzte sich diese Dissertation zudem mit der
Funktion bestimmter Integrine bei der Zellmigration auseinander. FN kann von aV33- und
a5B1-Integrin gebunden werden, wihrend Vitronektin (VN) nur durch aV3 erkannt wird. Es
konnte gezeigt werden, dass Wildtyp-Fibroblasten, die aVf33- und a5B1-Integrin exprimieren,
nicht in der Lage sind, auf VN-Dotgradienten zu migrieren. aV3-Integrin reicht also nicht fiir
die Haptotaxis aus, wahrend a5B1-Integrin das zentrale Integrin fiir die Migration auf FN-
Dotgradienten ist. Experimente mit 1-Knockout-Zellen unterstiitzen diese Hypothese, da die
Zellen eine reduzierte Migration auf FN-Dotgradienten zeigten. Um herauszufinden, welche
der B1-Domanen fiir die Migration wichtig sind, wurde eine NIH3T3-Zelllinie, die ein
niedriges endogenes Level an [3-Integrin aufweist, mit einem chimdren [3-Integrin
transfiziert. Dieses chimdre Integrin besitzt die extrazellulire Domdne von [33- und die
zytoplasmatische Doméne von 1-Integrin. Dadurch erwarben die Fibroblasten die Fahigkeit,
auf VN zu migrieren. Dies belegt, dass die intrazelluldre $1-Doméane wichtig fiir die Migration
auf FN- und VN-Dotgradienten ist. Im Gegensatz zu [3-, besitzt f1-Integrin ein Lysin in der
intrazelluliren Domédne, das nach Acetylierung seine positive Ladung verliert. Ein
Aminosdureaustausch an dieser Position durch Arginin, das ein nicht-acetyliertes Lysin
simuliert, fiihrte zu einer reduzierten Migration. Glutamin hingegen, das ein acetyliertes Lysin
simuliert, beeintrachtigte die Migration auf FN-Dotgradienten nicht.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die intrazellulire 1-Domédne von a5f1-
Integrin die zentrale Integrindoméane zur Befdhigung einer Migration auf FN-Dotgradienten
ist. Diese Erkenntnis verdeutlicht, dass unterschiedliche Integrine, die an denselben EZM-
Liganden binden, dennoch verschiedene Funktionen in vielen biologischen Prozessen
ausiiben kénnen.
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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

Die Zellmigration ist ein zentraler Prozess in allen lebenden Organismen. Sie findet in
Einzellern wie Amoben, bis hin zu multizelluldren Organismen, wie den Sdugetieren, statt.
Abhdngig vom Zelltyp kann die Migration in verschiedenen Modi ablaufen. So kénnen sich
Zellen als Kollektiv, oder aber auch als Einzelzellen in einer améboiden oder mesenchymalen
Art und Weise fortbewegen. Intra- und extrazelluldre Signale haben darauf einen grofden
Einfluss und induzieren die gerichtete Migration. In vitro bedient man sich definierten
Zellkultursubstraten die Zellmigrationseffekte beeinflussen und so tiefere Einblicke in den
Migrationsmechanismus erlauben. Zellen kdnnen abhdngig von ihrer Adhasionsstiarke, der
Steifheit des Substrates, oder dem Beisein ausgewahlter Liganden der extrazellularen Matrix
auf dem Substrat reagieren. Unverzichtbar sind fiir die mesenchymale Einzelzellmigration
eine asymmetrische Zellpolarisierung mit einer ausgeprigten Zellfront, ein dynamisch
reguliertes Aktinzytoskelett, streng kontrollierte Zell-Matrix-Adhdsionen und die
Anwesenheit von Integrinen, die Liganden der extrazelluliren Matrix (EZM) mit dem
intrazelluldren Zytoskelett verkniipft. Diese Verbindung ist eine Voraussetzung fiir die
bidirektionale Signaltransduktion der Integrine. Es ermoglicht der Zelle auf extrazellulare
und intrazelluldre Faktoren zu reagieren und die Zellmigration zu regulieren. Auch wenn in
den letzten 15 Jahren zahlreiche Studien zur Zellmigration erhoben wurden, ist der komplexe
regulatorische Mechanismus der hinter der Zellmigration steht, noch immer nicht ganz
verstanden. Dies trifft auch auf die Haptotaxis, eine spezielle Art der Migration entlang eines
substratgebundenen Adhésionsgradienten zu. Obwohl sie eine tragende Rolle in der
Wundheilung, der Angiogenese und der Embryonalentwicklung spielt, ist im Gegensatz zur
Chemotaxis noch sehr wenig liber diese Art der Migration bekannt. Vorherige Arbeiten
unserer Arbeitsgruppe konnten bereits anhand von diskontinuierlichen Dotgradienten
zeigen, dass ein funktionierendes Aktin-Myosin/System und die Mikrotubuli-Dynamik fiir die

Haptotaxis unverzichtbar sind. In dieser Arbeit soll aufbauend auf diese Erkenntnisse der



EINLEITUNG

Einfluss verschiedener zytoskelett-assoziierter Proteine auf die Haptotaxis ndher untersucht
werden. Das zweite zentrale Thema dieser Arbeit ist die Analyse der Funktionen bestimmter
Integrine in der Migration auf substratgebundenen Adhasionsgradienten. Hierbei wird
gezeigt, dass auch wenn Integrine mit denselben Liganden der extrazelluliren Matrix
interagieren, sie dabei unterschiedliche Funktionen in der Migration auf FN-Dotgradienten
haben kénnen.

In diesem Kapitel soll ein Einblick in bisherige Kenntnisse der fiir diese Arbeit relevanten
Themen geschaffen werden. Beginnend mit den Komponenten der extrazelluliren Matrix und
des Zytoskeletts, werden Zell-Matrix-Adhdsionen sowie die Familie der Integrine
beschrieben. Die Regulation durch Rho-GTPasen, die Zellmigration und ihre Analyse mithilfe

strukturierter Substrate sind nachfolgend weitere Bestandteile dieser Einleitung.

1.1 Die extrazelluldre Matrix

Die meisten tierischen Zellen sind von einer EZM umgeben, mit der sie interagieren kénnen.
In diese komplexe, strukturgebende Umgebung kénnen sich Zellen verankern, wodurch die
gesamte Gewebearchitektur gepragt wird. Sie gewdhrleistet auflerdem einen
dreidimensionalen Raum fiir den Transport verschiedenster Molekiile, fiir den
Zusammenhalt und den Schutz. Durch die Interaktion mit Zelloberflachenrezeptoren, wie den
Integrinen und der Bindung von Wachstumsfaktoren, nimmt die EZM aufderdem Einfluss auf
die Genregulation und die Signaltransduktion. Dadurch werden biologische Prozesse, wie die
Proliferation, die Adhasion und die Zellmigration, ermoglicht. Die EZM stellt dabei keine
starre Form dar, sondern ist ein sehr dynamisches Geriist. Der Umbau und die Degradierung
der EZM geschieht entweder enzymatisch oder durch Zellinteraktionen und ist fiir die
Wundheilung, die Metastasierung und die Embryogenese essentiell (Davis and Senger, 2005).
Deshalb fiihren Stérungen im Umbau der EZM auch zu Erkrankungen wie Arthritis, Fibrose
oder Krebs (Mutsaers et al., 1997; Poole et al., 2003). Sezerniert wird die EZM mit ihrer
gewebespezifischen Zusammensetzung von Fibroblasten und Epithelzellen. Zu den drei
Hauptkomponenten der EZM gehoren dabei Proteoglykane, Kollagene und Glykoproteine.
Bekannte Vertreter der Glykoproteine sind unter anderem Fibronektin (FN) und Vitronektin

(VN) (Frantz et al., 2010; Gumbiner and Yamada, 1995; Jarveldinen et al., 2009).
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1.2 Fibronektin und Vitronektin

Viele Zellen interagieren mit Komponenten der EZM, die ein Substrat flir die Zelladhésion
darstellen, darunter mit FN und VN. FN ist ein glykosiliertes Protein, das von Fibroblasten als
Dimer mit zwei C-terminalen Disulfidbriicken (230-270 kDA) sezerniert wird. Jede Domane
enthalt dabei drei Typen sich wiederholender Module (Petersen et al., 1983). Diese Module
enthalten funktionelle Dominen, welche die Interaktion mit unterschiedlichen
Zelloberflachenrezeptoren, wie Integrinen, aber auch Kollagenen oder anderen FN-Dimeren,
vermitteln. Von den etwa 20 bekannten FN-Spleifdvarianten ist jede etwa 130 nm lang und 2-
3nm dick (Engel et al, 1981). Die kiirzeste bekannte Aminosiduresequenz, welche als
Adhadsionsmotiv fiir Zellen wie Neurone oder Fibroblasten dient, ist die RGD-Sequenz
(Arginin-Glycin-Asparaginsdure). Diese Sequenz befindet sich in der FNIIl;p-Doméane und ist
unter anderem eine Bindungsstelle fiir a5f1-, allbf3- und aVf3-Integrin (Humphries et al.,
2006; Pierschbacher and Ruoslahti, 1984). Wahrend die RGD Sequenz im nativen Zustand
eine ringartige Struktur aufweist, kann sie unter Zugkraft durch Integrin-vermittelte
Adhasion entfaltet werden (Gao et al., 2002). Kodiert von einem einzigen Gen, entstehen
durch alternatives Spleifden die zwei Hauptformen in denen FN vorliegt: Das Plasma-FN und
das zellulire FN (Edsall, 1978). Das zellulire FN wird von Fibroblasten und anderen
Zelltypen sezerniert und kommt hauptsachlich in Bindegeweben und auf Zelloberflichen vor
(Hynes and Research, 1990). Zellulire FN-Dimere werden durch die Integrin-abhingige
Fibrillogenese schrittweise in die EZM eingearbeitet, bis unlosliche FN-Fibrillen entstehen
(Ali and Hynes, 1977; McKeown-Longo and Mosher, 1983; Wu et al., 1993). Dies wird durch
mechanischen Zug induziert, der zu einem Entfalten von kryptischen FN-Bindungsstellen
fiihrt. Diese unterstiitzen die Quervernetzung durch weitere FN-Molekiile und verstirken die
Inkorporation von Dimeren in Fibrillen (Singh et al., 2010; Vogel, 2006; Zhong et al., 1998).
Der Matrixaufbau durch die Fibrillogenese hat unter anderem fiir die Wundheilung eine
grofde Bedeutung. Dabei entsteht eine provisorische EZM, die es Zellen ermdglicht, in die
Wunde einzuwandern und sie zu schliefen. Die Zellen migrieren hierbei entlang der FN-
Fibrillen, die in einem adhdsiven Gradienten vorliegen. Eine haptotaktische Migration findet
statt (Carter, 1965). Doch auch wahrend der embryonalen Entwicklung ist die Fibrillogenese
fiir die Migration mesodermaler Zellen unverzichtbar (Boucaut et al., 1985; Boucaut et al,,
1984). Dem a5B1-Integrin wird hierbei die entscheidende Rolle des Matrixaufbaus durch
Fibrillogenese zugesprochen. Andere Integrine sind in vitro nur nach Mn2+ Stimulation oder
durch aktivierende Antikorper dazu in der Lage, FN-Fibrillen zu formen (Wennerberg et al,,

1996).
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Neben der Fibrillogenese von FN findet auch eine zelluldre Segregation von FN statt. Diese
lysosomale Segregation wird von dem Aktinbindeprotein Cortactin reguliert. Dabei werden
losliches FN oder proteolysierte FN-Fibrillen in Endosomen internalisiert und dort mithilfe
von lysosomalen Enzymen in adhésive Fragmente gespalten. Diese Fragmente werden an der
basalen Zellseite neben den Lamellipodien segregiert, um die gerichtete Zellbewegung zu
unterstiitzen. Diese neu entdeckte Art der Bereitstellung erfolgt um einiges schneller als die
FN-Deposition tiber den Golgi Apparat (Sung and Weaver, 2011).

Im Gegensatz zum zelluldren FN wird das Plasma-FN von Hepatocyten exprimiert und findet
sich gelost in Korperfliissigkeiten wie Blut wieder (Hynes and Research, 1990; Pankov and
Yamada, 2002). In dieser gelosten Form spielt es eine wichtige Rolle in der Blutgerinnung
und kann wahrend der Wundheilung in die EZM eingebaut werden (Moretti et al., 2007).

FN kann direkten Einfluss auf das Zellverhalten ausiiben, indem es, unter anderem durch
seine graduierte Verteilung intrazelluldre Signalkaskaden induziert und Zelladhasion
vermittelt (Pankov and Yamada, 2002). Dabei wird das FN tber spezifische Sequenzen von
Integrinen gebunden, welche daraufhin iiber Adapterproteine, wie etwa Vinculin und Paxillin,
in Interaktion mit dem Aktinzytoskelett treten konnen. Extrazelluldre Signale werden auf
diese Weise in intrazelluldre Signale umgewandelt, auf welche die Zelle mit einer
Reorganisation des Zytoskeletts reagieren kann. FN-Knockout-Mause zeigen, dass FN
essentiell fiir viele biologische Prozesse ist, da die Mduse embryonal letal sind (George et al,,
1993).

VN stellt ein weiteres Glykoprotein der EZM dar und ermoéglicht die Adhdsion und Migration
von Zellen in vielen verschiedenen Zelltypen. Auféerdem bindet es an zahlreiche andere EZM-
Proteine, wie Fibrinogen, FN und den Sialoproteinen. Das Molekulargewicht von VN betragt
75 kDa und enthalt drei Glykosilierungsstellen. Es ist zu 95% im Blutplasma (200-400 pg/ml)
zu finden und wird hauptsachlich in der Leber produziert und sezerniert (Izumi et al., 1989).
Neben dem Plasma kommen geringe Mengen VN auch assoziiert an Zelloberflaichen oder
immobilisiert an der EZM vor. Vergleichbar mit Fibroblasten sind spezielle Zelltypen wie
Hepatomzellen, arterielle glatte Muskelzellen und Glioblastomzellen in der Lage, VN in Kultur
zu synthetisieren und zu segretieren (Preissner, 1991).

VN enthélt, wie FN, eine RGD-Sequenz, iiber die es Adhdsion und Spreading von Zellen an die
EZM iiber spezifische Integrine vermittelt. Dabei sind mindestens vier Integrinrezeptoren
bekannt, die mit VN interagieren konnen: avf33, av35, allbf3 und avf1. Unter diesen gilt das
Integrin avf3 als der klassische Rezeptor fiir VN (Defilippi et al., 1991; Felding-Habermann
and Cheresh, 1993). VN kommt in den meisten Geweben nach traumatischem Stress vor, wo
es seiner Rolle als ,biologischer Kleber“ nachkommt. Hier ist VN als Steuereinheit bei der
Gewebereparatur bekannt (Preissner and Seiffert, 1998; Seiffert, 1997). Studien haben avf33-

Integrin auflerdem eine zentrale Rolle in der Angiogenese zugewiesen und eine
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Hochregulierung von VN und avf33-Integrin in diversen Tumorarten gezeigt (Brooks et al,,
1994; Engebraaten et al., 2009; Erdreich-Epstein et al., 2000; Petitclerc et al., 1999; Zhu et al,,
2015). Deshalb wird Krebs als ,Wunde, die niemals heilt“ bezeichnet (Dvorak, 1986). Fiir die
Metastasierung und das Uberleben eines Tumors ist es wichtig ein mitwachsendes
Kapillarnetzwerk zu haben, das ihn versorgt (Brooks et al, 1994). Durch die starke
Exprimierung von oVf3-Integrin in Krebszellen und seiner zentralen Rolle in der
Angiogenese, gilt dieses Integrin mittlerweile als das wichtigste fiir therapeutische aV[33-
Integrin Hemmer. Diese unterdriicken die aV@3-Integrin vermittelte Angiogenese und
hungern so den Tumor aus (Kumar, 2003; Nisato et al., 2003). Ein spezifischer Inhibitor der
aV-Domane, das zyklische Pentapeptid Cilengitide, wird auch in dieser Arbeit verwendet und
kommt in aktuellen klinischen Studien zum Einsatz (Liu et al., 2008; Mas-Moruno et al., 2010;
Reardon and Cheresh, 2011). Auch wenn VN in vielen biologischen Prozessen, wie der
Wundheilung oder der Tumorprogression, eine wichtige Rolle spielt, sind Miuse mit einem
VN-Knockout im Gegensatz zu jenen mit einem FN-Knockout, lebensfahig (Zheng et al., 1995).
Maingel sind lediglich im Bereich verspateter Wundheilung und verringerter Thrombogenese
bekannt (Jang et al, 2000). Daraus lasst sich schliefden, dass das Protein entweder
verzichtbar ist oder seine Funktionen durch andere Proteine kompensiert werden kénnen

(Leavesley et al., 2013; Zheng et al., 1995).

1.3 Das Zytoskelett

Um die Zellarchitektur zu gewahrleisten, benotigen Zellen interne Strukturen, die ihnen als
eine Art Geriist dienen. Diese Aufgabe erfiillt das Zytoskelett, indem es die eukaryotische
Zelle bei der Aufrechterhaltung und Anderung der Zellmorphologie, dem intrazellulidren
Transport und der Zellteilung unterstiitzt. Verbunden mit Organellen und der
Plasmamembran, unterliegt das Filament- und Fasersystem des Zytoskeletts einem standigen
Auf- und Abbau. Biologische Prozesse wie die Zellmigration, die embryonale Entwicklung
oder die Zellteilung, sind auf das dynamische Zytoskelett angewiesen. Dieses umfasst die drei
Hauptkomponenten Mikrotubuli, Intermedidr- und Aktinfilamente. Wahrend die
Intermedidrfilamente relativ stabil sind, unterliegen Mikrotubuli und Aktinfilamente einem
stetigen An- und Abbau von Untereinheiten, der (De)polymerisation. Tubulin und Aktin sind
phylogenetisch konserviert, wihrend Intermediarfilamente phylogenetisch instabil sind und
gewebsspezifisch exprimiert werden. Jede Komponente ist aus einer individuellen

Proteinuntereinheit aufgebaut und erfiillt spezifische Aufgaben. Nur das Zusammenspiel
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ermoglicht es, Wunden zu schliefRen, Muskeln zu kontrahieren oder zelluldre Strukturen zu
transportieren (Plattner and Hentschel, 2011). In dieser Arbeit wird verstiarkt auf die

Aktinfilamente und die Mikrotubuli eingegangen.

Aktinfilamente

Aktin ist das am haufigsten vorkommende Protein in eukaryotischen Zellen und nimmt an
den meisten Protein-Protein-Interaktionen in der Zelle teil. Das Aktinzytoskelett ist im
Aufbau sehr dynamisch und beinhaltet Filamente unterschiedlicher Organisation und Lange.
Diese ermdglichen es, die Zellmorphologie sehr schnell auf die verschiedensten Bedingungen
anzupassen. Um dies zu gewahrleisten, ist eine Fiille an Hilfsproteinen notwendig, welche die
Filamente untereinander oder mit anderen Zellbestandteilen verkniipfen (Alberts B., 1994;
Lodish H., 2000). Innerhalb einer Zelle werden die einzelnen Aktinfilamente in hohere
Strukturen organisiert. Durch =zahlreiche aktinbindende Proteine entstehen entweder
gelartige Netzwerke oder Aktinfilamentbiindel, die in der Zelle unterschiedliche Aufgaben
erfiilllen. Die am haufigsten untersuchten Aktinstrukturen in motilen Zellen sind
Lamellipodien, Filopodien und Stressfasern (Taylor and Condeelis, 1979). Das Lamellipodium
besteht aus unipolaren Aktinfilamenten, die tiber den Proteinkomplex Arp2/3 (actin-related
protein 2/3) im 70° Winkel miteinander verkniipft sind und auf diese Weise ein planares
Netzwerk bilden (Lauffenburger and Horwitz, 1996; Welch et al, 1997). Wahrend der
Arp2/3-Komplex ein Keimbildner der verzweigten Aktinnetzwerke darstellt, spielt die FH2-
Domaéne von Forminen eine wichtige Rolle in der Keimbildung von linearen Aktinfilamenten
welche fiir Strukturen wie Filopodien unverzichtbar sind (Pruyne et al., 2002). Formine sind
eine Familie von 15 ubiquitir vorkommenden Proteinen, die sich in 8 verschiedene
Unterfamilien einteilen lassen und deren FH2-Domidne fiir die Keimbildung von
Aktinfilamenten in vitro notwendig ist (Pruyne et al., 2002; Schonichen and Geyer, 2010;
Trumpp et al, 1992). Filopodien weisen eine fingerartige Struktur auf. Mithilfe ihrer
unverzweigten, parallelen Aktinfilamente ist es den Zellen moglich, ihre Umgebung
abzutasten, womit sie eine tragende Rolle in der Wahrnehmung der Mikroumgebung spielen
(Chhabra and Higgs, 2007). Stressfasern weisen eine bipolare Anordnung der Aktinfilamente
auf. Sie sind auf eine Verankerung an der ventralen Zellseite mittels fokalen Adhdsionen mit
dem Substrat angewiesen. Auf diese Weise kann Zugkraft erzeugt werden, was fiir die
Kontraktilitit der Zelle essentiell ist. Ohne diese wire es der Zelle nicht moglich, sich
fortzubewegen. In diesem Zusammenhang ist das Zusammenspiel zwischen Aktin und Myosin
wichtig. Myosine stellen die aktin-basierenden Motorproteine in der Zelle dar. Sie spielen

unter anderem eine tragende Rolle in der Kontraktion von Skelettmuskeln, welche ATP-
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abhingiges Gleiten von Myosinfilamenten entlang von Aktinfilamenten hervorruft. (Alberts
B., 1994; Cooper, 2000; Lodish H., 2000).

Aktinfilamente sind somit bedeutsame Komponenten des Zytoskeletts, welche durch ihre
Organisation der Zellausldufer und Stressfasern sowie der Fahigkeit in Kooperation mit

Myosin Kontraktilitat zu erschaffen, mafigeblich zur Zellmigration beitragen.

Mikrotubuli

Mikrotubuli stellen neben den Intermedidr- und Aktinfilamenten die dritte strukturelle
Hauptkomponente des Zytoskeletts dar. Sie spielen neben der Zellteilung auch eine wichtige
Rolle in der Polarisierung und der gerichteten Zellmigration (Small et al., 2002; Vasiliev et al.,
1970). Die Polymerisierung der Mikrotubuli beginnt am Mikrotubuli-organisierenden
Zentrum (MTOC), indem Mikrotubuli mit ihrem Minusende verankert sind. Von dort
durchziehen sie die Zelle bis hin zur Peripherie. In einigen Zelltypen werden Mikrotubuli
neben dem MTOC auch noch im Golgi Apparat polymerisiert (Vinogradova et al., 2009).
Mikrotubuli unterliegen einem stindigen dynamischen Wechsel zwischen Wachstums- und
Schrumpfungsphasen, der sogenannten dynamischen Instabilitit. Dieses search and capture
Verhalten dient den Mikrotubuli dazu, mit zelluldren Organellen oder fokalen Adhéasionen zu
interagieren (Lansbergen and Akhmanova, 2006). An der Regulation der dynamischen
Instabilitdt sind zahlreiche Mikrotubuli-assoziierte Proteine (MAPs) beteiligt, die
hauptsachlich durch ihre Bindung an das Plus-Ende oder aber durch Bindung entlang der
Mikrotubulistruktur zur Regulation beitragen. Bekannte Plus-End-Proteine sind die Familie
der EB-Proteine (End-binding protein), wie das in dieser Arbeit untersuchte Protein EB3.

Um Migration zu unterstiitzen, weist das Mikrotubulinetzwerk einer migrierenden Zelle die
gleiche Polarisation wie die Zelle selbst auf. Wahrend stationdre Zellen ein Netzwerk
aufweisen, das sich radidrsymmetrisch vom MTOC iiber die Zelle erstreckt, weist in
migrierenden Zellen die Mehrheit der Mikrotubuli Richtung Zellfront, wo sie diese unter
anderem mit neuen Membranbausteinen und Integrinen versorgen (Etienne-Manneville,
2013).

Dem Grofdteil der Mikrotubuli ist es dabei nicht moglich, in Zellauslaufer wie Lamellipodien
vorzudringen, da es von einem dichten Aktinnetzwerk durchzogen ist und der retrograde
Aktinfluss ein Eindringen verhindert (Waterman-Storer and Salmon, 1997). Nur eine kleine
Gruppe, die sogenannten Pionier-Mikrotubuli, ist dennoch dazu in der Lage und spielt dort
bei der Ausbildung von Zellausldufern und in der Migration eine Rolle. Das geschieht durch
ihre mechanischen Eigenschaften, durch ihren Beitrag zum zelluldren Transport und durch

ihre Fahigkeiten zur Signaltransduktion. Weit weniger Mikrotubuli weisen in Richtung des
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Zellendes als in Richtung der Zellfront. An diesem tragen sie unter anderem zum Abbau von
fokalen Adhésionen bei, welcher fiir das Nachziehen des Zellendes wahrend der Migration
von grofser Bedeutung ist (Bretscher and Aguado-Velasco, 1998; Kaverina et al., 1999; Rid et
al., 2005).

Mikrotubuli stellen somit, ebenso wie die Aktinfilamente, eine wichtige Komponente des

Zytoskeletts dar, die einen zentralen Beitrag zur Zellmigration leisten.

1.4 Zell-Matrix-Adhasionen

Mehr als 150 verschiedene Proteine, die zusammen das sogenannte Adhdsom bilden, sind in
den Aufbau von Zell-Matrix-Adhésionen involviert (Schiller and Fassler, 2013). Zell-Matrix-
Adhéasionen unterliegen dabei einem Integrin-vermittelten Reifeprozess. Im Laufe dieses
Prozesses konnen sie von unreifen Adhésionen iiber fokale Komplexe zu fokalen Adhéasionen
bis hin zu fibrilliren Adhésionen reifen. Diese Reifung ist unter anderem von diversen
Adhaésionsproteinen, Myosin Il sowie der biphasischen Aktivitidt der Rho-GTPasen Rac (Ras-
related C3 botulinum toxin substrate 1) und RhoA (Ras homolog gene family, member A)
abhédngig (Arthur et al., 2000; Price et al., 1998).

Die ersten Zell-Matrix-Adhésionen, die sich in migrierenden Zellen bilden, sind unreife
Adhaésionen. Gefordert von einer hohen Rac- und niedrigen RhoA-Aktivitét, stellen sie Myosin
[I-unabhingige Strukturen mit zwei Schicksalen dar: Dem Abbau oder der Reifung in fokale
Komplexe. Diese fokalen Komplexe sind Myosin Il-abhédngig und befinden sich zwischen
Lamellum und Lamellipodium (s. Abbildung 1.1). Sie sind {iber die intrazellulare
Integrinbindung von Adapterproteinen, wie beispielsweise Talin, a-actinin und Vinculin, mit
dem Aktinzytoskelett verbunden (Bouvard et al, 2013; Choi et al., 2008). Andert sich die
biphasische Aktivitat der Rho-GTPasen Rac und RhoA gegenlaufig, reifen fokale Komplexe als
Antwort auf Myosin II-vermittelte Zugkrifte weiter zu fokalen Adhdsionen (Clark et al.,
1998). Gegebenenfalls konnen in einem weiteren Schritt aus fokalen Adhéasionen fibrillare
Adhasionen entstehen.

Fibrillire Adhésionen sind a5 1-Integrin vermittelte, elongierte Adhasionen, die eng mit dem
Aufbau der FN-Matrix assoziiert sind und im hohen Mafle das Adapterprotein Tensin
aufweisen (Pankov et al., 2000; Zamir et al, 2000). Neben Myosin-II beeinflusst auch die
Aktinorganisation die Reifung der Zell-Matrix-Adhadsionen (Choi et al., 2008; Oakes et al,,
2012; Stricker et al.,, 2013). Der retrograde Aktinfluss korreliert dabei direkt mit dem
Wachstum der Zell-Matrix-Adhésionen (Thievessen et al., 2013).
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Auch wenn die verschiedenen Typen der Zell-Matrix-Adhdsionen untereinander
differenzierbar sind, stellen sie ein Kontinuum dar, in dem es einen flieRenden Ubergang gibt
und sich verschiedene Adhéasions- und Signalproteine in ihrer Anwesenheit iiberlappen

(Parsons et al., 2010; Zamir and Geiger, 2001).
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Abbildung 1.1: Integrin-vermittelte Adhasionsreifung

An der Zellfront einer migrierenden Zelle tragen verzweigte Aktinfilamente zur Entstehung eines Lamellipodiums
bei. Unabhdngig von Myosin II und unter niedriger RhoA-Aktivitit bilden sich an der Zellfront zuerst unreife
Adhiasionen die FAK und Paxillin enthalten. Diese werden entweder abgebaut oder reifen weiter zu fokalen
Komplexen. Fokale Komplexe sind am Ubergang von Lamellipodium und Lamellum lokalisiert und sind iiber
diverse Adapterproteine wie Talin, Vinculin und a-actinin mit dem Aktinzytoskelett verbunden. Ihre Reifung ist
Myosin-1I-abhédngig und wird durch eine hohe RhoA-Aktivitit gefoérdert. Eine weitere Reifung der fokalen
Komplexe fiihrt zu fokalen Adhédsionen mit zusatzlichen Adapterproteinen wie Zyxin und VASP. Schlussendlich
kénnen aus diesen fibrillare Adhédsionen hervorgehen, in denen Tensin vorhanden ist und die in die FN-
Fibrillogenese involviert sind. Modifiziert nach (Bouvard et al,, 2013).

Fir die Zellmigration ist neben der Ausbildung von Integrin-vermittelten Zell-Matrix-
Adhdsionen auch der Abbau spezifischer Adhdsionen am Zellende notwendig, um eine
Fortbewegung der Zelle zu ermoglichen. Zellen, die verschiedene Integrine exprimieren,
welche mit demselben Liganden interagieren, konnen dabei gezielt die Aktivitit bestimmter

Integrine herunterregulieren, um auf die Interaktion mit der EZM Einfluss zu nehmen.
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1.5 Integrine

Die Interaktion von Zellen mit ihrer Umgebung wird durch verschiedene Klassen von
Zelladhasionsrezeptoren vermittelt. Wahrend Zell-Zell-Interaktionen hauptsachlich durch die
Familie der Cadherine sichergestellt wird (Oda and Takeichi, 2011), werden Interaktionen
zwischen Zellen und der umliegenden EZM entscheidend durch die Familie der Integrine
reguliert. Die Integrin-vermittelte Adhasion an die EZM stellt eine wichtige physikalische
Schnittstelle zwischen der EZM und dem intrazelluldren Zytoskelett dar. Diese dient nicht nur
als Ankerpunkt fiir die Zelle wahrend der Translokation, sondern sie ist zudem unerlasslich
fir die Weiterleitung mechanischer Zugkraft, welche durch die Aktin-/Myosin-Kontraktilitat
generiert wird. Neben der strukturellen Verbindung spielt auch die Signaltransduktion in
Adhasionen eine bedeutende Rolle.

Integrine sind heterodimere, transmembrane Rezeptoren, die eine wichtige Rolle in vielen
physiologischen Prozessen, wie der Zellproliferation und Migration, aber auch in
pathologischen Prozessen, wie der Tumorinvasion oder bei Entziindungen, spielen. Der Name
JIntegrin“ bezieht sich auf dessen Funktion, die Umgebung, also das Exterieur der Zelle, mit
dem Interieur zu integrieren. Seit ihrer Beschreibung als Integrine vor 27 Jahren gehoren sie
zu den am besten verstandenen Zelladhadsionsrezeptoren (Hynes, 1987). Sie sind von
niederen Organismen wie Schwdmmen bis hin zu Menschen hoch konserviert. Ihre
funktionelle Redundanz hat dabei wahrend der Evolution zugenommen (Burke, 1999; Hynes
and Zhao, 2000). Da sich Integrine auf das Taxon der Metazoa beschrdnken, existieren in
Pflanzen oder Pilzen keine Gene fiir tierische Integrine. Studien zeigen jedoch, dass es in
Pflanzen Integrin-dhnliche Proteine gibt, welche die Adhadsion zwischen Plasmamembran und
Zellwand vermitteln (Faik et al., 1998; Knepper et al.,, 2011; Sun et al, 2000). Auch in
Hefepilzen wie Candida albicans gibt es Integrin-dhnliche Proteine wie F-CAM, welches der

Hefe dazu verhilft, am Wirt zu adhérieren (Tronchin et al., 1991).

Integrine bestehen aus 1600 Aminosauren. Der Grofdteil umfasst die extrazellulire Domaéne,
die Liganden, wie FN und VN, bindet. Die zytoplasmatische Integrindomane ist mit jeweils 20-
50 Aminosiuren vergleichsweise kurz und bildet iliber diverse Adapterproteine eine
Verbindung zu zytoskeletalen Elementen (Hynes, 2002). Diese Adapterproteine sind fiir die
Signaltransduktion von grofer Bedeutung, da Integrine keine eigene enzymatische Aktivitat
aufweisen. Auf der Zelloberfliche befinden sich Integrine in einer von drei mdglichen
Konformationen: gebeugt inaktiv, aufgerichtet und vollstindig aktiviert. Die
Informationsweiterleitung erfolgt bei Integrinen bidirektional iiber die Plasmamembran:
neben einer outside-in, existiert eine inside-out Signaltransduktion, die rdumlich und zeitlich

strikt reguliert werden muss (Hynes, 2002). Die outside-in Signaltransduktion beschreibt die

10



EINLEITUNG

Wirkung von extrazelluldren Kraften auf den Kopfbereich von Integrinen, was zu einer
Verstirkung der Integrinaktivitdt, zum Clustering, zum Wachstum von Zell-Matrix-
Adhdsionen und zum Umbau des Zytoskeletts fiihrt. Bei der inside-out Signaltransduktion
wird die Bindung der Integrine an die EZM durch Aktin-/Myosin-vermittelte Krafte verstarkt
und durch intrazellulire Adapterproteine reguliert (Choquet et al., 1997; Friedland et al,,
2009; Roca-Cusachs et al., 2012).

A
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Abbildung 1.2: Die Integrin-Familie

[A] Dargestellt ist die Integrinfamilie der Vertebraten mit ihren 18 o und 8  Untereinheiten. Diese 24 Integrine
kénnen in vier Untergruppen eingeteilt werden: RGD-Rezeptoren, Laminin-Rezeptoren, Kollagen-Rezeptoren und
Leukozytenspezifische-Rezeptoren. Die Farbcodierung der a-Doméne zeigt die evolutiondre Verwandtschaft und
gibt den bevorzugten Liganden an. Farblich in orange und griin hervorgehoben, sind die Integrine a531 und aVf33,
mit der sich diese Arbeit ndher beschéftigt und die in [B] detaillierter dargestellt sind. Hier gezeigt ist die
Interaktion der beiden Integrine mit FN (oben) und VN (unten). Wahrend o5p81- und aVf33-Integrin mit FN
interagieren konnen, kann nur aV33-Integrin mit VN interagieren. [A] wurde modifiziert nach (Hynes, 2002).

Die 24 in Vertebraten bekannten Integrine setzen sich aus 18 a- und 8 3-Untereinheiten zu
Heterodimeren zusammen. Die Kombination der Integrinuntereinheiten entscheidet dabei
uber die Ligandenspezifitiat. Die Erforschung von Integrinen wird dadurch erschwert, dass
mehrere Integrine liberlappende Ligandenspezifititen und manche Liganden iiberlappende
Rezeptorspezifititen aufweisen konnen (van der Flier and Sonnenberg, 2001). Integrine
lassen sich, basierend auf ihrer Ligandenspezifitit, ihrer Expressionsspezifitit und ihrer
evolutiondren Verwandtschaft, in vier Gruppen einteilen: RGD-Rezeptoren, Kollagen-
Rezeptoren, Laminin-Rezeptoren und Leukozytenspezifische-Rezeptoren (s. Abbildung 1.2

A). Obwohl Laminine und Kollagene vergleichbar mit FN und VN ebenfalls tiber eine RGD-

11
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Bindestelle verfiigen, ist diese normalerweise kryptisch und unzuganglich (Humphries, 1990;
Plow et al., 2000; van der Flier and Sonnenberg, 2001).

Die bedeutendsten Integrine fiir eine Adhésion auf FN sind a531- und aVf3-Integrin aus der
Gruppe der RGD-Rezeptoren (s. Abbildung 1.2 B). Nur ein Doppel-Knockout von o5-Integrin
zusammen mit aV-Integrin kann einen embryonal letalen Knockout von FN nachahmen (Yang
et al,, 1999). Dies zeigt, dass a5B1-Integrin zwar der Hauptrezeptor fiir FN ist, aV33-Integrin
jedoch ebenfalls eine wichtige Rolle spielt. Wahrend a5f1-Integrin ein spezifischer FN
Rezeptor ist, kann aVB3-Integrin eine Vielzahl von weiteren Liganden, wie z.B. FN, VN und
Fibrinogen binden. Es gilt dabei jedoch als der Hauptrezeptor fiir Interaktionen mit VN
(Horton, 1997). Einige Studien haben sich bereits mit diesen zwei Integrinkombinationen
beschiftigt. Die meisten wurden allerdings auf homogen beschichtetem Substrat und dabei

mehrheitlich auf FN und nicht auf VN erhoben.

Inaktivierung von Integrinen

Eine kontrollierte Aktivierung von Integrinen ist eine wichtige Voraussetzung fiir den
korrekten Ablauf biologischer Vorgdnge. Ist diese Aktivierung beeintrachtigt, konnen
Krankheiten wie Blutungsstorungen oder Immunabwehrschwéche die Folge sein (Hogg and
Bates, 2000). Im Gegensatz dazu fiihrt eine Uberaktivierung zu Thrombose, Krebs und
chronischen Entziindungen (Moser et al., 2009a; Shattil et al., 2010). Deshalb ist nicht nur die
Aktivierung von Integrinen rdumlich und zeitlich streng kontrolliert, auch die Inaktivierung
ist keinesfalls ein passiver Zustand, sondern unterliegt ebenfalls einer aktiven Abwicklung. In
nicht-adhirenten Zellen, wie zirkulierenden Thrombozyten, ist es obligatorisch, dass
Integrine wie allbf3 inaktiv bleiben und nur durch extrazelluldre Stimulation aktiviert
werden. Eine Aktivierung hétte eine Bindung von Fibrinogen aus dem Plasma, eine
Aggregation und somit eine Thrombose zur Folge (Bouvard et al, 2013). In der
Vergangenheit lag der Schwerpunkt der Forschung auf der Untersuchung der
Integrinaktivierung, wihrend iiber Proteine, die an der Inaktivierung beteiligt sind, kaum
etwas bekannt ist. In den letzten Jahren gewann die Integrininaktivierung an
Aufmerksamkeit, wodurch einige negative Regulatoren bekannt wurden, deren Mechanismen
man in drei Klassen unterteilen kann: i) Eingriff in die Clasp Interaktion, ii) Abnahme der
Integrinmenge an der Plasmamembran durch Modifizierung des Integrintransports und iii)
Konkurrenz mit den Adapterproteinen Talin und Kindlin um die Bindung an die
zytoplasmatische Integrindoméne (Pouwels et al., 2012). In dieser Arbeit liegt der Fokus auf
dem dritten Mechanismus. Die direkte Inhibierung der Integrinaktivierung erfolgt iiber die

spezifische Bindung von Proteinen an die zytoplasmatische a- oder B-Domane (Liu et al.,
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2000). Negative Regulatoren der 3-Domane sind unter anderem Filamin und ICAP-1 (Kiema

etal., 2006).

Der zytoplasmatische $1-Integrin Inhibitor ICAP-1

Zytoplasmatische [-Integrindominen verfligen liber zwei sogenannte NPXY (Asparagin-
Prolin-X-Tyrosin) Motive. Wahrend das proximale NPXY Motiv bei der Bindung von Talin
eine Rolle spielt, ist das distale Motiv in die Bindung von Kindlin involviert (Anthis et al,,
2009; Margadant et al, 2012). Hierbei interagieren sie mit Proteinen, die eine
Phosphotyrosin-Bindedomane (PTB-Doméne) aufweisen, das zu einer Integrinaktivierung
fiihren kann (Calderwood et al,, 2003; O'Toole et al., 1995).

ICAP-1 (Integrin cytoplasmic domain-associated protein 1) ist ein zytoplasmatischer
B1-Integrin Inhibitor und besteht aus 200 Aminosduren, die in zwei separate Doméanen
unterteilt werden koénnen: Waiahrend das kurze N-terminale Ende reich an
Serin/Threoninresten und Konsensusseiten fiir Proteinkinasen ist, enthélt das C-terminale
Ende eine PTB-Domaine, iiber die es mit dem distalen NPXY Motiv der 3-Domaine interagiert
(Chang et al, 2002). ICAP-1 konkurriert somit mit Kindlin um die Bindung an die
zytoplasmatische (1-Doméne von Integrin (Bouvard et al, 2003). Durch die fehlende
Kindlinbindung bleibt eine Talin-abhangige Integrinaktivierung aus (Moser et al., 2009b).
Studien haben gezeigt, dass ICAP-1 spezifisch an B1- und nicht an 3-Integrin bindet.
Ausschlaggebend fiir diese Spezifitat soll die Aminosdure Valin sein, die sich bei f1-Integrin
proximal des distalen NPXY Motivs befindet. Anstelle von Valin weist $3-Integrin dort die
Aminosidure Threonin auf (Bouvard et al,, 2006; Chang et al., 1997).

Interessanterweise ist ein Verlust von ICAP-1 nicht embryonal letal, was in der Vielzahl von
Integrininaktivatoren liegen konnte, welche moglicherweise einen Verlust kompensieren
konnen. Aufgrund der verdnderten Funktion der Osteoblasten beschrianken sich
phenotypische Auswirkungen auf Kleinwtiichsigkeit und kraniofaziale Dysmorphien. ICAP-1
Knockout-Mause zeigen zudem Stérungen in der Proliferation von Osteoklasten (Bouvard et
al,, 2006). Wie sich ein Verlust von ICAP-1 auf das Migrationsverhalten von Priosteoblasten
auf mikrostrukturierten FN-Dotgradienten auswirkt, wird in dieser Arbeit in Kapitel 3.3.5

naher untersucht.

Die Acetylierung von Lysin

Viele zelluldre Funktionen werden durch reversible posttranslationale Modifikationen

reguliert. Neben zahlreichen identifizierten Modifikationen, wie der Phosphorylierung, der
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Methylierung und der Glykosilierung, ist die Acetylierung hauptsachlich durch die
Regulierung der Genexpression bekannt (Uy and Wold, 1977). Viele Jahrzehnte lang war der
Begriff Acetylierung gleichbedeutend fiir die Acetylierung von Lysin an Histonen. Aktuelle
Studien zeigen jedoch, dass die Mehrzahl der acetylierten Proteine nicht nuklear lokalisiert
sind (Choudhary et al., 2009). Die Erforschung der Acetylierung erfolgt jedoch im Gegensatz
zur spater entdeckten Phosphorylierung um ein Vielfaches langsamer. Wahrend es 20 Jahre
dauerte, bis das erste, nicht nukleare Zielprotein der Acetylierung, Tubulin entdeckt wurde,
verstrichen weitere 12 Jahre bis zur Entdeckung der nichsten zwei Zielproteine, p53 und Tat
(Gu and Roeder, 1997; L'Hernault and Rosenbaum, 1985). Acetylierung spielt eine Rolle von
Bakterien bis hin zum Menschen und ist somit hoch konserviert (Kim and Yang, 2011). Bei
der Acetylierung wird, mithilfe von Acetyltransferasen, eine negative Ladung an die
betroffene Aminosdure, meist Lysin, angehangt. Da das Acetylierungslevel von dem Level des
Kofaktors Acetyl-CoA reguliert wird, gibt es einen Metabolismus-abhangigen Wechsel des [3-
Integrinverhaltens, was jedoch noch unzureichend erforscht ist (Persénliche Kommunikation
mit B. Wehrle-Haller)(Wellen et al., 2009; Wellen and Thompson, 2012). Neben Tubulin, p53
und zahlreichen anderen Proteinen besitzt die intrazellulire f1-Doméine ein acetyliertes
Lysin, was sich in dieser Form an keiner anderen (-Doméne zeigen lasst (Choudhary et al.,
2009). Diese Individualitit ermdoglicht ndhere Studien zu 1- und (3-Integrin. In dieser
Dissertation soll in Kapitel 3.3.6 untersucht werden, welchen Einfluss ein
Aminosdureaustausch von Lysin-794 innerhalb der intrazelluliren 1-Domédne auf das

Migrationsverhalten von Zellen auf FN-Dotgradienten hat.

1.6 Rho-GTPasen

Da Zellen in vivo auf verschiedenste biochemische und physikalische Eigenschaften der EZM
reagieren miissen, erfordert die Zellmigration rdumlich und zeitlich exakt koordinierte
Signalnetzwerke. Rho-GTPasen spielen eine zentrale Rolle in der Signaltransduktion indem
sie Signale von Rezeptoren an ihre Effektoren weiterleiten. Sie sind am besten fiir ihren
Einfluss auf den Umbau des Aktinzytoskeletts bekannt und spielen dadurch auch eine
wichtige Rolle in der Zellpolarisierung und der Migration (Etienne-Manneville and Hall,
2002). Hauptvertreter der Familie der kleinen Rho-GTPasen sind RhoA, Cdc42 (Cell division
control protein 42 homolog) und Rac. Sie fungieren als molekulare Schalter, indem sie zyklisch
zwischen zwei Aktivierungsstadien pendeln. Zum einen in einer aktiven, GTP-gebundenen

Form, in der sie zahlreiche downstream Effektoren regulieren, zum anderen in einer
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inaktiven, GDP-gebunden, Form. Rho-GTPasen werden einerseits von GAPs (GTPase
activating factor) inaktiviert, welche die Hydrolyse von GDP zu GTP stimulieren, andererseits
von GEFs (Guanine nucleotide exchange factor) aktiviert, welche die Freisetzung von GDP
unterstiitzen (Overbeck et al., 1995). Inaktive Rho-GTPasen verbleiben im Zytosol durch GDIs
(Guanine nucleotide dissociation inhibitors), die sowohl eine Membran-Assoziation als auch
eine Degradierung verhindern und Rho-GTPasen zusitzlich auf diese Weise regulieren
(Fukumoto et al., 1990). Die 80 verschiedenen GEFs und iiber 70 GAPs lassen auf eine
komplexe Regulierung der Rho-GTPasen schliefen. RhoA ist an der Regulierung von
kontraktilem Aktin und Myosin beteiligt, was zu einer Kontraktion des Zellendes fiihrt sowie
fokale Adhésionen und Stressfasern ausbildet (Hotchin and Hall, 1995). Rac generiert dabei
hauptsachlich Lamellipodien und Membranruffles an der Zellfront, lose Aktinbiindel in der
Peripherie und die protrusive Kraft an der Zellfront (Ridley et al., 1992; Rottner et al., 1999).
Cdc4?2 ist entscheidend an der Bildung von Filopodien beteiligt und stellt unter anderem den
Schliisselregulator in der Zellpolarisierung dar. Induziert durch die lokale Aktivierung von
Cdc42 erfolgt die Ausbildung einer definierten Zellfront, welche fiir die Zellmigration
unverzichtbar ist. Im Zuge dieser Zellpolarisierung erfolgt eine Relokalisierung des Golgi
Apparates und das Zentrosoms sowie eine Reorganisation des Mikrotubulinetzwerkes
(Nobes and Hall, 1995; Nobes and Hall, 1999; Wu et al., 2007).

Fibroblasten auf zweidimensionalen Substraten weisen eine frithe Aktivierung von Cdc42
und Rac sowie eine verspatete Aktivierung von RhoA auf, was darauf hinweist, dass diese
Rho-GTPasen getrennt voneinander reguliert werden (Price et al., 1998). Wahrend friihe
Adhdsionen abhdngig von aktivem Rac sind und eine Unterdriickung der RhoA-Aktivitat
stattfindet, benotigt die Reifung von spateren Adhdsionen eine erhéhte RhoA-Aktivitit mit
einer Inhibierung von Rac (Arthur et al., 2000; Price et al., 1998). Diese Regulierung wird
unter anderem durch GEFs und GAPs bestimmt. GEFs, wie beispielsweise (-Pix, Vav2 und
Tiam1, aktivieren Rac wahrend des Zellspreadings. GAPs wie pl190RhoGAP fithren
wahrendessen Src-abhdngig zur Inhibition von RhoA. Nach Bindung an FN wird die
Tyrosinphosphorylierung von p190RhoGAP durch B1-Integrin vermittelt, wohingegen
Syndecan-4 die p190RhoGAP Lokalisierung steuert (Arthur et al., 2000; Bass et al., 2008). Im
Anschluss an die initiale Adhésion steigt die RhoA-Aktivitdt durch GEFs, wie p115RhoGEF
und GEF-H1 an, wihrend die Rac-Aktivitdt abnimmt (Lim et al., 2008; Miller et al., 2012). Es
bilden sich RhoA-abhingige Stressfasern und fokale Adhasionen reifen mittels ROCK-
induzierter Myosin-Aktivitdt (Chrzanowska-Wodnicka and Burridge, 1996). Die ansteigende
RhoA-Aktivitat stellt die Kontraktilitit am Zellende sicher, die fiir die Retraktion des
Zellendes wihrend der Migration unverzichtbar ist. Die Inhibition von Rac wird unter
anderem durch filGAP ausgefiihrt, das durch die Phosphorylierung von ROCK aktiviert wird
(Jacquemet and Humphries, 2013; Ohta et al, 2006). Neben GEFs und GAPs kénnen Rho-
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GTPasen auch von Integrinen und Mikrotubuli aktiviert werden und vice versa auch regulativ
auf diese Komponenten wirken (Clark et al.,, 1998; Hotchin and Hall, 1995; Nalbant et al.,
2009; Price et al., 1998). Durch ihre Effekte auf verschiedenste Elemente des Zytoskeletts und
Zell-Matrix-Adhdsionen regulieren Rho-GTPasen in einem komplexen Zusammenspiel

verschiedene Aspekte die fiir die Zellmigration bedeutsam sind.

1.7 Zellmigration

Die Zellmigration beschreibt einen grundlegenden physiologischen Prozess, welcher aus der
Nettobewegung des Zellkorpers resultiert und fiir eine Vielzahl von biologischen Vorgangen
von grofser Bedeutung ist. So spielt insbesondere die gerichtete Migration nicht nur wahrend
der Embryonalentwicklung, sondern auch bei der Wundheilung, der Immuniiberwachung
oder bei der Metastasierung eine wichtige Rolle. In multizelluliren Organismen miissen sich
Zellen in Gewebe einen Weg zwischen anderen Zellen hindurch bahnen, indem sie Kontakte
mit ihnen eingehen, um sich selbst vorwirts bewegen zu konnen. In vitro wird die
mesenchymale Einzelzellmigration in vier Schritten beschrieben: die Zellpolarisierung, die
Ausbildung von Zellauslaufern, die Generierung von Zugkraft und der abschlief}ende Abbau
von Adhdsionen am Zellende (Abercrombie et al, 1970). Fibroblasten migrieren, indem sie
Zellauslaufer bilden, mit denen sie ihre Umgebung wahrnehmen und detektieren kénnen.
Diese Zellauslaufer wie Filopodien und Lamellipodien definieren die polarisierte Zellfront,
die fiir eine Fortbewegung unverzichtbar ist. In diesen zelluldren Strukturen befinden sich
kleine, Integrin-reiche Adhésionen, welche die Verankerung zum unterliegenden Substrat
gewadhrleisten. Mithilfe der zelleigenen Aktin-/Myosin-Kontraktilitit werden Krifte generiert,
mit der die Zelle iiber die Adhdsionen hinweg nach vorne gleiten kann. Der turnover der Zell-
Matrix-Adhésionen ist dabei rdumlich und zeitlich streng kontrolliert (Ballestrem et al.,
2000). Neue Adhéasionen entstehen an der Zellfront, wihrend Adhésionen am Zellhinterende
abgebaut werden, um dieses wihrend der Translokation nachzuziehen. Diese Balance
zwischen Auf- und Abbau ist fiir die Zellmigration elementar (Abercrombie et al.,, 1970;

Lauffenburger and Horwitz, 1996).
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Haptotaxis

Unterschieden wird die Zellmigration in gerichtete und ungerichtete Migration. Bei der
gerichteten Migration konnen die Signale, die auf die Richtung Einfluss nehmen,
unterschiedlicher Herkunft sein und von einer Vielzahl von extrazelluldren Signalen die
entweder repulsiv oder anlockend wirken kénnen, ausgeldst werden (Leng et al, 1999).
Extrazelluldre Signale konnen beispielsweise in Form von gelosten oder substratgebundenen
Signalen auftreten. Wahrend es schon seit liber einem Jahrhundert Studien tber die
Chemotaxis gibt, bei der biochemische Signale in Losung vorliegen, ist iiber die Haptotaxis
sehr wenig bekannt (Jennings, 1908). Die Haptotaxis beschreibt dabei die Migration entlang
eines substratgebundenen Adhéasionsgradienten, der meist aus FN erzeugt wird (Carter,
1967). Haptotaxis spielt eine wichtige Rolle in der Wundheilung, bei der die Zellmigration
neben Ioslichen Stoffen auch iiber das Adhéasionsprotein FN vermittelt wird. Im
Granulationsgewebe ist FN sehr friih lokalisiert und induziert dort die Einwanderung von
Fibroblasten in die Wunde und die Kollagensynthese (Kurkinen et al, 1980; Reese et al,,
1982; Repesh et al, 1982). Mithilfe eines FN-Konzentrationsgefilles wandern neben
Fibroblasten auch T-Zellen, Monozyten und andere Komponenten der Immunabwehr, in die
Wunde ein (Hauzenberger et al., 1995). FN kann im Falle einer Verletzung auch von den
Blutgefafien selbst produziert werden (Clark et al., 1982). Zudem ist die Haptotaxis in die
Entstehung der Hiihnerretina, die Angiogenese, die Wanderung von Neuralleistenzellen, die
Myogenese und in die Gastrulation bei Xenopus laevis involviert (Collins and Lee, 1984; Eming
and Hubbell, 2011; Erickson, 1985; Gottlieb et al., 1976; Li et al.,, 2005; Moskal et al., 1986;
Vaz et al,, 2012; Winklbauer and Nagel, 1991). Herzvorlauferzellen aus Hithnerembryonen
migrieren ebenfalls haptotaktisch entlang eines anterior/posterior verlaufenden FN-
Gradienten zur Embryomitte hin (Linask and Lash, 1986). Neben der Entstehung von
Geweben und zahlreichen Umgestaltungsprozessen, spielt die Haptotaxis auch eine Rolle in
der Metastasierung von Tumorzellen (McCarthy and Furcht, 1984; McCarthy et al., 1983;
Roos, 1984). Der genaue Mechanismus der Haptotaxis ist dabei noch sehr unerforscht.
Verschiedene EZM-Proteine wie, Laminin, FN oder Kollagen, wurden bisher fiir Studien
hinzugezogen und zelluldre Reaktionen untersucht. So konnte gezeigt werden, dass sich
Zellen wie, Fibroblasten, Osteoblasten oder Epithelzellen, morphologisch entlang der FN-
Gradientenachse ausrichten und migrieren (Arnold et al., 2008; Hirschfeld-Warneken et al,,
2008; Kang et al., 2004; Smith et al., 2006; Smith et al., 2009). Werden Neurone auf Laminin-
Gradienten kultiviert, orientieren sie ihre Axone in Richtung hoherer Bedeckung (Adams et
al,, 2005; Dertinger et al., 2002). Die meisten Studien zur Haptotaxis wurden jedoch mithilfe
von kontinuierlichen Adhdsionsgradienten erhoben. Hierbei entspricht die homogene

Verteilung der Proteine jedoch nicht der in vivo Situation, in der die Proteine raumlich
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geometrisch verteilt vorliegen. Diese geometrische Verteilung der Kontaktpunkte ist der

Grund fiir den Einsatz von mikrostrukturierten Dotgradienten.

1.8 Der Einsatz strukturierter Substrate

Innerhalb der EZM sind Zellen in einer strukturierten Umgebung eingebettet. Nicht nur
biochemische Signale beeinflussen das Zellverhalten, sondern insbesondere physikalische
und mechanische Eigenschaften der EZM wie Steifheit, Topografie und geometrische
Verteilung von Glykoproteinen. In klassischen Zellexperimenten auf homogenen Substraten
fehlen diese Eigenschaften der strukturierten Umgebung, die einen grofien Einfluss auf das
Zellverhalten und die Zellarchitektur haben. Mikrostrukturierte Substrate kénnen deshalb
eine in vivo Situation auf vereinfachter Ebene besser simulieren (Bell et al., 1979). Erste
Studien zur Zellmigration auf definierten Substraten wurden bereits 1914 auf Fasern aus
Spinnenweben durchgefiihrt, um die Bedeutung eines strukturierten Substrates zu
postulieren (Harrison, 1914). Heutzutage gibt es eine Vielzahl an Methoden, um strukturierte
Substrate herzustellen. Dabei basieren die meisten auf dem Grundprinzip ein EZM-Protein
oder deren funktionelle Homologe auf Triagermaterialien wie Glas- oder Goldsubstrate
aufzubringen, an welche Zellen dann adhdarieren konnen. Die strukturierten Substrate konnen
dabei zwei- oder dreidimensional sein, wobei sich gezeigt hat, dass eine Aussage liber die
gezielte geometrische Verteilung der Proteine in 3D schwer ist (Lehnert et al, 2004).
Bekannte Methoden zur Herstellung von 2D-Substraten sind z.B. photolithographische
Techniken oder das Microcontact-printing (Mrksich et al.,, 1996; Sorribas et al., 2002). Das
Microcontact-printing findet, aufgrund des positiven Gleichgewichts zwischen einer einfachen
und kostengiinstigen Methode zur Erstellung mikrostrukturierter Substrate, bis heute noch
Anwendung. Kombiniert mit der Gold-Thiol-Chemie findet diese Methode auch in der hier
vorliegenden Arbeit Einsatz. Mit dieser Methode wird ein geometrisches Muster eines
strukturierten, mit einem hydrophoben Thiol beschichteten PDMS-Stempels, auf ein
goldbedampftes Deckglas aufgebracht. Bereiche, auf denen keine Zellkontakte ausgebildet
werden sollen, werden mithilfe eines zweiten hydrophilen Thiols in antiadhasive Bereiche
verwandelt. In einem abschliefSenden Schritt wird das Deckglas mit einer Proteinlésung
inkubiert, bei der die Proteine selektiv an das geometrisch vorliegende hydrophobe Thiol
binden. Das Microcontact-printing ermdoglicht, die Bedingungen der Zellexperimente vielfaltig
zu variieren. So kann nicht nur der Abstand zwischen Mikroinseln variiert werden, sondern

auch die Grofle und die Form der Zelladhisionsmuster. Diese Geometrie der EZM-Proteine
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kann dabei das Zellverhalten und die Zellmorphologie stark beeinflussen. Vergleicht man das
Aktinzytoskelett zwischen Zellen auf homogenem Substrat und jenen auf strukturiertem
Substrat wird deutlich, dass die unterliegende Substratgeometrie das Zytoskelett beeinflusst,
indem es in Richtung des Dotgradienten ausgerichtet ist. Dies riihrt vor allem von der
geometrischen Limitation der Zelladhdsionskontakte her, die nun raumlich konzentrierter
vorliegen, als dies willkiirlich verteilt auf homogenem Substrat der Fall ist (Autenrieth, 2012).
Auch der Abstand von Mikroinseln kann Einfluss auf das Zellverhalten nehmen. Studien
haben gezeigt, dass Zellen kleine Mikroinseln bis zu einem Abstand von 20 pum annehmen und
sich zwischen ihnen aufspannen. Bei einem grofderen Abstand adhdrieren sie lediglich auf
einer einzigen Insel. (Chen et al, 1997; Lehnert et al., 2004). Nicht nur das Aufspannen
zwischen Mikroinseln, auch die Zellmigration wird durch die Geometrie der Mikrostrukturen
beeinflusst. Andert man bei Dotgradienten die Dotmorphologie von quadratisch zu
rechteckig, migrieren die Zellen nicht mehr praferiert uphill, sondern lateral. Werden die
Kantenldngen der Dots von 2 pm auf 3.5 pm vergrofiert, fiihrt dies zu einer Einstellung der
Migration (Autenrieth, 2012). Nicht nur entlang von Dots findet eine Migration statt, auch FN-
Linien konnen eine gerichtete Migration induzieren (Doyle et al., 2009). Dies zeigt, dass die
Proteingeometrie strukturierter Substrate einen grofden Einfluss auf das Zellverhalten haben
kann.

In vorliegender Arbeit wird die Zellmigration auf mikrostrukturierten Dotgradienten
untersucht. Hierbei bilden Zellen Zell-Matrix-Adhasionen auf den Protein-Dots aus, die mit
dem Aktinzytoskelett verkniipft sind. Durch diese Verbindung kénnen Krafte der Aktin-
/Myosin-Kontraktilitat effektiv auf das Substrat libertragen werden. Die Zelle kann an den
einzelnen Adhisionskontakten Krafte entwickeln, die durch die asymmetrische Verteilung
der Dots innerhalb des Gradienten eine asymmetrische Krafteverteilung im Zellinneren

bewirkt (Roca-Cusachs et al., 2009).

1.9 Zielsetzung

Vorhergegangene Studien unserer Arbeitsgruppe zeigen, dass primare Hiihnerfibroblasten
einen mikrostrukturierten FN-Dotgradienten erkennen und zu 80% in Richtung der h6heren
Bedeckung migrieren. Dabei messen sie die FN-Menge des Gradienten nicht nur zu Beginn
der Migration, sondern kontinuierlich wiahrend der gesamten Fortbewegung. Die initiale
Zellpolarisierung auf dem Dotgradienten ist fiir die Haptotaxis von zentraler Bedeutung. Die
Untersuchungen haben gezeigt, dass fiir eine unidirektionale, haptotaktische Migration ein

funktionelles Aktin-/Myosin- und Mikrotubulisystem unverzichtbar ist (s. Abbildung 1.3 A).
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Wird das Aktin-/Myosin-System einer Zelle mit Y-27632 oder Blebbistatin behandelt, fiihrt
dies zu einer ungerichteten Migration auf FN-Dotgradienten. Da die Zellen den Dotgradienten
nicht mehr erkennen kénnen, migrieren sie gleichwertig in jede Richtung: uphill, downhill
und lateral (s. Abbildung 1.3 C).

Greift man in das Mikrotubulisystem ein, indem Zellen mit Taxol oder Nocodazol behandelt
werden, migrieren Fibroblasten zu gleichen Teilen uphill und downhill. Die Zellen sind noch
in der Lage, den Gradienten zu erkennen, konnen dabei aber nicht mehr zwischen hoher und

niedriger Proteinbedeckung unterscheiden.

A: Uni-direktional B: Bi-direktional C: Nicht-direktional

Integrine % Integrine % Integrine %
Fibronektin Fibronektin Fibronektin

Abbildung 1.3: Modell zur Haptotaxis

[A] Um unidirektional in Richtung der hoéheren FN Bedeckung (uphill/+) migrieren zu konnen, ist ein
funktionelles Zusammenspiel des Aktin-/Myosin- und Mikrotubulisystems unverzichtbar. [B] Durch die Zugabe
von Taxol und Nocodazol erfolgt ein Eingriff in das Mikrotubulisystems, das in einer bidirektionalen Migration
resultiert. Die Zellen kénnen die Gradientenachse erkennen, jedoch nicht mehr zwischen héherer und niedrigerer
Bedeckung differenzieren. Dies resultiert in einer uphill (+) und downhill (-) Migration. Dieser Effekt lasst daraus
schliefden, dass das Aktin-/Myosin-System durch die Erkennung der Gradientenachse den Winkel bestimmt und
das Mikrotubulisystem die Entscheidung fiir das Vorzeichen der Migration festlegt. [C] Ein Eingriff in das Aktin-
/Myosin-System durch die Beeintrachtigung von ROCK, Myosin Il oder Cdc42 und deren Effektor PKCC resultiert
in einer ungerichteten Zellmigration. Die Zellen wandern in uphill, downhill und lateraler Richtung. Diese
ungerichtete Migration lasst vermuten, dass das Aktin-/Myosin-System das Mikrotubulisystem beeinflusst, da
ansonsten eine Entscheidung tiber das Vorzeichen zu erwarten ware. Modifiziert nach (Autenrieth, 2012).
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1 1
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Die Beeintrachtigung des Mikrotubulisystems resultiert somit in einer bidirektionalen
Migration (s. Abbildung 1.3 B). Hierbei wurden stets niedrige Inhibitorkonzentrationen
eingesetzt, um die Dynamik etwas herabzusetzen und nicht vollstindig zu inhibieren.
Aus diesen Experimenten lasst sich schlief3en, dass die intrazellulare Zugkraftentwicklung fiir

die Erkennung der Gradientenachse von zentraler Bedeutung ist und damit die

20



EINLEITUNG

Winkelentscheidung bei der Migration auf FN-Dotgradienten iibernimmt. Die Mikrotubuli-
Dynamik entscheidet hingegen iiber das Vorzeichen (+/-) der Migration, da die Zellen nach
der Stérung ihrer Mikrotubuli-Dynamik sowohl uphill (+) als auch downhill (-) migrieren.
Wird die Aktin-/Myosin-Kontraktilitdt gestort, migrieren die Zellen ungerichtet. Dies lasst
vermuten, dass das beeintrachtigte Aktin-/Myosin-System einen direkten Einfluss auf die
Mikrotubuli-Dynamik hat, da die Zellen ansonsten nur in y-Richtung migrieren wiirden. Das
aktuelle Modell der Haptotaxis zeigt demnach, dass Zellen den Gradienten initial durch die
Aktin-/Myosin-Kontraktilitidt detektieren und darauf reagieren (Autenrieth, 2012).

Da es bislang nur sehr wenige Studien zur Haptotaxis gibt, sollen in dieser Arbeit weitere
Erkenntnisse liber die Migration auf FN-Dotgradienten gewonnen werden. Dazu werden
zytoskelett-assoziierte Proteine pharmakologisch inhibiert und der Effekt auf die Haptotaxis
untersucht. Hierbei werden Schliisselproteine wie die Rho-GTPase Rac, der Arp2/3-Komplex,
die FH2-Domine von Forminen und die Integrin-linked-kinase (ILK) diversen Inhibitor-
konzentrationen ausgesetzt und das Migrationsverhalten auf FN-Dotgradienten quantifiziert.
Frithere Studien haben zudem gezeigt, dass das Mikrotubulinetzwerk eine wichtige Rolle in
der Haptotaxis spielt. Experimente dieser Arbeit befassen sich deshalb, mit der dynamischen
Instabilitat der Mikrotubuli. Hierbei soll analysiert werden, inwieweit sich die Mikrotubuli-
Dynamik in migrierenden und stationdren Zellen abhingig von der unterliegenden
Substratgeometrie unterscheidet und welchen Einfluss sie auf die Haptotaxis hat.

Die Haptotaxis ist eine Integrin-vermittelte Art der Migration, bei welcher Integrine die
bidirektionale Signaltransduktion zwischen dem Zytoskelett und den EZM-Liganden
sicherstellen.  Charakteristisch  fiir Integrine sind eine haufig iiberlappende
Ligandenspezifitit, sowie fiir einige Liganden eine iliberlappende Rezeptorspezifitit. Um
tiefere Einblicke in die Regulation der Integrin-vermittelten Migration auf FN-Dotgradienten
zu erhalten, soll in dieser Arbeit untersucht werden, welchen Einfluss die mit FN
interagierenden Integrine a5Bf1 und aVB3 auf die direktionale Migration in adhéisiven
Dotgradienten haben. Hierfiir werden diverse Knockout-Zelllinien verwendet, die den Effekt
der einzelnen Doménen auf die Migration zum Ausdruck bringen und interessante Einblicke

ermoglichen.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Losungsmittel und Chemikalien

Tabelle 2.1: Verwendete Losungsmittel und Chemikalien <wird fortgesetzt>

Name Angaben Hersteller
Ammoniak >25% Carl Roth
Ampicillin Carl Roth
Bovines FN From bovine plasma; Lyophilisat in Sigma-Aldrich

Chicken serum

Dulbecco's Modified Eagle
Medium

Ethanol
Ethylendiamintetraessigsaure
Ethylenglycol-3-0O-Mercaptan
(EG3-OMe)
Ethylenglycol-6-0O-Mercaptan
(EGe-OMe)

F-12 Nutrient Mixture Kaighn's
Modification

Fetales Kalberserum

Fibronektin

Gentamycin

Glutaraldehyd

Hanks balanced salt solution
Isopropanol

Kanamycin

ddH20; 1 mg/ml Stock

high glucose

99,8%
5% in HBSS

1 mM in EtOH

2,5 mM in EtOH

10% v/v in DMEM

From human plasma; Lyophilisat in
ddH:0, 1 mg/ml Stock

0,02 mg/ml

Gelost in PBS

(HBSS)

99,9%

Life Technologies
Life technologies /
Pan biotech

Carl Roth

Life Technologies

Prochimia
Prochimia

Life Technologies
HyClone
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Life Technologies
Carl Roth

Carl Roth
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Name Angaben Hersteller
L-Glutamin 200 nM Life Technologies
. 5 g Pepton, 2.5 g Hefeextrakt, 5
LB Medium N§Cl iﬁ 500 ml gdeO g Carl Roth
Lipofectamine 2000 Life technologies
Methanol 99,9% Carl Roth
Mowiol 20% Hoechst
Natriumhydrogencarbonat Carl Roth
n-Propylgallat In Mowiol Sigma-Aldrich
Octadecylmercaptan (ODM) 1,5 mM in EtOH Sigma-Aldrich
OptiMEM Life technologies
Paraformaldehyd 4% in PBS Sigma-Aldrich
Penicillin-Streptomycin 10 U/ml Life technologies

Phosphate buffered saline
Plasmid Plus Midi Kit
Plasmid QIAPrep Spin
Polydimethylsiloxan: Sylgard

1x, (-)Caz+, (-)Mgz+

Miniprep Kit

Pan Biotech
Qiagen
Qiagen

Fortsetzung

184 1:9 Dow Corning

Puromycin 10 pg/ml in DMEM

Salpetersaure >65% Carl Roth

Schwefelsaure >95% Carl Roth

Stickstoff Reinheit 5.0 Linde

Triton X-100 0,1% in PBS Carl Roth

Trypanblau 1:2 Carl Roth

Vitronektin From human plasma; Lyophilisat in Sigma-Aldrich
ddH20; 50 pg/ml Stock

Wasserstoffperoxid >30% Carl Roth

Zusammensetzung des F12-Mediums

Tabelle 2.2: Zusammensetzung des F12-Mediums

Komponente Volumen Bemerkung Hersteller

200 mM L-Glutamin 10 ml 2 mM Life Technologies

Chicken Serum 20 ml 2%V/V Life Technologies

F12 nutrient mixture 10,63 g Life Technologies

Fetales Kdlberserum 100 ml 10% V/V Thermo Scientific

Gentamycin 0,4 ml 1:2500 Sigma-Aldrich

Natriumhydrogencarbonat 1,176 g 299,9% Carl Roth

Penicillin/Streptomycin 2 ml 10 U/ml; 1:500 Sigma-Aldrich

Steriles TKA H,0 700 ml
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2.2 Herstellung mikrostrukturierter Dotgradienten

Mikrostrukturierte FN-Dotgradienten ermdglichen es, gerichtete Zellmigration zu induzieren
und zu analysieren. Hergestellt werden die mikrostrukturierten Substrate mithilfe des
indirekten Proteinstempelns (Microcontact-Printing)(Mrksich and Whitesides, 1996). Diese
Methode basiert auf der Gold-Thiol-Chemie, bei der iiber einen Stempelvorgang
hervorstehender Silikonstrukturen, ein geometrisches Muster auf ein goldbedampftes
Deckglas tibertragen wird. Die Silikonstrukturen werden dabei zuvor mit einem hydrophoben
Thiol inkubiert. Durch anschliefende Bedeckung der Deckgldser mit einem hydrophilen
Thiol, sorgt dessen passivierende Eigenschaft fiir die Entstehung von antiadhdsiven
Bereichen zwischen den gestempelten Strukturen. Im néachsten Schritt erfolgt die
Proteinbeschichtung, bei der das gewdhlte Protein selektiv an das gestempelte Muster des
hydrophoben Thiols bindet. Zellen konnen nur auf diesen adhésiven Flachen der Protein-Dots
Kontakte ausbilden und migrieren.

Stempelmuster

Der verwendete Dotgradient besteht aus kleinen quadratischen Mikroinseln, sogenannten
Dots, mit Kantenldngen von 2x2 um. Der Abstand der Dots betrigt in x-Richtung 6 pm,
wahrend die Distanz der Dotreihen in y-Richtung kontinuierlich von 20 pum auf 0 pm
abnimmt. Dies ergibt eine Steigung des Adhasionsgradienten von 6%. Bereiche mit geringen
Abstianden der Protein-Dots korrelieren dabei mit einer hohen Proteinbedeckung. Fiir die
Auswertung wird der in Abbildung 2.1 durch einen griinen Rahmen dargestellte Bereich
hinzugezogen, da die gegebenen Bedingungen eine effektive Zellbewegung in Richtung
hoherer Proteinbedeckung begiinstigen.
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2um

Abbildung 2.1: Ubersicht des verwendeten Protein-Dotgradienten

Ubersicht iiber die Morphologie des verwendeten Protein-Dotgradienten mit Kantenldngen der Dots von 2x2 pm.
Mithilfe des Microcontact-Printings kénnen diese adhdsiven, mikrostrukturierten Substrate erzeugt werden.
Weifde Dots signalisieren die adhédsiven Bereiche an die Zellen in einem spdteren Schritt binden und migrieren
koénnen. Die schwarzen Bereiche stellen die antiadhésiven Bereiche dar auf denen keine Zellkontakte ausgebildet
werden kdnnen. In y-Richtung nimmt der Abstand zwischen den Dotreihen kontinuierlich von 20 pm auf 0 pm ab
wahrend er in x-Richtung konstant bleibt. Daraus ergibt sich ein Gradient mit einer Steigung von 6%. Die hdchste
Proteinbedeckung des Gradienten befindet sich am oberen Bildrand, was zusatzlich durch den Gradientenbalken
am rechten Bildrand dargestellt wird. Der griine Rahmen signalisiert den Interessenbereich indem die
Einzelzellen in die Auswertung einfliefien. Axio Imager.Z1 40x, Maf3stab 20 um.

Herstellung der Master

Die Herstellung der Master, der Abgussform fiir den verwendeten Silikonstempel, erfolgt in
Kooperation mit Benjamin Richter, Torsten Beck und Sarah Krdmmer am Institut fiir
angewandte Physik des Karlsruher Instituts fiir Technologie. Mithilfe des direkten
Laserschreibens konnen gewiinschte geometrische Strukturen, wie in dieser Arbeit ein
Dotgradient, invers auf Silizium erzeugt werden. Dabei wird ein Lichtstrahl, welcher im Fokus
eine 2-Photonenabsorption induziert, auf ein funktionalisiertes Deckglas mit PETA, einem
Fotolack, gerichtet. Durch diesen Prozess kommt es zur Polymerisierung des Lackes. Im
Anschluss an eine Passivierung, die eine zu starke Haftung von Siliziummaster und

verwendetem Silikon verhindert, ist der Master bereit fiir die weitere Verarbeitung.
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Reinigung der Glasstreifen

Um einen Stempel aus einem Siliziummaster herzustellen, benétigt dieser zur Stabilisierung
ein Riickgrat in Form eines Glasstreifens. Dieser 1cm breite Glasstreifen wird aus
Objekttragern mithilfe eines Diamantstiftes zurechtgeschnitten, mit Isopropanol gereinigt

und mit Stickstoff getrocknet.

Herstellung der Stempel

Das im auspolymerisierten Zustand elastische Silikon dient als Abgussmaterial zur Erstellung
der Stempelstruktur. Die optimale Steifheit erhdlt man durch Zugabe von 0,9 g Silikon und
0,1 g Ausharter. Nach einer Inkubationszeit von 20 min ist das Silikon bereit zur weiteren
Verarbeitung. Ein Tropfen der frisch hergestellten Silikonmischung wird nun auf die Struktur
des Siliziummasters getropft, der gereinigte Glasstreifen aufgelegt und zur Polymerisierung
tiber Nacht bei 60 °C inkubiert. Kleine Messingklotzchen, die die Struktur zu allen Seiten
stiitzen, verhindern ein Verrutschen des Glasstreifens. Auf den Bereich des Glasstreifen, der
sich unmittelbar iiber der Zielstruktur auf dem Master befindet, wird ein 12 g schwerer
Messingklotz gesetzt, der durch das Gewicht einen standardisierten Druck auf die Struktur
ausiibt und zu definierten Grofien der Dots fiihrt. Nach der Polymerisierung des Silikons wird
der Glasstreifen behutsam vom Siliziummaster gelost, wobei die eingesetzte Kraft
gleichmifiig diagonal zu den Bruchkanten ausgelibt wird. Dies vermindert einen Bruch des
Glasstreifens. Das Silikon, das am Glasstreifen haftet, enthilt nun die inverse Zielstruktur des
Siliziummasters. Vorsichtig wird in einem nadchsten Schritt tiberschiissiges Silikon mit einer
Rasierklinge rund um die Struktur entfernt, was eine lange Haltbarkeit des Stempels
gewahrleistet. Mithilfe eines Diamantschneiders wird der Glasstreifen so zurechtgeschnitten,
dass sich die Struktur nunmehr auf einem Glasquadrat befindet. Dieses Glasquadrat wird nun
mithilfe eines Zweikomponentenklebers auf einen Glaszylinder geklebt, der fortan als

Haltegriff dient. Der Stempel ist nun einsatzbereit.
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Reinigung und Goldbedampfung der Deckglaser

Bevor die Deckgldser mit Titan und Gold bedampft werden, miissen sie einer griindlichen
Reinigung unterzogen werden. Dazu werden sie fiir 15 min in einer Losung aus Ammoniak,
Wasserstoffperoxid und bidestilliertem Wasser (1:1:5) auf 80 °C erhitzt und nach 15 min mit
destilliertem Wasser gespiilt. Anschlieféend werden die Deckgldser in eine Haltevorrichtung
tiberfithrt und mit einer Titanschicht bei einem Druck von < 1x10-6 mbar bedampft. Eine etwa
3-5 nm dicke Titanschicht dient hier als Haftvermittler fiir das Gold, welches anschlief3end in
einer Starke von ca. 20 nm bedampft wird. In dieser Arbeit wurden auch diinner bedampfte
Golddeckglaser verwendet (0,5 nm Titan, 2 nm Gold), die keine funktionellen Unterschiede
aufweisen. Diese diinnen Golddeckglaser haben den Vorteil, dass man im Gegensatz zu den
dicken Golddeckgldasern, durch sie hindurch mikroskopieren kann. Dies ermoglicht die
inverse Aufnahme von Zeitrafferaufnahmen, die sonst nur an einem aufrechten Mikroskop
durchgefiihrt werden konnten. Im Anschluss an die Bedampfung konnen die Golddeckglaser

fiir Experimente verwendet werden.

2.2.1 Microcontact-Printing

Das Microcontact-Printing mittels Gold-Thiol-Chemie ermoglicht die Herstellung
mikrostrukturierter Substrate fiir Zellversuche. Mithilfe eines Stempels wird ein
hydrophobes Thiol in geometrischer Form auf ein Golddeckglas iibertragen, welches im
weiteren Verlauf mit einem Protein beschichtet wird. Auf diese Weise entstehen adhésive
Flachen, an die im Zellexperiment Zellen gezielt adharieren konnen. Die Bereiche zwischen
dem Muster, hier ein Dotgradient, wird mithilfe eines hydrophilen Thiols passiviert, wodurch
antiadhdasive Bereiche entstehen.

Zu Beginn der Prozedur wird ein Stempel vorsichtig mit Tesafilm® abgezogen, um
auskristallisiertes Thiol und Staubpartikel zu entfernen. Anschlieffend wird der Stempel fiir
10 min mit reinem Ethanol tiberlagert. Der Stempelvorgang beginnt mit einer 20 sekiindigen
Inkubation des ersten Thiols, Octadecylmercaptan (ODM), in EtOH. ODM ist ein methyl-
terminiertes, hydrophobes Alkanthiol, an welches sich spater das Protein anlagert. Der
Stempel wird mit Stickstoff getrocknet und vorsichtig auf das mit Ethanol gereinigte
Golddeckglas gedrickt. Mit einer Pinzette wird auf der Riickseite des Golddeckglases leichter
Druck ausgeiibt, bis die Bildung Newton’scher Ringe einen erfolgreichen Ubertrag

signalisiert. Nach jedem zweiten Stempelabdruck wird die Stempelfliche erneut fiir 5
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Sekunden mit ODM iiberlagert und mit Stickstoff getrocknet. Um eine selektive
Proteinbindung zu gewdhrleisten, werden die Bereiche zwischen dem Dotgradienten mit
einem hydrophilen Thiol, Ethylenglycol-6-O-Mercaptan (EGe-OMe), in EtOH passiviert. Dazu
wird das Golddeckglas in einer Feuchtekammer fiir 18 min mit 120 pl des Thiols
tiberschichtet und anschliefend mit Ethanol abgespiilt und getrocknet. Das Deckglas kann

nun innerhalb der nachsten 20 Stunden fiir die Proteinbeschichtung verwendet werden.
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Abbildung 2.2: Schematische Darstellung der Stempelanfertigung und des Microcontact-Printings mittels
Gold-Thiol-Chemie

[A] Dargestellt ist die Herstellung eines PDMS Stempels (grau) aus dem inversen Muster eines Masters (schwarz).
[B] Wahrend des Microcontact-Printings wird dieser PDMS Stempel mit einem hydrophoben Alkanthiol, ODM
(Octadecylmercaptan), iberlagert. Durch Aufbringen des Stempels auf ein goldbedampftes Deckglas werden die
Zielstrukturen tber die hervorstehenden Strukturen des Stempels lbertragen. Um die nicht gestempelten
Bereiche fiir die Zelladhdsion und Proteinadsorbtion zu blockieren, wird das Deckglas in einem nachsten Schritt
mit einem hydrophilen Alkanthiol, EG-6-OMe (Ethylenglycol-6-O-Mercaptan), iiberschichtet und fiir 18 min
inkubiert. Wahrend der anschliefienden Proteinbeschichtung adsorbiert das Protein selektiv an die hydrophob
terminierten Thiolstrukturen des ODM. [C] Detaillierte Darstellung des Aufbaus der goldbedampften Deckglaser
mit Titan als Haftvermittler und Bindung der diversen Thiole an der Goldoberflache. Modifiziert nach (Lehnert et
al, 2004).
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Proteinbeschichtung

Strukturierte Substrate

Proteine der EZM binden selektiv aus der Losung an das gestempelte ODM. Die Proteinldsung
wird dafiir in PBS auf die gewiinschte Endkonzentration gebracht. Fiir strukturierte FN-
Substrate wird eine Konzentration von 1 pg/ml verwendet, fiir VN-Substrate 3 pg/ml. 150 pl
der Proteinlosung werden pro Golddeckglas in eine kleine Petrischale vorgelegt.
Anschliefdend wird das Golddeckglas mit der Struktur nach unten blasenfrei auf die Lésung
gelegt. Die Inkubation der FN-Substrate erfolgt fiir 60 min bei 8 °C, VN- Substrate werden fiir
60 min bei 37°C inkubiert. Nach einem anschliefenden Waschschritt sind die Golddeckglaser

fiir die Aufnahme von Zellen bereit.

Homogen beschichtete Substrate

Im Unterschied zu strukturierten Substraten erfolgt die Beschichtung der homogenen

Substrate auf Deckglédsern in einer 12-well Platte fiir 45 min bei Raumtemperatur.

Direktes Proteinstempeln

Im Gegensatz zum Microcontact-Printing mit Gold-Thiol-Chemie wird das Protein beim
direkten Proteinstempeln ohne ein Thiol auf ein Deckglas libertragen. In diesem Experiment
wird der FN-Dotgradient direkt gestempelt und die Bereiche zwischen den Dots entweder
mit BSA blockiert, oder mit VN geflutet, um differenzierte FN/VN-Substrate zu erhalten. VN
bindet dabei nicht an das gestempelte FN (s. Abbildung 2.3). Zur Herstellung der Substrate
werden Deckglaser mit EtOH abgerieben und eine FN-Proteinlésung mit 5pg/ml in PBS
angesetzt. Der Stempel wird fiir 10 min mit der FN-Proteinlosung inkubiert, trockengeblasen
und anschlieffend mit dem Deckglas fiir 10 min in Kontakt gebracht. Eine erfolgreiche
Ubertragung der gestempelten Struktur wird durch Interenzfarben an der Kontaktstelle
zwischen Stempel und Deckglas sichtbar. Um dies zu erreichen, wird mit einer Pinzette auf
der Riickseite des Deckglases vorsichtig Druck ausgeiibt. Im Anschluss an die Inkubation wird
das Deckglas vorsichtig vom Stempel getrennt und in einer Feuchtekammer auf einer
hydrophoben Oberfliche platziert. Dort erfolgt nun entweder eine proteinabweisende
Blockierung mit 10% BSA oder eine Uberschichtung mit 5ug/ml VN fiir 1h bei
Raumtemperatur (Bachmann, 2015). Nach der Inkubationszeit werden die Substrate mit PBS

gewaschen und sind nun fiir die Aufnahme der Zellen bereit.
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Abbildung 2.3: Direktes Microcontact-Printing erlaubt die Herstellung von differenziellen FN/VN-
Substraten

Darstellung der Einzelkandle eines mit direktem Proteinstempeln hergestellten Substrates. Ein PDMS-Stempel
wird mit einer FN-Losung (5 pg/ml) beschichtet und mit einem Deckglas in Kontakt gebracht. Im Anschluss wird
das gesamte Deckglas mit einer VN-Losung (5 pg/ml) tberlagert. Dabei bindet VN selektiv an die Bereiche
zwischen den FN-Mikrostrukturen. Diese selektive Bindung wird durch das Intensitatsprofil rechts, dargestellt. FN
und VN wurden im Anschluss an den Stempelvorgang beschichtet und fiir FN mit Alexa Fluor 488 (blau) und fiir
VN mit Alexa Fluor 568 (rot) angefarbt. Axio Imager.Z1, Maf3stab 3 pm.
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2.3 Zellkultur

Zelllinien

Tabelle 2.3: Verwendete Zelllinien, ihre Zellkulturmedien und Herkunft

Zell- Zelltyp /-Ursprung Zellkulturmedium Herkunft
linie
CEFs Chicken embryonic fibroblasts F12+10%FCS+ 2%  Praparierte
CS Primérzellen
REFs Rat embryonic fibroblasts (REF52) DMEM + 10% FCS Benny Geiger,
Weizmann
Institut
NIH3T3  Murine Fibroblasten DMEM + 10% FCS Bernhard
Wehrle-Haller,
Uni Genf
NIH3T3- Selektierte NITH3T3 mit niedrigem DMEM + 10% FCS Bernhard
B3low endogenem Level an 33-Integrin Wehrle-Haller,
Uni Genf
GD25-wt  Murine Zellen aus $1-null DMEM + 10% FCS Bernhard
embryonalen Stammzellen ES-D3 Wehrle-Haller,
Uni Genf
GD25- Murine Zellen aus 31-null DMEM + 10% FCS + Bernhard
B1A embryonalen Stammzellen ES-D3, 10 pg/ml Puromycin ~ Wehrle-Haller,
stabil transfiziert mit B1A-Integrin Uni Genf
GD25- Murine Zellen aus 31-null DMEM + 10% FCS + Bernhard
1D embryonalen Stammzellen ES-D3, 10 pg/ml Puromycin ~ Wehrle-Haller,
stabil transfiziert mit 31D-Integrin Uni Genf
GD25- GD25-$1A mit DMEM + 10% FCS + Bernhard
K794R Aminosidureaustausch von Lysin- 10 pg/ml Puromycin ~ Wehrle-Haller,
794 durch Arginin Uni Genf
GD25- GD25-$1A mit DMEM + 10% FCS + Bernhard
K794Q Aminosidureaustausch von Lysin- 10 pg/ml Puromycin ~ Wehrle-Haller,
794 durch Glutamin Uni Genf
ICAP-1- Immortalisierte Praosteoblasten von DMEM + 10% FCS Bernhard
/- ICAP-1-/- Mausen Wehrle-Haller,
Uni Genf
ICAP- Immortalisierte Praosteoblasten von DMEM + 10% FCS Bernhard
1+/+ ICAP-1-/- Mausen transfiziert mit Wehrle-Haller,
ICAP-1 iiber retrovirale Infektion Uni Genf
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Praparation primarer Hiithnerfibroblasten

Fir die Praparation primarer Hiihnerfibroblasten (chicken embryonic fibroblasts, CEFs)
werden acht Tage alte Hithnerembryonen aus pathogenfreien Eiern (Gefliigelzucht
Hockenberger Eppingen-Elsenz) verwendet. Die Bebriitung erfolgt in einem Brutschrank mit
Wendevorrichtung bei 37 °C und 60% Luftfeuchtigkeit. Fiir die Praparation unter sterilen
Bedingungen wird das Ei zu Beginn mit EtOH abgerieben und aufgeschlagen. Der Embryo
wird von Dottersack und Chorion befreit und der Koérper in eine Petrischale mit eiskaltem
Hanksmedium tiberfiihrt. Mit einer Pinzette wird der Embryo ventral fixiert, mit der anderen
Pinzette vorsichtig die Riickenhaut entfernt. Diese Riickenhaut enthdlt die spater
auswandernden Fibroblasten. Die isolierten Teile der Riickenhaut werden in einer
Petrischale mit F12 Medium gesammelt, mithilfe der Pinzette zerkleinert und in kleinen
Stiicken am Boden der Petrischale fixiert (s. Abbildung 2.4 C). Innerhalb einer Woche

wandern die Fibroblasten aus den Hautstiicken aus und koénnen fortan in Zellkulturflaschen

kultiviert werden.

A

Abbildung 2.4: Praparation primirer Hithnerfibroblasten (CEFs)

[A] Seitenansicht eines acht Tage alten Hithnerembryos. [B] Entfernung der obersten Schicht der Riickenhaut mit
einer Pinzette. [C] Uberfiihrung der priparierten Riickenhautstiicke in eine Petrischale mit temperiertem F12-
Medium. Die Hautstiicke werden in kleine Teile zerteilt. Um ein besseres Auswachsen der Fibroblasten zu
gewdhrleisten, werden sie am Boden der Petrischale fixiert. Wahrend der einwdchigen Inkubationszeit wandern
die Fibroblasten aus den Hautstlicken aus und kdonnen fortan in die Routine-Zellkultur iibernommen werden.
Binokular 5x, Mafdstab 500 um

Kultivierung der Zelllinien

Die Versorgung der einzelnen Zelllinien erfolgt dreimal wochentlich, wobei die Zellen je nach
Dichte der Zellkulturflasche passagiert oder einem Mediumwechsel unterzogen werden.
Primarzellen werden in dieser Arbeit zwischen Passage 5 und Passage 10 fiir Experimente
verwendet, wobei sich die Passagenzahl dreimal die Woche erhoht. Die Passagenzdhlung
beginnt mit dem Umsetzen der ausgewanderten Fibroblasten aus den Kulturschalen in
Zellkulturflaschen. Diese Einschrankung gilt nicht fiir die anderen Zelllinien, welche

theoretisch unbegrenzt verwendet werden kénnen.
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Die Standardbedingungen fiir die hier verwendeten Zelllinien liegen bei 37 °C, 98%
Luftfeuchtigkeit und 5% CO2. Zu Beginn der Passage wird das alte Medium abgesaugt und die
Zellen zweimal mit 5 ml PBS gewaschen. PBS enthilt keine zweiwertigen Kationen, welche
die Zellen zur Adhéasion benotigen. Diese wiirden bei der anschliefienden Behandlung mit
150 Wl Trypsin/EDTA in HBSS (1:5) storen, was dem Ablosen der Zellen vom
Zellkulturflaschenboden dient. Die Behandlung erfolgt fiir 2 min im Brutschrank und wird
durch die Zugabe von 5ml temperiertem Zellkulturmedium + Serum gestoppt. Die
Zellsuspension wird in ein Falcon tiberfiihrt und fiir 5 min bei 1000 U/min zentrifugiert. Der
Uberstand wird abgenommen und das Pellet mit 5 ml Medium + Serum resuspendiert. Je nach
gewiinschter Zelldichte wird die Zellsuspension auf neue Zellkulturflaschen verteilt.

Aufder den Primarzellen (F12 Medium) werden alle Zelllinien in DMEM+10% FCS kultiviert.
Dem Medium der Zelllinien GD25-81A, GD25-81D, GD25-K794R und GD25-K794Q wurde

zusatzlich noch 10 pg/ml Puromycin als Selektionsantibiotikum beigefiigt.

Bestimmung der Zellzahl

Um eine definierte Anzahl an Zellen und somit stets gleichbleibende Bedingungen der
Experimente zu gewahrleisten, wird die Zellzahl vor der Aussaat auf die strukturierten
Substrate bestimmt. Hierzu wird die Neubauer-Ziahlkammer verwendet, deren Quadrate eine
Auszahlung ermoglichen. Bevor die Zahlkammer befiillt wird, werden 100 pl Zellsuspension
mit 100 ul Trypanblaulésung (50% w/v in PBS) versetzt. Das Trypanblau farbt tote Zellen,
welche daraufhin nicht in die Auszdhlung mit einflieflen. Im Anschluss werden 9 ul der
Zellsuspension in die Kammer pipettiert und Zellen aller vier Kleinquadrate addiert und
gemittelt. Mithilfe der nachfolgenden Formel kann iiber die Anzahl der ausgezihlten Zellen

Riickschliisse auf die Zellzahl pro ml gezogen werden.

Ausgezahlte Zellen

Zellzahl/ml =

Fliche(mm?) x Kammertiefe(mm) x Verdiinnung
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In Abhingigkeit der unterschiedlichen Zellgréf3en, wurde die Zellzahl pro FN-Dotgradient
individuell angepasst. Die nachfolgende Tabelle gibt einen Uberblick iiber die verwendete

Zellzahl pro mikrostrukturiertem Substrat in einer 6-well Kammer.

Tabelle 2.4: Verwendete Zellzahl der verschiedenen Zelllinien auf mikrostrukturierten Dotgradienten

Zellzahl/Substrat in einer 6-well Kammer Zelllinien

280.000 CEFs

NIH3T3, NIH3T3-B3low, GD25-Zelllinien,
ICAP-1 Zelllinien

110.000 REFs

250.000

2.4 Stabile und transiente Transfektion von Zellen

In dieser Arbeit wurden vier stabil transfizierte Zelllinien verwendet: GD25-f1A, GD25-$1D,
GD25-K794R und GD25-K794Q (Wehrle-Haller, Genf). Bei einer stabil transfizierten Zelllinie
bleibt der Plasmid dauerhaft in der Zelle. Jene Zellen werden fortan mit einem
Selektionsmarker kultiviert, der die eukaryotische Translation hemmt. Zellen, die das
Plasmid exprimieren, erhalten eine Antibiotikaresistenz. Sie proliferieren schneller als Zellen
ohne Plasmid, wodurch es zu einer Ausdiinnung untransfizierter Zellen kommt. Unter
transienter Transfektion hingegen versteht man das zeitweilige Einbringen eines Plasmids in

eine Wirtszelle. In dieser Arbeit wurde die Elektroporation und Lipofektion angewendet.

Plasmide

Um dynamische Prozesse der Mikrotubuli wahrend der Haptotaxis detaillierter untersuchen
zu konnen, wurden in dieser Arbeit primdre Hiihnerfibroblasten mit EB3-GFP (Anna
Akhmanova, Amsterdam) transient transfiziert und anschlieffend in Zeitrafferaufnahmen
untersucht. Dazu werden Zellen mit Plasmiden, welche fiir Fluoreszenz-gekoppelte

Zielproteine kodieren, transfiziert.
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Plasmidvermehrung und -isolation

Um Plasmide zu vermehren, wird eine Transformation mit kompetenten E.coli durchgefiihrt.
Hierzu werden die Bakterien mit dem zu vermehrendem Plasmid auf Eis gemischt und
anschliefdend einem 30 sekiindigen Hitzeschock bei 42 °C ausgesetzt. Darauthin wird ein
Ausstrich auf LB-Agarplatten mit dem jeweiligen Selektionsantibiotikum (50 pg/ml
Kanamycin bzw. 100 pg/ml Ampicilin) angefertigt. Nach einer 16 stiindigen Inkubationszeit
bei 37 °C, wird eine Kolonie gepickt und als Vorkultur in 5ml LB/Kan bzw. LB/Amp
tiberfithrt. Nach 8 h Inkubation auf dem Schiittler werden 1 ml der Vorkultur in 50 ml LB-Kan
bzw. LB/Amp Medium eines Erlenmeyerkolbens pipettiert. Dort schiittelt die Losung tiber
Nacht. Die Plasmid-DNA-Aufreinigung erfolgt mit dem ,Plasmid Plus Midi Kit“(Qiagen)
entsprechend den Herstellerangaben. Im Anschluss wird die Konzentration an einem

NanoDrop (Thermo Scientific) bestimmt. Die Lagerung der Plasmide erfolgt bei -20 °C.

Elektroporation

Die Elektroporation von Zellen erméglicht eine transiente Transfektion von Zellen mithilfe
eines elektrischen Feldes. Zellen, die sich in speziellen Elektroporationskiivetten befinden,
werden kurzzeitig einem elektrischen Feld und kurzen elektrischen Impulsen durch das
Elektroporationsgerat ausgesetzt, welche zu temporaren Poren in der Zellmembran fithren.
Dadurch kann DNA in die Zelle gelangen. Zellen werden, wie in Kapitel 2.3 beschrieben,
abgeldost und abzentrifugiert. Die Aufnahme des Pellets erfolgt in eiskaltem
Elektroporationspuffer, wonach ein weiterer Zentrifugationsschritt folgt. Im Anschluss wird
das Pellet in 1 ml E-Puffer resuspendiert. Die Kiivetten werden mit der gewiinschten Menge
DNA (hier: 2 pg) bestiickt und mit 250 pul der Zellsuspension gemischt. Nach einer 2
minttigen Inkubationszeit auf Eis, werden die Kiivetten von Eis befreit und nacheinander in
das Elektroporiergerit gesetzt. Die Elektroporation wird mit einem exponentiell abfallenden
Spannungsverlauf (250 V, 900 pF, BioRad) durchgefiihrt und die Kiivetten werden erneut fiir
2 min auf Eis inkubiert. Durch diese Inkubation bleiben die Poren noch etwas ldnger gedéffnet,
wodurch die Transfektionseffizienz erhéht werden kann. Dies fiihrt jedoch auch zum
Absterben einiger Zellen. Jeweils 150 pl temperiertes Medium wird zu der Zellsuspension in
den Kiivetten gegeben und der Inhalt in eine 6-well Kammer iiberfiihrt. Dort werden die
Zellen, abhangig von der Transfektionszeit des Plasmids (hier: 19 h) bei 37°C inkubiert, bis

sie fiir das Experiment abgelost und ausgesit werden.
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Lipofektion

NIH3T3-B3low Zellen wurden mittels Lipofectamine 2000 mit dem chiméaren (3-Integrin
transient transfiziert. Dabei bilden kationische Lipide und anionische Nukleinsduren einen
Komplex, der durch Endozytose in die Zellen aufgenommen wird. Hierzu werden Zellen
vormittags in eine Kammer einer 6-well Platte gesdt und bis zum Nachmittag kultiviert. Die
Konfluenz der Kammer betrdgt dann etwa 70%. Fiir die Lipofektion werden 250 pl Opti-Mem
in ein Reaktionsgefafd pipettiert und mit einer plasmidabhdngigen Menge an DNA gemischt.
In diesem Experiment wurden 2,5 pg DNA eingesetzt. In ein zweites Reaktionsgefafs werden
250 pl Opti-Mem mit 5 pl Lipofectamine 2000 versetzt. Nach einer Inkubationszeit von 5 min
werden die zwei angesetzten Losungen fiir weitere 50 min vorsichtig gemischt und bei
Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss werden die 500 pl auf die ausgesaten Fibroblasten
pipettiert und bis zum nachsten Morgen inkubiert. Es folgt ein Mediumwechsel zu
standardisiertem Kultivierungsmedium, nach welchem die Zellen abhingig von der
Transfektionszeit des Plasmids weiter inkubiert werden. Im Fall des chimiren Integrins
wurden die Zellen 72 h lang kultiviert, bevor sie aus der Kammer abgeldost und auf das

strukturierte Substrat ausgesat wurden.

2.5 Experimente auf mikrostrukturierten Substraten

Um das Verhalten diverser Zelllinien auf mikrostrukturierten Substraten zu untersuchen,
werden Zellen zu Beginn zweimal mit 5 ml PBS in der Zellkulturflasche gewaschen und mit
150 pl Trypsin abgelost. Die gelosten Zellen werden in 5 ml Zellkulturmedium aufgenommen
und fiir 5 min bei 1000 U/min zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen und das geléste
Pellet in 5 ml Zellkulturmedium resuspendiert. Im Anschluss wird die Zellzahl wie in Kapitel
2.3 beschrieben, bestimmt. Die proteinbeschichteten mikrostrukturierten Substrate werden,
mit der Struktur nach oben gerichtet, in je eine 6-well Kammer gelegt, in der sich 2 ml
Zellkulturmedium befinden. Das definierte Zellvolumen, das fiir die gewiinschte Zellzahl
berechnet wurde, wird nun auf das Substrat getropft und die Proben fiir 3-5h bei 37 °C

inkubiert.
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Inhibitionsexperimente auf mikrostrukturierten Substraten

Um den Einfluss pharmakologisch inhibierter Proteine auf das Migrationsverhalten von
Zellen auf mikrostrukturierten Substraten zu untersuchen, wurden in dieser Arbeit
Inhibitionsexperimente durchgefiihrt. Hierzu werden die Zellen nach Protokoll aus der
Zellkulturflasche abgelost (s. Kapitel 2.3), die zu 90% konfluent sind. Danach wird die
Zellzahl bestimmt und mit einem Endvolumen von jeweils 2 ml in einem Eppendorfgefaf3, je
nach Anzahl der untersuchten Konditionen, separat gesammelt. Anhand des Endvolumens
von 2 ml wird die eingesetzte Konzentration des Inhibitors berechnet und in das jeweilige
Eppendorfgefafd pipettiert. Die Kontrolle enthélt in jedem Experiment das Volumen an DMSO,
das dem eingesetzten Volumen der Inhibitorlosung entspricht. Dies schliefdt zytotoxische
Einfliisse des DMSOs auf das Zellverhalten aus. Die angefertigte Zell-Inhibitor-Suspension
wird pro Kammer einer 6-Well-Kulturplatte auf frisch hergestellte und akklimatisierte
Substrate ausplattiert. Die Inkubation erfolgt unter Standardbedingungen (37°C, 5% COx,
98% Luftfeuchtigkeit) fiir 3 h. Im Anschluss erfolgt die Fixierung und immunhistochemische

Farbung.

Tabelle 2.5: Eingesetzte Inhibitoren und ihre Zielstrukturen

Inhibitor Zielstruktur Hersteller Artikelnummer
Cilengitide aV-Integrin Selleckchem S7077

CK-666 Arp2/3 Merckmillipore 182515

Cpd22 ILK Merckmillipore 407331
EHop-016 Rac Sigma-Aldrich SML0526
EHT-1864 Rac Tocris 3872

SMIFH2 FH2-Domaéne von Forminen Merckmillipore 344092
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Fixierung

Die Fixierung der Zellen durch Paraformaldehyd erfolgt im Wesentlichen durch die
Quervernetzung der Proteine unter Beteiligung der Aldehydgruppen. Sie dient dem Abtéten
der Zellen und dem Erhalt der Zellform. Zellen, deren Aktinzytoskelett im Anschluss an die
Fixierung angefarbt werden soll, werden fiir 10 min mit 4% Paraformaldehyd (PFA) in PBS
fixiert. Hierfiir werden die Deckglaser mit temperiertem PFA fiir 10 Minuten beschichtet.
Mochte man Mikrotubuli firben, so werden die Proben mit eiskaltem Methanol fiir 10 min bei

- 20 °C fixiert.

2.6 Immunhistochemie

Die indirekte Immunfluoreszenzfarbung ermdglicht die Visualisierung von Proteinen mithilfe
der Antikérperkopplung. In einem ersten Schritt binden dabei primére Antikérper an ein
spezifisches Epitop des Zielproteins. Ein sekundarer Antikorper, der gegen den Wirt des
Primdrantikorpers gerichtet und mit einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt ist, ermoglicht die
mikroskopische Visualisierung des Zielproteins durch Bindung an den Priméarantikérper. Um
den Eintritt der Antikérper durch Permeabilisierung der Zellmembran zu ermdglichen,
werden die fixierten Praparate vor der Farbung innerhalb 15 min drei Mal mit 1x PBS + 0,1%
Triton X100 gewaschen. Daraufhin werden jeweils 150 pl des in 1% Bovine Serum Albumin
(BSA) in PBS verdiinnten Primarantikorpers auf die Golddeckgldser gegeben und entweder
fiir eine Stunde bei Raumtemperatur, oder bei 4 °C iiber Nacht inkubiert. Um unspezifische
Bindungen durch ungebundene Primdrantikoérper zu verhindern, werden die Praparate nach
dieser Inkubation durch dreimaliges Waschen im Abstand von fiinf Minuten mit PBS + 0,1%
Triton auf die Sekundarantikérperfarbung vorbereitet. Der Ablauf ist dabei identisch zur
Farbung mit dem Priméarantikérper. Im Anschluss werden die Priparate erneut gewaschen
und mithilfe des Einbettmediums Mowiol auf Objekttriagern eingebettet. Die Lagerung der

Praparate erfolgt bei 4 °C im Dunkeln.
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Verwendete Antikorper und Farbesubstanzen

Tabelle 2.6: Verwendete Primdrantikorper.

Die eingesetzte Verdiinnung erfolgt in 1% BSA in PBS

Antigen Organis- Antikérper Stamm- Verdiin- Hersteller Artikel-
mus - Typ losung nung nummer
Fibronektin Kaninchen IgG pkl 0,5 mg/ml 1:500 Sigma- F3648
Aldrich
Fibronektin Maus IgG mkl 0,25 mg/ 1:500 BD 610078
ml Bioscience
GFP Kaninchen IgG pkl 0,5 mg/ml 1:100 Abcam ab6556
GM 130 Maus IgG mkl 0,25 mg/ml 1:500 BD 612009
Bioscience
Paxillin Maus IgG mkl 1 mg/ml 1:500 BD 610052
Bioscience
VN Maus [gM mkl keine Angabe  1:1000 Sigma- V-7881
Aldrich
a-Tubulin Maus IgG mkl 0,5 mg/ml 1:2000 AbD Serotec MCA78G
1-Integrin Ratte IgG mkl 31,25 pg/ml 1:100 BD 550531
(9EG7-Klon) Bioscience
Tabelle 2.7: Verwendete Sekundirantikérper.
Vorverdiinnt 1:1 in Glycerin. Die eingesetzte Verdiinnung erfolgt in 1% BSA in PBS
Antigen Organis- Farbstoff Stamm- Verdiin- Hersteller  Artikel-
mus losung nung nummer
Kaninchen Ziege AMCA keine 1:200 Dianova 115-155-
IgG Angabe 062
Kaninchen Ziege Alexa Fluor 2 mg/ml 1:200 Life A11070
IgG 488 technologies
Kaninchen Ziege Cy3 2 mg/ml 1:200 Dianova 111-165-
IgG 144
Kaninchen Ziege Alexa Fluor 2 mg/ml 1:200 Life A21246
IgG 647 technologies
Maus IgG Ziege Alexa Fluor 2 mg/ml 1:500 Life A11029
488 technologies
Maus IgG Ziege Alexa Fluor 2 mg/ml 1:200 Life A11031
568 technologies
Maus IgG Ziege Cy3 0,5 mg/ml 1:500 Dianova 115-165-
166
Maus IgG Ziege Alexa Fluor 2 mg/ml 1:200 Life A21236
647 technologies
Ratte IgG Ziege Alexa Fluor 2 mg/ml 1:200 Life A11006
488 technologies

40



MATERIAL UND METHODEN

Tabelle 2.8: Verwendete Affinitdtsmarkierungen.

Phalloidin wurde in 1.5 ml MeOH vorverdiinnt. Die eingesetzte Verdiinnung erfolgt in 1% BSA in PBS

Bindungs-  Farbstoff Stamm- Verdiin-  Hersteller Artikel-
partner l6sung nung nummer
DNA DAPI 1 mg/ml 1:3000 Carl Roth 6335.1
Phalloidin Alexa 488 300 U/ml 1:200 Life technologies A12379
Phalloidin Alexa 568 300 U/ml 1:150 Life technologies A12380
Phalloidin Alexa 647 300 U/ml 1:70 Life technologies A22287

2.7 Quantifizierung

Mikrostrukturierte FN-Dotgradienten

Einzelzellen, deren Migrationsverhalten auf FN-Dotgradienten untersucht werden soll,
werden fiir 3 -5h auf adhisiven, mikrostrukturierten Substraten kultiviert, anschliefdend
fixiert und immunhistochemisch angefarbt. Die Auswertung der Migrationsrichtung erfolgt
am Mikroskop Axio Imager.Z1. Hierfiir wird ein 40-fach vergréfRerndes Objektiv (EC Plan-
NEOFLUAR 40x/0,75) verwendet und die Migrationsrichtungen in vier Kategorien eingeteilt:
»uphill, bezeichnet die Migration in Richtung hoherer Proteinbedeckung, ,downhill“ die
Migration entgegengesetzt des Gradienten. Als ,lateral” wird jene Migration bezeichnet, die in
x-Richtung des Gradienten erfolgt. ,Stationdr” stellt die Kategorie dar, in der keine Migration
stattgefunden hat. Da Zellen wihrend ihrer Migration die unterliegenden FN-Dots
internalisieren, kann man die Migrationsrichtung aufgrund der Spur, die sich dadurch am
Zellhinterende ergibt, exakt bestimmen. In die Auswertung flief3en nur Einzelzellen ein, die in
dem Interessenbereich des Gradienten lokalisiert sind (s. Abbildung 2.1) und eine
Wegstrecke iiber mindestens zwei Dotreihen zurilickgelegt haben. Die Gesamtzahl der
unabhdngigen Experimente desselben Typs wird in der vorliegenden Arbeit mit ,N“
angegeben. Die Zahl, der in die Auswertung eingeflossenen Einzelzellen, wird mit ,n“
bezeichnet. Um signifikante Unterschiede innerhalb der Experimente zu belegen, wurde der

Chi2-Test und der t-test angewendet.
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Abbildung 2.5: Schematische Darstellung der Migrationsrichtungen

Durch die Abnahme der Dot-Abstidnde in y-Richtung von 20 um auf 0 pm entsteht ein Dotgradient. Dieser Gradient
verlduft in den Abbildungen von unten nach oben. Die hoéchste Proteinbedeckung befindet sich an der
BildoberseiteDadurch kommt es zu einer Zunahme der prozentualen FN-Bedeckung entlang der y-Achse. Dieser
Verlauf wird durch den Gradientenbalken, neben der Abbildung, verdeutlicht. Die Migrationsrichtung der Zellen
istanhand der herausgerissenen und somit fehlenden Dots am Zellende erkennbar. [A] Darstellung einer uphill, in
Richtung hoherer Bedeckung entlang der y-Achse, migrierenden Zelle. [B] Eine in Richtung niedrigen Bedeckung,
downhill, migrierende Zelle. [C] Eine sich entlang der x-Achse des Gradienten bewegenden, lateral migrierenden,
Zelle. [D] Schematisches Beispiel einer Zelle, die kein Migrationsverhalten aufweist. Dieses Verhalten wird als
stationdr bezeichnet.

Zeitraffer-Studie von EB-Proteinen

Um Unterschiede in der Dynamik von Mikrotubuli-Plus-End-Proteinen auf homogen
beschichtetem und strukturiertem Substrat zu untersuchen, wurden Zeitrafferstudien
angefertigt (Axio Observer Z.1, EC Plan-NEOFLUAR 40x/0,75 (Carl Zeiss)). Hierzu werden
CEFs transient mit EB3-GFP transfiziert und auf homogen beschichtetem bzw. strukturiertem
Substrat ausgesdt. Nach einer Adhdsionszeit von 1h werden Zellen gefilmt, die auf
homogenem bzw. strukturiertem Substrat liber die Zeit stationar verbleiben oder migrieren.
Durch sehr kurze Aufnahmeintervalle von 0,5 s, kobnnen die schnellen Trajektorien der Plus-
End-Proteine detektiert werden. Im Anschluss werden die erstellten Aufnahmen mithilfe des

Matlab-basierten Programmes PlusTipTracker ausgewertet (Applegate et al., 2011).
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Quantifizierung der Mikrotubulitrajektorien mithilfe des

Programms PlusTipTracker

Die mikroskopisch erstellten Zeitrafferaufnahmen werden als Einzeltiffs mithilfe der
Software Zen Blue (Carl Zeiss) exportiert. Dabei betrdgt die Anzahl der exportierten
Einzelbilder bei einer Aufnahmefrequenz von 0,5s immer 100 Bilder. Die Einzelbilder
werden anschlief3end in das Programm Image] geladen und dort in einen Stapel verarbeitet.
Die Orientierung des Substrates erfolgt so, dass sich die hochste Proteinbedeckung stets am
oberen Bildrand befindet. Die Projektion der Einzelzelle wird so ausgeschnitten, dass sich
keine storenden Strukturen im Bild befinden und als Bildsequenz gespeichert. Diese wird nun
in das Matlab-basierte Programm PlusTipTracker (Gaudenz Danuser)geladen und, wie in
Applegate et al. beschrieben, analysiert (Applegate et al., 2011). Nach erfolgter Analyse erhalt
man Datensdtze und Aufnahmen mit getrackten Mikrotubuli-Trajektorien iiber die Zeit der
100 Einzelbilder, die unter anderem Aufschluss tiber die Bestdndigkeit und Geschwindigkeit
geben. Abbildung 2.6 B und C zeigen die analysierten und farbkodierten Bildstapel der

Zeitrafferaufnahmen.

Abbildung 2.6: Mikrotubulitracking mithilfe des Programmes , PlusTipTracker*

[A] Einzelbild der Zeitrafferaufnahme von EB3-GFP transfizierten CEFs auf homogenem Substrat. Die
kometenartigen Strukturen stellen das EB3-GFP und somit das Mikrotubli-Plus-Ende dar. [B] Anhand der
Projektion der Zeitrafferaufnahme mithilfe des ,PlusTipTracker” (Danuser Lab) analysiertes Bild. Eingefarbt ist die
farbcodierte Bestdndigkeit der Mikrotubulitrajektorien der Zelle tiber die Zeit. Das Intervall zwischen den
Aufnahmen betrdagt 0,5s. Axio Observer.Z1 40x, Mafdstab 10 um. [C] Farbcodierte Geschwindigkeit der
Mikrotubulitrajektorien tiber die Zeit.
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Statistische Tests

Um signifikante Unterschiede der Ergebnisse statistisch zu belegen, werden der Chi®-Test
und der t-Test durchgefiihrt. Erhilt man nach erfolgtem Chi®-Test unter Beriicksichtigung der
Freiheitsgrade bzw. t-test einen Wert des Signifikanzniveaus (p) kleiner als 0,05, werden die
miteinander verglichenen Daten mit einem Stern (*) versehen. Ist der Wert kleiner bzw.
gleich 0,01, erhalten die Daten zwei Sterne (**), bei einem Wert kleiner als 0,005 drei
Sterne (***), was fiir einen grofden signifikanten Unterschied steht. Besteht kein signifikanter

Unterschied, wird dies mit “}” vermerkt.

Verwendete Software

Zen pro 2011 (Carl Zeiss)
Corel DRAW X3 (Corel)
Gimp 2

Image] (Wayne Rasband)
Microsoft Office 2010

PlusTipTracker (Gaudenz Danuser)
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Verwendete Mikroskope

Tabelle 2.9: Ubersicht der verwendeten Mikroskope

Objekti d
Bezeichnung Beschreibung jektiv(e) un Hersteller
Beleuchtung
Plan-Apoch t
Aufrechtes Mikroskop an poc. roma
63x/1,4 0il
Axio Imager.Z1 _
mit Durch- und EC Plan-NEOFLUAR ~ Carl Zeiss
Einschubmodul Fluoreszenzlicht 40x/0,75
ApoTome
Zur strukturierten
HXP 120 (Hal
Beleuchtung fahig (Halogen)
Inverses Mikrosko EC Plan-NEOFLUAR
P 40x/0,75 (Carl Zeiss)
Axio Observer.Z1 Carl Zeiss

Temperaturkontrolleinheit
(Air-Therm ATX, World
Precision Instruments)

Colibri.2 LED-
Beleuchtung
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3 ERGEBNISSE

Im Gegensatz zur Chemotaxis, gibt es nur wenige Studien zur Haptotaxis, der Migration
entlang eines substratgebunden Adhasionsgradienten (Carter, 1967). In vorliegender Arbeit
wird die Haptotaxis mithilfe diskontinuierlicher Proteingradienten untersucht. Diese
Dotgradienten weisen Punkte (Dots) mit einer Kantenldnge von 2x2 pm auf. Entlang der y-
Achse des Gradienten nimmt der Abstand der Dotreihen linear von 20 pm auf 0 pm ab, was zu
einer gegenldufigen Zunahme der geometrischen Proteinbedeckung fiihrt. Der Abstand der
Dots entlang der x-Achse bleibt dagegen stets konstant. Die Abbildung 3.1 A veranschaulicht
anhand von Fluoreszenzaufnahmen einen FN-Dotgradienten, sowie die schematische
Dotgrofie. Eine reprisentative Aufnahme einer migrierenden Zelle auf dem FN-Dotgradienten
ist in Abbildungsteil B veranschaulicht. In allen Abbildungen dieser Arbeit ist der Gradient
vom unteren zum oberen Bildrand orientiert, visualisiert durch einen Gradientenbalken am
rechten Abbildungsrand. Hergestellt werden diese Dotgradienten mit dem in Kapitel 2.2.1
beschriebenen Verfahren des Microcontact-Printings und der Gold-Thiol-Chemie. Durch
selektive Bindung von Glykoproteinen an ein zuvor geometrisch gestempeltes hydrophobes
Thiol werden definierte, adhasive Muster geschaffen. Bereiche zwischen den Mustern werden
mithilfe eines zweiten hydrophilen Thiols zu antiadhdsiven Arealen funktionalisiert. Die fiir
die Experimente ausgesiten Fibroblasten sind lediglich auf den proteinbeschichteten Dots in
der Lage, Zelladhasionskontakte auszubilden und gerichtet zu migrieren. Nach einer
Kultivierungsdauer von 3-5 h werden die Proben fixiert und immunhistochemisch gefarbt. Da
die Zellen wahrend der Translokation des Zellkorpers, durch das Ablésen von Kontakten am
Zellhinterende, die unterliegenden Dots internalisieren, hinterlassen sie eine Bewegungsspur.
Anhand dieser kann die Migrationsrichtung der Zellen mikroskopisch quantifiziert werden
(Kapitel 2.7). Die Migrationsrichtung wird dafiir in vier Kategorien unterteilt: uphill

bezeichnet die Migration in Richtung der héchsten Proteinbedeckung, downhill die Richtung
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zu der niedrigsten Proteinbedeckung des Gradienten. Die seitliche Migration - entlang der x-
Achse - ist als lateral definiert. Erfolgt wiahrend der Kultivierungszeit auf den Dotgradienten
keine Migration, geht dies als stationdres Verhalten in die Quantifizierung ein.

Studien unserer Arbeitsgruppe haben gezeigt, dass primare Hiihnerfibroblasten (CEFs) einen
diskontinuierlichen FN-Dotgradienten erkennen und zu 80% in Richtung der hoheren
Proteinbedeckung migrieren. Dabei ist ein funktionierendes Aktin-/Myosin-System fiir die
Haptotaxis notwendig. Ist dieses System durch die Zugabe von Y-27632 oder Blebbistatin
gestort, sind die Zellen nicht mehr in der Lage, gerichtet zu migrieren. Die Zellen wandern
dann zu etwa gleichen Teilen uphill, downhill oder lateral. Wird die Mikrotubuli-Dynamik
durch Nocodazol oder Taxol gestort, konnen die Zellen zwar die Gradientenachse, jedoch
nicht mehr die Proteinbedeckung, wahrnehmen. Dies flihrt dazu, dass die Zellen gleichwertig
uphill oder downhill migrieren (Autenrieth, 2012). Fiir die Haptotaxis ist somit ein
funktionierendes Aktin-/Myosin- und Mikrotubulisystem unverzichtbar (s. Abbildung 1.3).
Zellauslaufer dienen wahrend der Zellmigration als Sensoren fiir die Wahrnehmung der
Umgebung. Aus diesem Grund wird in dieser Arbeit untersucht, wie sich die gezielte
pharmakologische Storung von Zellauslaufern, wie Filopodien und Lamellipodien, auf die
Detektion des Dotgradienten und somit auf die Haptotaxis auswirkt. Hierbei fokussieren sich
die Experimente auf eine Stérung der Rho-GTPase Rac, sowie zytoskelett-assoziierter
Proteine. Diese stellen den Arp2 /3-Komplex, Formine und die Integrin-linked-kinase dar.
Neben dem Aktinzytoskelett hat auch das Mikrotubulisystem eine grofde Bedeutung fiir die
Haptotaxis. Dabei wurde beobachtet, dass die Mikrotubuliorganisation auf homogenen und
strukturierten = Substraten unterschiedlich erscheint (Autenrieth, 2012). Diese
Beobachtungen sollen, durch eine Analyse der dynamischen Mikrotubulitrajektorien mittels
Zeitrafferaufnahmen auf diversen Substratgeometrien, quantifiziert werden.

Abschliefend liegt der Fokus dieser Dissertation auf der Familie der Integrine, die als
transmembrane Rezeptoren die Verkniipfung der EZM mit dem intrazelluliren
Aktinzytoskelett gewahrleisten und dadurch eine zentrale Rolle in der Zelladhdsion und
Zellmigration spielen. Die Untersuchung der Integrine a5f81 und aV(33 zeigt, dass zwar beide
Integrine mit dem Glykoprotein Fibronektin (FN) interagieren, dabei aber unterschiedliche

Funktionen fiir die Migration auf FN-Dotgradienten ausiiben.

48



ERGEBNISSE

2um

VA 4

|. . Aktin

2um /
K FN/DAPI

Abbildung 3.1: Darstellung des verwendeten FN-Dotgradienten

[A] Aufsicht auf den verwendeten FN-Dotgradienten. Schwarze Bereiche kennzeichnen den antiadhdsiven Bereich,
weifde Muster die mit FN beschichteten Dots, die als adhéasive Stellen dienen. Der Gradient verlduft in allen
Abbildungen entlang der y-Achse. Die Skizze veranschaulicht die Mafie der einzelnen Dots von 2x2 um. Axio
Imager.Z1 63x, Mafdstab 20 um. [B] Fluoreszenzaufnahme einer haptotaktisch migrierenden Zelle (CEF) auf einem
FN-Dotgradienten. Die Migrationsrichtung kann durch die internalisierten Dots am Hinterende der Zelle bestimmt
werden. CEFs werden 3 h auf dem mikrostrukturierten Substrat kultiviert, fixiert und Aktin (griin), GM 130 (rot),
FN und der Nukleus (blau) immunhistochemisch angefarbt. Axio Imager.Z1 63x, Maf3stab 10um. Modifiziert nach
(Frank, 2011).

3.1 Die pharmakologische Inhibition zytoskelett-
assoziierter Proteine fiihrt zu einer Abnahme der

gerichteten Migration

Das Zytoskelett einer Zelle spielt fiir die Zellmigration eine grofie Rolle und wird von vielen
Proteinen reguliert und beeinflusst. Im ersten Teil dieser Arbeit soll untersucht werden, wie
sich eine pharmakologische Stérung bestimmter zytoskelett-assoziierter Proteine auf die
gerichtete Migration auf FN-Dotgradienten auswirkt. Die Kultivierung von Fibroblasten auf
mikrostrukturierten Dotgradienten erlaubt hierbei eine exakte Quantifizierung der
Migrationsrichtung. Fiir die Experimente dieser Arbeit werden REFs (Rat embryonic
fibroblasts) oder primdre CEFs (Chicken embryonic fibroblasts) fir 3h auf
mikrostrukturierten FN-Dotgradienten kultiviert, mit definierten Inhibitorkonzentrationen
behandelt, fixiert und anschliefend immunhistochemisch gefarbt. Das Migrationsverhalten
der Zellen kann daraufhin mikroskopisch analysiert werden und gibt Aufschluss iiber die

Bedeutung des beeintrichtigten Proteins fiir die Migration auf FN-Dotgradienten.
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3.1.1 Inhibition der Rho-GTPase Rac

In vorherigen Arbeiten unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass eine Stérung von
Cdc42 und Effektoren von RhoA in einer ungerichteten Migration auf FN-Dotgradienten
resultiert. Dieses Ergebnis zeigt, dass ein funktionierendes Aktin-/Myosin-System fiir die
Haptotaxis unverzichtbar ist (Autenrieth, 2012). Aufbauend auf diese Erkenntnis, soll in
diesem Kapitel die Bedeutung der Rho-GTPase Rac (Ras-related C3 botulinum toxin substrate
1) fiir die Migration auf FN-Dotgradienten ndher analysiert werden. Rac spielt durch die
Regulierung des Aktinzytoskeletts, neben der Zellteilung und der Zelladhdsion, auch eine
wichtige Rolle in der Motilitit (Raftopoulou and Hall, 2004). Es liegt in migrierenden Zellen
graduell, mit der hochsten Aktivitit an der Zellfront, vor und generiert durch
Membranausstiilpungen die protrusive Kraft (Kraynov et al., 2000). In diesem Experiment
wurde die Inhibition von Rac mit zwei unterschiedlichen Inhibitoren durchgefiihrt. EHT1864
blockiert durch direkte Bindung die Aktivierung von Rac, wahrend EHop-016 die Aktivitat
der Rac GTPase spezifisch inhibiert. CEFs werden in diesem Versuch fiir 3h mit den
Inhibitoren definierter Konzentrationen auf FN-Dotgradienten kultiviert, fixiert und Aktin,
GM 130 und FN gefarbt. Der Auswertevorgang der Migrationsrichtung ist in Kapitel 2.7
detailliert beschrieben. Betrachtet man die Morphologie des Aktinzytoskeletts, so werden die
Auswirkungen der Inhibitoren, vor allem mit EHop-016, deutlich sichtbar (s. Abbildung 3.2 A-
C). Die Zellen wirken gestresst, was durch die Anzahl und Ausprigung von Stressfasern
deutlich wird. Das quantitative Ergebnis der Inhibitorbehandlungen ist in Abbildung 3.2 D-E
tibersichtlich dargestellt. Mit zunehmender Konzentration kommt es sowohl unter EHT1864,
als auch unter EHop-016 zu einer Abnahme haptotaktisch migrierender Zellen auf dem FN-
Dotgradienten. Wahrend die unbehandelten Zellen zwischen 60% und 70% uphill migrieren,
konnen unter der Behandlung der hochsten Dosis EHT1864 nur noch 20% der Zellen uphill
migrieren. Mit EHop-016 sind es nur noch 31% der Zellen. Der Anteil stationdrer Zellen
nimmt wihrenddessen gegenldufig zu. Die lateral migrierenden Zellen nehmen bei beiden
Inhibitoren mit hoherer Dosis ab.

Die Resultate zeigen, dass die Rho-GTPase Rac fiir die Migration auf FN-Dotgradienten
bedeutsam ist, fiir den Mechanismus der Haptotaxis jedoch keine zentrale Rolle einnimmt.
(EHT1864: N=3-7; n=2044; EHop-016: N=3-5; n=556; unabhéangiger Chi2-Test,

Signifikanzniveau: ***, P < 0,005)
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Abbildung 3.2: Migrationsverhalten von CEFs nach Inhibition von Rac mittels EHT1864 und EHop-016 auf
FN-Dotgradienten

[A] Représentative Fluoreszenzaufnahme einer uphill migrierenden CEF des Kontrollexperiments. (Pfeil =
Migrationsrichtung) [B] Stationér verbleibende Zelle nach der Behandlung mit 20 pM EHT1864. [C] Stationdre
Zelle nach Behandlung mit dem Rac Inhibitor EHop-016 (20uM). [D] Quantifizierung des
konzentrationsabhangigen Migrationsverhaltens von CEFs nach Behandlung mit dem Inhibitor EHT1864. Der
Einfluss des Inhibitors ist deutlich ersichtlich. Mit zunehmender Dosis sinkt die Fahigkeit haptotaktisch zu
migrieren von 63% auf 20%. Der Anteil stationdrer Zellen steigt gleichzeitig von 25% auf 70%, wahrend weniger
als 8% der Zellen lateral und downbhill migrieren. CEFs werden 3 h mit Inhibitoren auf strukturiertem Substrat
kultiviert, fixiert und Aktin (griin), GM 130 (rot) und FN (blau) immunhistochemisch angefarbt. Axio Imager.Z1
63x, Mafdstab 10 pm. [E] Prozentuale Gegeniiberstellung des Migrationsverhaltens von CEFs nach EHop-016
Behandlung. Mit ansteigender Inhibitorkonzentration kommt es zu einem Anstieg an stationdren Zellen von 13%
auf 61%. Das haptotaktische Migrationsverhalten nimmt gegenldufig hierzu von 69% auf 31% ab. Der Anteil
downhill und lateral migrierender Zellen betragt weniger als 10%. EHT1864: N=3-7; n=2044; EHop-016: N=3-5;
n=556; unabhingiger Chi2-Test, Signifikanzniveau: ***, P < 0,005.
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3.1.2 Inhibition des Arp2/3-Komplexes

Mit dem vorhergehenden Experiment konnte gezeigt werden, dass die Stérung der Rho-
GTPase Rac einen Einfluss auf die Zellmigration hat, jedoch fiir den Mechanismus der
Haptotaxis keine Rolle spielt. Um eine spezifischere Stérung der Lamellipodien zu erreichen,
wird in diesem Abschnitt der Arp2/3-Komplex pharmakologisch inhibiert. Dieser Komplex ist
fiir die Verkniipfung der charakteristischen Aktinnetzwerke der Lamellipodien von zentraler
Bedeutung (Lauffenburger and Horwitz, 1996; Welch et al., 1997). Eine Storung dieses
Komplexes kann mithilfe des Inhibitors CK-666 hervorgerufen werden. Dieser bindet und
stabilisiert die inaktive Form des Arp2/3-Komplexes, wodurch der Ubergang in die aktive
Konformation verhindert wird (Hetrick et al., 2013). Fiir die Untersuchung werden Zellen fiir
3 h mit definierten Konzentrationen von CK-666 auf FN-Dotgradienten inkubiert. Im
Anschluss werden Aktin, Nukleus und FN immunhistochemisch gefarbt. Die darauffolgende
mikroskopische Bestimmung der Migrationsrichtung wird in Kapitel 2.7 detailliert erlautert.
In Abbildung 3.3 A ist eine reprasentative, in Richtung hoherer Bedeckung (uphill),
migrierende Zelle der Kontrolle dargestellt, in Abbildung 3.3 B eine stationdre Zelle der
Inhibitorbehandlung. Die  Quantifizierung des Experiments zeigt, dass die
Inhibitorbehandlung zu einer signifikanten, konzentrationsabhdngigen Abnahme der
Migrationsfahigkeit fithrt. Wahrend in der Kontrolle 84% der Zellen uphill migrieren, ist es
nach der Behandlung mit 100 uM CK-666 noch 74% der Zellen moglich in Richtung héherer
Bedeckung zu migrieren. Nach der Behandlung mit 200 pM sind es dagegen nur noch 43%
der Zellen.

Der Anteil stationidrer Zellen nimmt dabei gegenldufig zu und steigt von 4% in der Kontrolle
auf 15% (100 uM) und 54% (200 uM) an (s. Abbildung 3.3 C). In Richtung niedriger
Bedeckung migrieren in allen Konditionen weniger als 3%, lateral weniger als 10% der
Zellen. Der Effekt des Inhibitors ist ebenso in der Morphologie des Aktinzytoskeletts
ersichtlich. Verglichen mit der unbehandelten Zelle, wirken die Aktinfilamente der
behandelten Zelle, ohne das Beisein von Lamellipodien, deutlich beeintriachtigt. In
behandelten Zellen wird das unterliegende FN kaum umgebaut. Die dargestellten Ergebnisse
zeigen, dass eine pharmakologische Inhibition des Arp2/3-Komplexes zu einer
konzentrationsabhiangigen Abnahme der Migration auf FN-Dotgradienten fiihrt, dabei aber
keinen Einfluss auf die Haptotaxis hat. (N=3; n=330; unabhédngiger Chi2-Test,

Signifikanzniveau: ***, P < 0,005)
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Abbildung 3.3: Migrationsverhalten von REFs nach Inhibition des Arp2/3-Komplexes

[A] Fluoreszenzaufnahme einer uphill migrierenden Zelle (Pfeil = Migrationsrichtung) des Kontrollexperiments.
[B] Stationére Zelle des Inhibitor behandelten Experiments (200 uM CK-666). REFs werden 3 h auf einem FN-
Dotgradienten kultiviert, fixiert und anschliefRend Aktin (griin), Nukleus (rot) und FN (blau) immunhistochemisch
angefarbt. Die hochste Bedeckung des Gradienten befindet sich in dieser Abbildung in Richtung der y-Achse,
dargestellt durch den Gradientenbalken am rechten Bildrand. Axio Imager.Z1 63x, Mafdstab 10um. [C]
Prozentuale Quantifizierung der Migrationsrichtungen, welche auf dem FN-Dotgradienten zuriickgelegt wurden.
Wahrend 84% der unbehandelten Zellen zur Haptotaxis fahig sind, kénnen bei den behandelten Zellen nur noch
74% (100 uM) und 43% (200 uM) uphill migrieren. Das Verhaltnis stationédrer Zellen nimmt entgegengesetzt zu.
Wiahrend der Anteil downhill migrierender Zellen kontinuierlich unter 3% liegt, sinkt der Anteil lateral
migrierender Zellen von knapp unter 10% in der Kontrolle und 100 uM behandelten Zellen auf unter 1% mit
200 pM CK-666. N=3; n=330. Chi2-Test: P > 0,05(#= nicht signifikant), P < 0,005 (***).
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3.1.3 Inhibition der FH2-Doméane von Formin

Neben dem Arp2/3-Komplex stellen Formine einen weiteren Keimbildner aktin-basierender
Strukturen dar. Wahrend der Arp2/3-Komplex ein bestehendes Aktinfilament bendétigt, um
die Verkniipfung eines weiteren Filaments im 70°C Winkel hin zu einem Aktinnetzwerk
sicherzustellen, bilden Formine, ausgehend von Aktinmonomeren, lineare, unverzweigte
Filamente. Mit ihrer FH2-Domaéne sind Formine auflerdem in der Lage, an Mikrotubuli zu
binden, um diese an der Zellfront in migrierenden Zellen zu stabilisieren (Bartolini et al.,
2008). Dadurch spielen sie unter anderem eine tragende Rolle in der Reorganisation des
Aktinzytoskeletts, der Stabilisierung von Mikrotubuli und der Migration (Koka et al., 2003;
Yayoshi-Yamamoto et al., 2000; Zigmond, 2004). Wahrend im vorhergehenden Kapitel der
Arp2/3-Komplex untersucht wurde, welcher fiir die Migration auf FN-Dotgradienten eine
Rolle spielt, fiir die Haptotaxis jedoch nicht, soll in diesem Kapitel der Einfluss der FH2-
Doméne von Formin auf das Migrationsverhalten von REFs und CEFs auf einem FN-
Dotgradienten nadher analysiert werden. Eine Stérung der FH2-Domidne wird durch den
Inhibitor SMIFH2 (Small Molecule Inhibitor of Formin Homology 2 domain) erreicht. SMIFH2
inhibiert die Formin-abhdngige Bildung von linearen Aktinfilamenten, ohne dabei einen
Einfluss auf Formin-unabhdngige oder Arp2/3-Komplex-abhingige Aktinassemblierung zu
nehmen. Die Zellen werden wahrend der drei-stiindigen Inkubationszeit auf FN-
Dotgradienten mit definierten Inhibitorkonzentrationen behandelt, im Anschluss fixiert und
Aktin, Paxillin bzw. der Nukleus und FN gefarbt. Die darauf folgende Auswertung der
Migrationsrichtung ist in Kapitel 2.7 beschrieben. Die Zellmorphologie verandert sich unter
der Behandlung von SMIFH2, indem Filopodien-dhnelnde Strukturen verschwinden.
Vielmehr weisen die behandelten Zellen ausgeprigte Lamellipodien sowie deutlich sichtbare
Stressfasern auf (s. Abbildung 3.4 A-D).

Die Inhibition der FH2-Doméine von Formin fithrt zu einer konzentrationsabhingigen
Zunahme stationdrer Zellen. Wahrend unbehandelte REFs zu 75% haptotaktisch migrieren,
sind in mit 40 uM SMIFH2 behandelten Zellen nur noch 2% dazu in der Lage. Der Anteil
lateral migrierender Zellen steigt von 5% in unbehandelten Zellen auf etwa 10% in
behandelten Zellen. Nach Behandlung mit der hochsten Konzentration, gibt es fast keine
lateral migrierenden Zellen mehr (1%). In Richtung der niedrigen Proteinbedeckung
migrieren weniger als 6% der Zellen, 40 uM SMIFH2 fithren zu einem Migrationsstopp (s.
Abbildung 3.4 E). In CEFs ist das Ergebnis vergleichbar. Wahrend unbehandelte Zellen zu
80% haptotaktisch migrieren, sind nur noch 4% der mit 40 uM behandelten Zellen dazu in
der Lage. Der Anteil stationdrer Zellen nimmt mit steigender Dosis von 3% auf 95% zu,

wahrend weniger als 4% der Zellen in Richtung niedriger

54



ERGEBNISSE

<

3||043u0)|

(a]

CH4INS

®)

3]|0J3u0)|

£
=
©
[a

(@]

CHAINS

M stationar
O lateral
@ downhill
W uphill

%k %k
3k %k %k
3k %k %
k%

T T T T
o o o o
0 () < o~

100 A

[9] SuniydusuoniesSiN

3k % k
* % %k
>k % %

* *x

o

T T
o o o o
0 o < ~N

100 A

L [9%] S8uniyouisuonesdin

o

20 40

5 10 15

0

20 40

10 15

5

0

SMIFH2 in CEFs [uM]

SMIFH2 in REFs [uM]

55



ERGEBNISSE

Bedeckung migrieren. In laterale Richtung reduziert sich die Migrationsfahigkeit mit
ansteigender Dosis von etwa 10% auf 3% (s. Abbildung 3.4 F).

Diese Untersuchung zeigt, dass die FH2-Domane von Forminen zwar fiir die Zellmigration im
Allgemeinen eine bedeutende Rolle spielt, auf die Haptotaxis im Speziellen jedoch keinen
Einfluss hat. (REFs: N=3; n=629; CEFs: N=3 ; n=750; unabhingiger Chi2-Test,

Signifikanzniveau: ***, P < 0,005)

3.1.4 Inhibition der Integrin-linked-kinase

Die Pseudokinase Integrin-linked-kinase (ILK) ist ein zytoplasmatischer Effektor von
Integrinrezeptoren. Sie ist bekannt dafiir, in verschiedenste Prozesse, wie etwa auch in die
Zellmigration, involviert zu sein. ILK bindet an die intrazellulire Domdne von (31- und (33-
Integrin und ist eines der Geriistproteine, um Integrine mit dem Aktinzytoskelett zu
verkniipfen. ILK, vorliegend in einem Komplex mit den Proteinen Pinch und Parvin (IPP
Komplex), spielt unter anderem eine Rolle im Einfangen von Mikrotubuli Plus-Enden, um sie
mit dem kortikalen Aktinzytoskelett zu verbinden (Hannigan et al.,, 1996; Tu et al., 1999;
Wickstrom et al., 2010a). ILK stellt somit eine Verbindung zwischen dem Aktinzytoskelett
und dem Mikrotubulinetzwerk dar und ist aus diesem Grunde interessant, um den Einfluss
dieser Verbindung auf die Zellmigration zu untersuchen. REFs werden in diesem Experiment
fir 3h in Anwesenheit definierter Inhibitorkonzentrationen auf einem FN-Dotgradienten
kultiviert, anschliefdend fixiert und gefiarbt. Die mikroskopische Auswertung ist in Kapitel 2.7

beschrieben.

Abbildung 3.4: Migrationsverhalten von REFs und CEFs nach Inhibition der FH2-Domine von Formin

[A] Représentative Fluoreszenzaufnahme eines haptotaktisch migrierenden REF auf einem FN-Dotgradienten der
Kontrolle. [B] Fluoreszenzaufnahme eines stationdren REF unter Behandlung von SMIFH2 (40 uM) auf
strukturiertem Substrat. [C] Migrierender, unbehandelter CEF auf einem FN-Dotgradienten. [D] Darstellung einer
stationdren Zelle behandelt mit 40 pM SMIFH2 auf strukturiertem Substrat. REFs und CEFs werden im Experiment
3 h kultiviert, fixiert und anschliefend Aktin (griin), Paxillin bzw. Nukleus (rot) und FN (blau)
immunhistochemisch angefarbt. Axio Imager.Z1 63x, Mafdstab 10 pm. (Pfeil = Migrationsrichtung). Die hdchste
Proteinbedeckung des Gradienten befindet sich in Richtung der y-Achse des Gradienten, dargestellt durch den
Gradientenbalken am rechten Abbildungsrand. [E] Auswertung der Migrationsrichtung unter Behandlung mit
SMIFH?2, die wahrend der Kultivierungsdauer auf dem FN-Dotgradienten zuriickgelegt wurde. Die Behandlung in
REFs fithrt zu einer konzentrationsabhdngigen Abnahme haptotaktisch migrierender Zellen von 75% in
unbehandelten Zellen auf 2% mit 40 uM SMIFH2. Der Anteil stationdrer Zellen steigt wahrenddessen
konzentrationsabhingig von 17% auf 97%. Weniger als 6% der Zellen migrieren downhill, etwa 10% lateral. N=3;
n=629. Chi2-Test: P > 0,05 (# = nicht signifikant); P < 0,005 (***) [F] Auswertung der Migrationsrichtung in CEFs.
Konzentrationsabhingige Abnahme uphill migrierender Zellen von 80% auf 4%. Stationdre Zellen steigen unter
SMIFH2 Behandlung von 3% auf 95% an. Wéhrend der Anteil an downhill migrierenden Zellen kontinuierlich
unter 4% liegt, nehmen lateral migrierende Zellen unter der Behandlung von 10% auf 3% ab. N=3; n=750. Chi?-
Test: P > 0,05 ($= nicht signifikant); P < 0,005 (***¥)
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Die Zellmorphologie verandert sich unter der Behandlung des ILK Inhibitors Cpd-22, wie die
Farbung der Mikrotubuli erkennen lasst: Das Mikrotubulinetzwerk ist nach der Behandlung
dichter arrangiert und erscheint weniger geordnet (s. Abbildung 3.5 A-B). Die quantitative
Analyse der Migrationsrichtungen zeigt, dass das Resultat der Stoérung von ILK ein
signifikanter Verlust der Migrationsfahigkeit ist. Unbehandelte Zellen migrieren zu 72%
uphill, wahrend nur noch 21% der mit 6 pM Cpd-22 behandelten Zellen in der Lage sind,
haptotaktisch zu migrieren. Diese Abnahme der Migration ist konzentrationsabhingig und
verlauft gegenldufig zur Zunahme stationdrer Zellen. Die laterale sowie die downhill
Migration der Zellen betrdgt, mit Ausnahme der Kontrolle, weniger als 6%.

Diese Ergebnisse zeigen, dass es unter der Behandlung des ILK Inhibitors Cpd-22 zu einer
konzentrationsabhangigen Abnahme der Migration auf FN-Dotgradienten kommt, sich eine
Storung von ILK jedoch nicht auf die Haptotaxis auswirkt (s. Abbildung 3.5 C). (N=3-4; n=562;
unabhéangiger Chi2-Test, Signifikanzniveau: ***, P < 0,005)

Abschliefdend kann man fiir das Kapitel 3.1 resiimieren, dass die Inhibition der elementaren
Schliisselproteine zwar die Zellmigration auf FN-Dotgradienten einschrankt, dabei aber nicht
auf den Mechanismus der Haptotaxis abzielt. Dies hat sich darin gezeigt, dass Zellen, wenn
auch stark eingeschrankt, selbst unter hohen Inhibitorkonzentrationen noch in der Lage sind,
den Gradienten auszulesen und gerichtet in Richtung der hoheren Proteinkonzentration zu

migrieren.
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Abbildung 3.5: Migrationsverhalten von REFs nach Inhibition von ILK

[A] Représentative Fluoreszenzaufnahme einer haptotaktisch migrierenden Zelle auf einem FN-Dotgradienten der
Kontrolle. [B] Fluoreszenzaufnahme einer stationdren Zelle wiahrend der Behandlung mit dem ILK-Inhibitor. REF
werden 3h kultiviert, fixiert und anschliefend Mikrotubuli (griin), Nukleus (rot) und FN (blau)
immunhistochemisch angefarbt. Axio Imager.Z1 63x, Mafistab 10 um, Pfeil=Migrationsrichtung. Die hdochste
Bedeckung des Gradienten befindet sich in dieser Abbildung in Richtung der y-Achse, dargestellt durch den
Gradientenbalken am rechten Bildrand. [C] Auswertung der Migrationsrichtung die wéhrend der
Kultivierungsdauer auf dem FN-Dotgradienten zuriickgelegt wurde. Die Behandlung mit Cpd-22 fiihrt zu einer
konzentrationsabhdngigen Abnahme haptotaktisch migrierender Zellen von 72% in unbehandelten Zellen auf
21% mit 6 uM Cpd-22. Der Anteil stationdrer Zellen steigt konzentrationsabhingig von 8% auf 76%. Mit
Ausnahme der Kontrolle liegt der Anteil lateraler und downhill migrierender Zellen unverdndert unter 6%. N=3-4;
n=562. Chi2-Test: P > 0,05(F= nicht signifikant), P < 0,005 (***).
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3.2 Die unterliegende Substratgeometrie beeinflusst die

Mikrotubuli-Dynamik

Nachdem die vorherigen Stérungen der Aktin- und Mikrotubuli-basierenden Strukturen zwar
einen deutlichen Effekt auf die allgemeine Zellmigration, jedoch nicht auf die Haptotaxis
gezeigt haben, beschiftigt sich dieser Abschnitt der Arbeit mit der Dynamik von Mikrotubuli.
Sie entspringen dem Zentrosom und durchziehen die Zelle persistent hin zur Zellperipherie,
an der sie hiufige Wechsel zwischen Wachstums- und Schrumpfungsphasen aufweisen. Dies
wird als dynamische Instabilitit bezeichnet (Mitchison and Kirschner, 1984). In unserer
Arbeitsgruppe konnte bereits gezeigt werden, dass Mikrotubuli einen Einfluss auf die
Migration auf FN-Dotgradienten haben und die Organisation der Mikrotubulifilamente durch
die unterliegende Substratgeometrie bestimmt wird. Ein beeintrachtigtes Mikrotubulisystem
resultierte in einer bidirektionalen Migration auf FN-Dotgradienten. Die Zellen sind im
Stande die Gradientenachse, nicht jedoch die Proteinbedeckung zu erkennen, was zu einer
gleichverteilten uphill und downhill Migration fiihrt. Zellen, die auf homogen beschichteten
FN-Substraten kultiviert wurden, weisen Mikrotubuli mit geordneter, radidrsymmetrischer
Morphologie auf. Im Gegensatz dazu erscheint das Mikrotubulinetzwerk in Zellen auf
strukturiertem Substrat, hier FN-Dotgradienten, ungeordnet und weniger gebtindelt. Dabei
konnte mithilfe fixierter Prdparate kein Unterschied in der Asymmetrie der
Mikrotubuliorganisation zwischen Zellfront und Zellende auf strukturiertem Substrat
beobachtet werden (Autenrieth, 2012).

Um neue Erkenntnisse iber den dynamische Auf- und Abbau von Mikrotubuli wahrend der
Haptotaxis zu gewinnen soll in diesem Experiment die Mikrotubuli-Dynamik mithilfe von
Zeitrafferaufnahmen detektiert werden. Hierfliir werden Zellen mit dem Protein EB3-GFP
(End-binding protein 3) transient transfiziert. Analysiert wird die Mikrotubuli-Dynamik in
migrierenden und stationdren Zellen, auf homogenem und strukturiertem Substrat.
Quantifiziert wird der Zeitrafferfilm anschlieféend mithilfe des Programmes , PlusTipTracker*
(Gaudenz Danuser), beschrieben in Kapitel 2.7, welches eine automatisierte Bildanalyse
ermoglicht. Mithilfe des Programmes konnen alle Aufnahmen des Zeitrafferfilms in eine
Projektion transferiert werden, um die Bestidndigkeit und Geschwindigkeit der Pfade der
Plus-End-Proteine der Mikrotubuli, fortan als Trajektorien bezeichnet, wihrend der
Zeitrafferaufnahme auszuwerten. Abbildung 3.6 A und B illustriert die farbkodierte, zeitliche
Bestindigkeit bzw. Stabilitit aller Trajektorien in migrierenden Zellen auf homogenem bzw.
strukturiertem Substrat. In Abbildung 3.6 C und D ist die Bestdndigkeit der Trajektorien in
stationdren Zellen auf homogenem bzw. strukturiertem Substrat dargestellt. Die

Geschwindigkeit der Trajektorien derselben Zellen wird in Abbildung 3.6 A‘-D* abhdngig von
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der unterliegenden Substratgeometrie und dem Zellverhalten farbkodiert veranschaulicht.
Weder in der Bestdandigkeit, noch in der Geschwindigkeit zeigen sich Asymmetrien in der
Mikrotubuli-Dynamik innerhalb der einzelnen Zellen auf den diversen Substraten. Betrachtet
man die Quantifizierung der Bestdndigkeit der Trajektorien auf den unterschiedlichen
Substraten in Abbildung 3.6 E, fallt auf, dass Trajektorien auf strukturiertem Substrat eine
hohere Lebenszeit aufweisen und stabiler sind, als auf homogenem Substrat. Dabei weisen
stationdre Zellen auf strukturiertem Substrat eine hohere Stabilitidt der Trajektorien auf als
migrierende Zellen. Auf homogenem Substrat hat das Zellverhalten keinen Einfluss auf die
Bestidndigkeit. Die Geschwindigkeit der Trajektorien auf strukturiertem Substrat ist,
unabhangig vom Zellverhalten, langsamer als auf homogenem Substrat. Auf diesem ist sie in
stationdren Zellen dagegen signifikant schneller als in migrierenden Zellen (s. Abbildung 3.6
F). Zusammenfassend lasst sich aus diesem Experiment fiir die Haptotaxis schliefden, dass
Zellen, die sich auf mikrostrukturierten Dotgradienten befinden, unabhdngig von ihrem
Verhalten bestdndigere und langsamere Mikrotubulitrajektorien aufweisen, als Zellen auf
homogenem Substrat. Die gesamte Dynamik der Mikrotubuli ist somit weniger instabil als in
Zellen auf homogenem Substrat. Innerhalb der Zellen liegen unabhdngig von der
unterliegenden Substratgeometrie keine Asymmetrien in der Mikrotubuli-Dynamik zwischen
Zellfront und Zellende vor. Die erhohte Proteinbedeckung in Zellen auf strukturiertem
Substrat an der Zellfront hat somit keine direkte Auswirkung auf eine asymmetrische
Verteilung der Mikrotubuli-Dynamik innerhalb einer Zelle. (N=3; n=11; zweiseitiger t-test,

Signifikanzniveau: ***, P < 0,005)
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Abbildung 3.6: Mikrotubuli-Dynamik auf unterschiedlichen Substratgeometrien

[A-D] Bildstapel von Zeitrafferaufnahmen deren Trajektorien mithilfe des Programmes , PlusTipTracker” markiert
wurden. Die Bestdndigkeit der einzelnen Trajektorien ist farbkodiert dargestellt, aufgeschliisselt in Zellverhalten
und unterliegender Substratgeometrie. [A-D‘] Bildstapel der Zellen aus Abbildung A-D, mit farbkodierten
Geschwindigkeiten der Trajektorien. [E] Quantitative Analyse der Bestindigkeit der Trajektorien. Die langste
Bestdndigkeit weisen stationdre Zellen auf strukturiertem Substrat auf, wahrend Zellen auf homogenem Substrat
eine vergleichsweise geringe Bestdndigkeit aufweisen. [F] Analyse der Geschwindigkeit der Trajektorien
stationdrer und migrierender Zellen auf homogenem bzw. strukturiertem Substrat. Stationire Zellen zeigen die
schnellsten Trajektorien, wahrend die Mikrotubuli-Dynamik auf strukturiertem Substrat geringer ist. N=3; n=11.
Zweiseitiger t-test: P > 0,05 (nicht signifikant, nicht gezeigt), P < 0,005 (***).
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3.3 Die Funktionen von a5@31- und aV33-Integrin
unterscheiden sich bei der Migration auf FN-

Dotgradienten

Wihrend sich die vorherigen Kapitel mit der Zytoskelett-Dynamik beschéaftigt haben, liegt der
Fokus dieses Kapitels auf den transmembranen Integrinrezeptoren. Integrine sind fiir den
mehrstufigen Zyklus der gerichteten, Integrin-vermittelten Zellmigration unverzichtbar,
indem sie die zentrale strukturelle Verbindung zwischen der EZM und dem Aktinzytoskelett
der Zelle darstellen. Diese Verankerung der Zelle an das unterliegende Substrat stellt die
bidirektionale Signaltransduktion sicher und erméglicht die Translokation des Zellkorpers
durch die Ubertragung von Zugkriften, welche durch die Aktin-/Myosin-Kontraktilitit
generiert werden. Integrine konnen eine iiberlappende Ligandenspezifitit aufweisen, was
dazu fiihrt, dass ein Integrin mit verschiedenen Liganden in Interaktion treten kann.
Desweiteren existiert eine {iberlappende Rezeptorspezifitit, welche bedeutet, dass
unterschiedliche Integrine beispielsweise mit FN interagieren konnen. Welche Funktion den
Integrinen a5B1 und aVB3 in der Migration auf FN- und VN-Dotgradienten zukommt und wie
sich eine Storung der einzelnen Domédnen auf die Zellmigration auswirkt, soll in diesem

Kapitel der Arbeit ndher beleuchtet werden.

3.3.1 Unterschiedliche Proteingradienten induzieren ein

differenzielles Migrationsverhalten

Studien unserer Arbeitsgruppe haben gezeigt, dass priméire Fibroblasten einen FN-
Dotgradienten erkennen und zu 80% in Richtung der hoéheren Bedeckung migrieren
(Autenrieth, 2012). Fiir diese haptotaktische Migration auf strukturierten FN-Dotgradienten
sind Integrine unverzichtbar. Fiir eine Interaktion mit FN gelten a531- und aVB3-Integrin als
die beiden Hauptrezeptoren. Wahrend o5f1-Integrin spezifisch an FN bindet, kann aV{33-
Integrin unter anderem auch noch VN binden. Hierbei wird aV3-Integrin als der klassische
VN-Rezeptor beschrieben (Horton, 1997). Um zu untersuchen welches der beiden genannten
Integrine welche Rolle in der Migration auf FN-Dotgradienten einnimmt, werden Zellen auf

FN-Dotgradienten sowie auf VN-Dotgradienten ausgesit. Hierdurch konnen die Integrine
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insoweit separiert werden, dass man auf FN-Dotgradienten eine Bindung von a5f31- und
aVB3-Integrin erwartet, auf VN-Dotgradienten jedoch nur oVf3-Integrin bindet. Abbildung
3.7 A-B zeigt reprasentative Fluoreszenzaufnahmen von Zellen auf FN- und VN-
Dotgradienten. Die Zellen unterscheiden sich in der Gro6fde und in der Organisation des
Aktinzytoskeletts. Migrierende Zellen auf FN organisieren ihre Aktinfilamente diagonal zur
Migrationsrichtung, wahrend Zellen auf VN-Dotgradienten die Aktinfilamente vornehmlich
parallel zur Migrationsrichtung ausgerichtet haben. Die Stressfaserbiindel in Zellen auf VN-
Dotgradienten erscheinen stirker ausgepragt und zeigen eine deutliche Aufspannung der
Zelle zwischen den Dots. Im Zellzentrum wirkt die Organisation des Aktinzytoskeletts wie
ausgespart, was nur auf VN-Dotgradienten beobachtet werden kann (s. Abbildung 3.7 B). Wie
in den Einzelkanilen deutlich zu erkennen, sind Zellen auf FN in der Lage, das Protein zu
internalisieren und dieses umzubauen, wahrend die VN-Dots aufgrund fehlender Migration in
ihrem urspriinglichen Zustand bleiben. Nicht nur die fehlende Internalisierung, sondern auch
ein Umbau aufgrund dynamischen Zellverhaltens, kann auf VN nicht festgestellt werden. Die
Quantifizierung des Migrationsverhaltens zeigt grofée Unterschiede in der Fahigkeit zur
haptotaktischen Migration auf FN-Dotgradienten von 92%, wihrend auf VN-Dotgradienten
die Zellen nicht in der Lage sind, zu migrieren (s. Abbildung 3.7 C). In fritheren Studien
konnte gezeigt werden, dass sowohl REFs, als auch NIH3T3-Zellen in der Lage sind, auf
homogenem FN-Substrat und homogenem VN-Substrat zu migrieren (eigene Daten, im

Rahmen dieser Dissertation nicht dargestellt).

Diese Ergebnisse zeigen, dass das unterliegende Glykoprotein sowie die darauf spezifisch
exprimierten Integrine einen Einfluss auf die Migration auf Protein-Dotgradienten nehmen.
So erfolgt auf VN mit aV3-Integrin, als klassischen VN-Rezeptor, keine Migration, wahrend
auf FN mit a5B1-Integrin und aVf3-Integrin, eine starke Migration stattfindet. (N=3; n=202;

unabhéangiger Chi2-Test, Signifikanzniveau: ***, P < 0,005)
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Abbildung 3.7: Migrationsverhalten auf unterschiedlichen Glykoprotein-Dotgradienten

[A] Représentative Fluoreszenzaufnahme einer Zelle auf einem FN-Dotgradienten. Die Zelle migriert haptotaktisch
in Richtung der hoheren Proteinbedeckung. (Pfeil=Migrationsrichtung). [B] Repréasentative Fluoreszenzaufnahme
einer statischen Zelle auf einem VN-Dotgradienten. REFs werden fiir 3 h auf FN- bzw. VN-Dotgradienten kultiviert,
fixiert und Aktin (griin), Nukleus (rot/blau), FN (blau) bzw. VN (rot) immunhistochemisch angefarbt. Der Gradient
verlduft in allen Abbildungen in Richtung des oberen Bildrandes. Axio Imager.Z1 63x, Mafistab 10 pm. [C]
Quantitative Analyse der Migrationsrichtung von REFs auf FN- bzw. VN-Dotgradienten. Wahrend REFs auf FN-
Dotgradienten zu 92% uphill migrieren, findet auf VN-Dotgradienten keine Migration statt. [D] Schematische
Darstellung der auf FN- und VN-Substraten gegenwartigen Integrinkombinationen. N=3; n=202. Chi2-Test:
P > 0,05 (= nicht signifikant), P < 0,005 (***).
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3.3.2 Die aV-Untereinheit ist fiir die Migration auf FN-

Dotgradienten verzichtbar

Im vorangegangenen Kapitel konnte gezeigt werden, dass Zellen auf FN-Dotgradienten in der
Lage sind zu migrieren, wohingegen auf VN-Dotgradienten keine Migration stattfindet.
Wahrend aVp3-Integrin sowohl auf FN als auch auf VN mit dem Liganden interagiert, ist
a5B1-Integrin ein spezifischer FN Rezeptor. Um die Rolle von aVf3-Integrin wahrend der
Haptotaxis auf FN-Dotgradienten ndher zu untersuchen, werden Zellen wahrend ihrer

Inkubationszeit mit dem spezifischen aV-Inhibitors Cilengitide behandelt.
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Abbildung 3.8: Migrationsverhalten nach pharmakologischer Inhibition der aV-Untereinheit

[A] Quantitative Analyse der Migrationsrichtung von REFs nach 3 h Kultivierung auf FN-Dotgradienten unter
Behandlung des oV-Untereinheiten spezifischen Inhibitors Cilengitide. Unabhdngig von der eingesetzten Dosis
zeigt sich kein signifikanter Effekt von Cilengitide auf die haptotaktische Migration auf FN-Dotgradienten. Der
Anteil uphill migrierender Zellen sinkt von 95% auf 86%. N=3; n=450. Chi2-Test: P > 0,05 (}= nicht signifikant),
P < 0,005 (***) [B] Modell zur Veranschaulichung der Interaktion von Cilengitide mit der aV-Untereinheit von
aVB3-Integrin.

Cilengitide ist ein zyklisches Pentapeptid, das mit der RGD-Sequenz um die Integrinbindung
konkurriert. Die Inhibition erfolgt spezifisch an der aV-Untereinheit von aVf33- und aVf5-
Integrin (ICso: aVB3: 4,1 nM; aVB5: 79 nM). REFs werden fiir 3 h auf einem FN-Dotgradienten
kultiviert, im Anschluss fixiert und immunhistochemisch gefarbt. Abbildung 3.8 A zeigt die
quantitative Analyse der Inhibitor behandelten Zellen. Unabhdngig von der eingesetzten
Konzentration hat Cilengitide keinen Einfluss auf die Migration. Der Anteil uphill
migrierender Zellen sinkt mit zunehmender Dosis nur leicht von 95% auf 86%.Dieses

Ergebnis zeigt, dass eine Storung von aVf3-Integrin fiir die Migration der Zellen auf FN-
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Dotgradienten keine Rolle spielt. (N=3; n=450; unabhangiger Chi2-Test, Signifikanzniveau:
*#* P <0,005). Abbildung 3.8 B veranschaulicht den Interaktionsort von Cilengitide, die

extrazellulire Doméane der aV-Doméine.

3.3.3 Die f1-Untereinheit ist notwendig fiir die Migration auf
FN-Dotgradienten

Zellmorphologie von 1-Knockout-Zellen auf homogenem FN-
Substrat

Da die vorherigen Ergebnisse bereits vermuten lassen, dass das Integrin a5f1 fiir die
Migration auf FN-Dotgradienten eine zentrale Rolle einnimmt, soll diese Hypothese mit
einem Knockout der 31-Domane iiberpriift werden. Fiir die kommenden zwei Experimente
wurden deshalb drei Zelllinien von Bernhard Wehrle-Haller zur Verfiigung gestellt. Diese
weisen unterschiedliche Anteile an endogenem [(1-Integrin auf. So handelt es sich bei den
Zellen der Zelllinie GD25-wt um murine Zellen, die aus embryonalen Stammzellen gewonnen
und deren Gen fiir 1-Integrin entfernt wurde (Fassler et al., 1995). Das Labor von Wehrle-
Haller hat mit diesen GD25-wt Zellen durch stabile Transfektion von $1A-GFP und 31D-GFP
zwei weitere Zelllinien erzeugt: GD25-f1A und GD25-f1D. 1A stellt die ubiquitdr
exprimierte Isoform von 1-Integrin dar, wihrend 31D eine Spleifdvariante von 1A ist, die
nur in der Skelettmuskulatur exprimiert wird. Alle drei Zelllinien werden im kommenden
Experiment zundchst auf homogen beschichteten FN-Substraten untersucht, um einen ersten
Eindruck tiber das Zellverhalten und die Morphologie auf homogen beschichtetem FN zu
erhalten. Betrachtet man die Morphologie der GD25-wt Zelle, erkennt man eine stark
elongierte, stationdre Zelle (s. Abbildung 3.9 A). Die Zellmorphologie der GD25-81A Zelllinie
ist reprisentativ in Abbildung 3.9 B dargestellt und zeigt auf homogenem Substrat eine weit
aufgespreizte Zelle mit definiertem [1-GFP-Signal als Transfektionsnachweis. Die Zelle
interagiert dynamisch mit dem Substrat, was durch den Umbau des FN sichtbar ist. Die
reprasentative GD25-f1D Zelle zeigt eine wunpolarisierte, runde Morphologie ohne
Migrationsverhalten (s. Abbildung 3.9 C).

Auf homogen beschichtetem FN gibt es somit bereits erste Unterschiede in der Fahigkeit der
Zellen, sich auf dem unterliegenden FN auszubreiten. Hier zeigt sich, dass die mit 1A
transfizierten Zellen, die dadurch dem Wildtyp entsprechen, in der Lage sind, sich grof3flachig

auf dem Substrat auszubreiten. Dagegen sind GD25-wt Zellen zwar in der Lage zu spreaden,
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die Zellmorphologie sieht jedoch verandert aus. GD25-B1D Zellen bleiben vergleichsweise

klein und rund.

>

GD25-wt

GD25-R1A

GD25-B1D O

Abbildung 3.9: Zellmorphologie diverser GD25-Zelllinien auf homogenem Substrat

[A] Zelle der Zelllinie GD25-wt auf homogenem FN-Substrat. Die elongierte Zelle zeigt kein Migrationsverhalten.
[B] Reprasentative GD25-81A Zelle auf homogenem FN-Substrat. Die grofiflichige Zelle migriert auf dem
homogenen Substrat wahrend der Kultivierungsdauer von 3 h. Das $1-GFP Signal zeigt die positiv erfolgte stabile
Transfektion von [1A-GFP. [C] Zelle der GD25-B1D Zelllinie auf homogenem FN. Die unpolarisierte
Zellmorphologie geht mit fehlender Migration einher. Angefarbt sind in allen Darstellungen Aktin (griin) und FN
(blau). In [B] ist zusatzlich noch der 31-GFP Kanal der stabilen Transfektion dargestellt. Die Aufnahme der Bilder
erfolgte mit dem Axio Imager.Z1 63x, Maf3stab 10 pm.
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Der Verlust der f1-Untereinheit fliihrt zu einer starken

Beeintrachtigung der Migration auf FN-Dotgradienten

Im vorherigen Abschnitt wurden die drei GD25 Zelllinien, die sich in der B1-Isoform
unterscheiden, bereits auf homogenem FN untersucht. Wie sich diese Zellen auf
mikrostrukturierten FN-Dotgradienten verhalten, soll in diesem Abschnitt ndher analysiert
werden. Fiir das Experiment werden die Zellen fiir 3 h auf FN-Dotgradienten kultiviert,
anschliefdend fixiert und gefiarbt. Die Quantifizierung der Migrationsrichtungen ist in Kapitel
2.7 ausfiihrlich dargestellt. Die Zellmorphologie der reprasentativen Zelle der GD25-wt
Zelllinie zeigt starke, isotropische Zellausldaufer (s. Abbildung 3.10 A). Die Morphologie der
GD25-B1A Zelle ist in Abbildung 3.10 B dargestellt und erscheint im Vergleich zu GD25-wt
kompakter. Betrachtet man das Aktinzytoskelett, lassen sich keine definierten Stressfasern
erkennen. Das (1-Signal ist iiber den FN-Dots angereichert und zeigt die erfolgreiche
Transfektion von 1-GFP in die urspriingliche GD25-wt Zelllinie. Die reprasentative Zelle der
GD25-B1D Linie erscheint klein und rund, mit einer Erschwernis sich grof3flichig auf dem
Substrat auszubreiten (s. Abbildung 3.10 C). In Abbildung 3.10 D ist die Quantifizierung der
Migrationsrichtungen der untersuchten Zelllinien aufgetragen. Von den GD25-wt Zellen sind
nur 31% in der Lage, uphill, in Richtung héherer Proteinbedeckung, zu migrieren. 66% der
Zellen zeigen ein stationdres Verhalten. Die mit $1A-GFP stabil transfizierten Zellen sind zu
73% zu haptotaktischer Migration auf dem FN-Dotgradient fahig, wahrend 21% der Zellen
stationdr verbleiben. Betrachtet man das Migrationsverhalten der GD25-81D Zellen, so sind
nur 2% der Zellen in der Lage uphill zu migrieren, wiahrend der grofdte Teil mit 98% stationar
auf dem mikrostrukturierten Substrat verbleibt.

Diese Ergebnisse unterstreichen die Bedeutung von B1-Integrin fiir die gerichtete Migration
auf FN-Dotgradienten, indem sie zeigen, dass ein Verlust von 1-Integrin zu einem starken
Einbruch in der Migration fiihrt, widhrend die Isoform (1D eine Migration vollstindig
unterbindet. Nur das Einbringen der ubiquitdr exprimierten Isoform (1A kann den B1-
Knockout retten und zu einer Migrationsfahigkeit, vergleichbar mit dem WT-
Migrationsverhalten anderer Zelllinien, fiihren. (N=3-5; n=671; unabhingiger Chi2-Test,

Signifikanzniveau: ***, P < 0,005).
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Abbildung 3.10: Der Einfluss von 1-Integrin auf das Migrationsverhalten auf FN-Dotgradienten

[A] Stationdre Zelle der Zelllinie GD25-wt auf dem FN-Dotgradienten. [B] Fluoreszenzaufnahme einer
haptotaktisch migrierenden Zelle (Pfeil = Migrationsrichtung) der mit B1A-GFP stabil transfizierten Zelllinie
GD25-B1A auf einem FN-Dotgradienten. [C] Stationédre Zelle der GD25-B1D Zelllinie auf dem FN-Dotgradienten.
Die Zellen werden fiir 3 h auf einem FN-Dotgradienten kultiviert, fixiert, anschliefRend Aktin (griin) und FN (blau)
immunhistochemisch angefarbt. In rot ist der f1-GFP Kanal dargestellt. Die hochste Bedeckung des Gradienten
befindet sich in dieser Abbildung am oberen Bildrand, signalisiert durch den Gradientenbalken am rechten
Bildrand. Axio Imager.Z1 63x, Maf3stab 10 pm. [D] Prozentuale Auswertung der Migrationsrichtungen, welche auf
dem FN-Dotgradient zuriickgelegt wurden. Wahrend 73% der mit B1A-GFP stabil transfizierten Zellen zur
Haptotaxis fahig sind, kénnen nur 31% der GD25-wt Zellen und 2% der GD25-31D Zellen uphill migrieren. Die
restlichen Zellen verblieben stationdr auf dem Gradient. Der Anteil downhill und lateral migrierender Zellen
betrégt in allen Féllen weniger als 3%. N=3-5; n=671. Chi2-Test: P > 0,05 (= nicht signifikant), P < 0,005 (***). [E]
Modell zur Veranschaulichung.
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3.3.4 Die intrazellulare f1-Domane befahigt Fibroblasten zur

Migration auf VN-Dotgradienten

Die bisherigen Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass es Zellen nicht moglich ist, sich auf VN-
Dotgradienten fortzubewegen. Durch den Einsatz von (1-Knockout Zellen konnte zudem
gezeigt werden, dass die $1-Doméane bedeutungsvoll fiir die Migration auf FN-Dotgradienten
ist. GD25-B1D Zellen, deren intrazelluldre 31-Signaltransduktion verdndert ist (Baudoin et al.,
1998; Gimond et al., 2000), konnten ebenfalls nicht auf den FN-Dotgradienten migrieren. Dies
deutet auf die Notwendigkeit einer funktionellen zytoplasmatischen 1-Domane fiir die
Migration hin. Anhand dieser Erkenntnis soll im folgenden Kapitel untersucht werden, ob
Zellen zu einer Migration auf VN-Dotgradienten fahig sind, wenn sie ein intrazelluldres Signal
der f1-Domine besitzen. Hierzu werden NIH3T3s verwendet, die von der Arbeitsgruppe
Bernhard Wehrle-Haller auf eine Subpopulation selektiert wurden. Diese Zellen werden als
NIH3T3-B3lows bezeichnet und weisen ein geringes endogenes Level an 33-Integrin (<10%)
auf, wiahrend das Level an (1-Integrin unverdndert bleibt (Pinon et al, 2014). Fir das
Experiment werden NIH3T3-B3lows transient mit einem GFP-markierten chiméaren B3-
Integrin transfiziert. Dieses codiert fiir die extrazelluldre Integrindoméne von $3- und die
transmembrane und zytoplasmatische Domdne von 1-Integrin. Durch die Transfektion in
NIH3T3-B3lows kann sichergestellt werden, dass jene Integrine, die auf VN Kontakte
ausbilden, auch mehrheitlich das chimdre (3-Integrin besitzen und dadurch das
intrazelluldre Signal von [1-Integrin weiterleiten. In diesem Experiment werden die
transfizierten Zellen fur 4 h auf VN kultiviert, anschlieflend fixiert und Aktin, FN bzw. VN
immunhistochemisch angefarbt. In Abbildung 3.11 A ist die WT-Situation von NIH3T3s auf
einem FN-Dotgradienten dargestellt. Die Zellen migrieren auf FN gerichtet in Richtung
hoherer Bedeckung, wie bereits in Kapitel 3.3.1 fiir REFs gezeigt wurde. Auf VN-
Dotgradienten sind NIH3T3s, vergleichbar mit REFs, ebenfalls nicht in der Lage zu migrieren
(s. Abbildung 3.11 B). Die Abbildung 3.11 C zeigt das Migrationsverhalten von NIH3T3-
B3lows auf FN. Diese Zellen migrieren wie NIH3T3s haptotaktisch, sie sind deutlich gespreizt
und polarisiert. In Abbildung 3.11 D ist die Zellmorphologie einer reprasentativen NIH3T3-
B3low Zelle auf einem VN-Dotgradienten dargestellt. Im Vergleich zu Abbildung 3.11 C ist die
Zelle um einiges kleiner und weniger gespreizt. Abbildung 3.11 E zeigt eine reprasentative
NIH3T3-B3low Zelle auf VN, transient transfiziert mit dem chiméaren (3-Integrin. Die Zelle
migriert auf dem VN-Dotgradienten, was die Internalisierung der VN-Dots am Zellende
illustriert und sie dhnelt in Zellverhalten und Zellmorphologie der NIH3T3-B3low Zelle auf
FN in Abbildung 3.11 C.
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Dieses Experiment zeigt, dass Zellen durch die transiente Transfektion des chiméiren (3-
Integrins und dem dadurch erlangten intrazellularen Signal von 1-Integrin die Fahigkeit
erwerben auf VN-Dotgradienten zu migrieren. Dies unterstreicht die Bedeutung der

zytoplasmatischen 1-Domane fiir die Migration auf Adhasionsgradienten.
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Abbildung 3.11: Intrazelluléires f1-Integrin ermdglicht die Migration auf VN-Dotgradienten

Reprasentative Fluoreszenzaufnahmen von NIH3T3 und NIH3T3-B3low auf FN- bzw. VN-Dotgradienten nach 4
stiindiger Kultivierungszeit. Immunhistochemisch angefarbte Strukturen: Aktin (griin), Nukleus (rot/blau), FN
(blau) bzw. VN (rot). Der Gradient verlduft in Richtung der y-Achse. [A] Fluoreszenzaufnahme einer NIH3T3 Zelle
auf einem FN-Dotgradienten. Die Zelle migriert in Richtung héherer Bedeckung. (Pfeil=Migrationsrichtung). [B]
Fluoreszenzaufnahme einer stationdren NIH3T3 Zelle auf einem VN-Dotgradienten. [C] Fluoreszenzaufnahme
einer uphill migrierenden NIH3T3-B3low Zelle auf einem FN-Dotgradienten. [D] Fluoreszenzaufnahme einer
reprasentativen stationdren NIH3T3-B3low Zelle auf einem VN-Dotgradienten. [E] Fluoreszenzaufnahme einer
mit dem chimdren (33-Integrin transient transfizierten NIH3T3-3low Zelle auf einem VN-Dotgradienten. Mithilfe
der intrazellularen B1-Signaltransduktion erwerben die Fibroblasten die Fahigkeit auf VN-Dotgradienten zu
migrieren. [A‘-E‘] Darstellung der in den Abbildungen [A-E] beeinflussten Integrindoméanen. Axio Imager.Z1 63x,
Maf3stab 10 um.
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3.3.5 Der Verlust des zytoplasmatischen [31-Integrin Inhibitors
ICAP-1 begunstigt die Migration auf FN-Dotgradienten

Neben der Acetylierung von [31-Integrin gibt es eine weitere individuelle Eigenschaft von [31-
im Vergleich zu (3-Integrin, ndmlich ICAP-1. Bei ICAP-1 handelt es sich um einen
intrazelluldren Inhibitor, der spezifisch mit der zytoplasmatischen Domé&ne von (1-Integrin,
jedoch nicht mit der von B3-Integrin, interagiert. Durch die ICAP-1 Bindestelle, die das
Kindlin Bindemotiv einschliefdt, folgt eine sterische Hemmung der Talinbindung an die
zytoplasmatische (B1-Domine, so dass eine Integrinaktivierung ausbleibt (Moser et al.,
2009b). Auf diese Weise wird die Talin und Kindlin Bindung negativ von ICAP-1 reguliert
(Brunner et al., 2011). Diese Inaktivierung besteht fiir die Dauer der Bindung von ICAP-1 an
B1-Integrin. Ausschlaggebend fiir die Spezifitat fiir f1- nicht jedoch fiir f3-Integrin, ist die
Aminosdure Valin, die an der f1-Domdne proximal des NPXY Motivs von Kindlin lokalisiert
ist. Bei B3-Integrin befindet sich an Stelle des Valins stattdessen Threonin (Bouvard et al.,
2006; Chang et al., 1997). Fiir das folgende Experiment werden Prdosteoblasten verwendet,
die aus einer ICAP-1-null Maus (ICAP-1 -/-) isoliert wurden (Daniel Bouvard, Frankreich). Als
Kontrolle dienen ICAP-1 -/- Zellen, stabil transfiziert mit ICAP-1 (ICAP-1 +/+). Beide
Zelllinien werden fiir 3 h auf FN-Dotgradienten kultiviert und im Anschluss Aktin, Nukleus
und FN immunhistochemisch gefarbt. In Abbildung 3.12 A ist eine reprasentative ICAP-1 +/+
Zelle auf einem FN-Dotgradienten dargestellt. Die Zelle migriert uphill, in Richtung héherer
Bedeckung. Abbildung 3.12 B stellt eine reprasentative I[CAP-1 Knockout-Zelle auf einem FN-
Dotgradienten dar, welche ebenfalls uphill migriert. In Abbildung 3.12 C ist das prozentuale
haptotaktische Migrationsverhalten von ICAP-1 +/+ mit 54% dargestellt. 21% der Zellen
weisen eine laterale Migration auf, 17% der Zellen verbleiben stationar auf dem Substrat und
7% migrieren downhill. Im Gegensatz dazu zeigen ICAP-1 -/- Zellen eine erh6hte Migration in
Richtung zunehmender Proteinbedeckung von 78%. Nur 11% der Zellen migrieren lateral
und weniger als 5% der Zellen migrieren downhill bzw. bleiben stationar. (N=3-4; n=342;
unabhdangiger Chi2-Test, Signifikanzniveau: ***, P < 0,005).

Hiermit konnte gezeigt werden, dass der zytoplasmatische Inhibitor ICAP-1 die
Migrationsfahigkeit insofern beeinflusst, dass in Abwesenheit von ICAP-1 mehr Zellen zur
haptotaktischen Migration auf FN-Dotgradienten fihig sind. In Abbildung 3.12 D verdeutlicht
das Schema die Interaktion von ICAP-1 mit seinem Regulator Krit-1 sowie die spezifische
Bindung von ICAP-1 an die zytoplasmatische Doméine von [1-Integrin, was zur

Integrininaktivierung fiihrt.
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Abbildung 3.12: Migrationsverhalten von ICAP-1-Knockout und ICAP-1 +/+ Zellen auf FN-Dotgradienten

[A] Fluoreszenzaufnahme einer haptotaktisch migrierenden ICAP-1 +/+ Zelle auf einem FN-Dotgradienten. [B]
Reprasentative Aufnahme einer uphill migrierenden ICAP-1 Knockout-Zelle auf einem FN-Dotgradienten. Die
Zellen wurden fiir 3 h auf FN-Dotgradienten kultiviert, fixiert und Aktin (griin), Nukleus (rot) und FN (blau)
gefarbt. (Pfeil = Migrationsrichtung). Die hochste Proteinbedeckung befindet sich am oberen Bildrand, signalisiert
durch den Gradientenbalken am rechten Bildrand. [C] Prozentuale Auswertung der Migrationsrichtungen von
ICAP-1 +/+ und ICAP -/- Zellen auf FN-Dotgradienten. ICAP-1 +/+ Zellen migrieren zu 54% uphill, wahrend 17%
stationdr verbleiben, 21% lateral und 7% downhill migrieren. Die ICAP-1-Knockout-Zellen migrieren zu 78%
uphill, zu 11% lateral und weniger als 5% migrieren downhill bzw. verbleiben stationdr. (N=3-4; n=342;
unabhdngiger Chi2-Test, Signifikanzniveau: ***, P < 0,005). [D] Modell zur Veranschaulichung der Interaktion von
ICAP-1 mit dem Regulator Krit-1 und der Interaktion von ICAP-1 mit der zytoplasmatischen f1-Doméne.
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3.3.6 Die Acetylierung von Lysin-794 an 31-Integrin stellt die

regulare Migration auf FN-Dotgradienten sicher

Die Zellpolarisierung wird durch die Acetylierung von

Lysin-794 auf homogenem FN-Substrat beeinflusst

Nachdem im vorherigen Kapitel die Bedeutung der intrazelluliren 1-Domane fiir die
gerichtete Migration gezeigt wurde, soll im folgenden Kapitel darauf eingegangen werden,
welche Besonderheit die zytoplasmatische Doméane von [31-Integrin im Gegensatz zu der 33-
Domaine aufweist. Ein Unterschied ist die Acetylierung von Lysin-794 innerhalb des distalen
NPXY Motivs (Choudhary et al, 2009). Diese reversible posttranslationale Modifikation
neutralisiert die Ladung des positiv geladenen Lysins. Fiir dieses Experiment werden zwei
Zelllinien der Gruppe Wehrle-Haller verwendet, die aus der Zelllinie GD25-1A
hervorgegangen sind: GD25-K794R und GD25-K794Q. Das Lysin an Stelle 794 wurde dabei
einerseits durch Arginin, andererseits durch Glutamin ausgetauscht. GD25-K794R Zellen
simulieren dabei die positive Ladung eines nicht-acetylierten Lysins, wahrend Zellen der
Linie GD25-K794Q die neutrale Ladung eines acetylierten Lysins an der [1-Domaine
simulieren. Im folgenden Experiment wurden diese beiden Zelllinien auf homogen
beschichteten FN-Substraten kultiviert, nach 3h bzw. 5h fixiert und Aktin sowie FN
immunhistochemisch gefiarbt. Betrachtet man Abbildung 3.13 A und B fillt auf, dass die
reprasentative Zelle der Linie GD25-K794R nach 3 h eine unpolarisierte Morphologie ohne
erkennbare Zellfront aufweist, widhrend dieselbe Zelllinie nach 5h eine deutliche
Polarisierung zeigt. In Abbildung 3.13 C und D sind GD25-K794Q auf homogenem FN
dargestellt. Ein Unterschied beziiglich der Polarisierung nach 3h oder 5h ist hier nicht
feststellbar. Die Zellen weisen zu beiden Zeitpunkten eine polarisierte Zellfront auf.
Vergleicht man GD25-K794R und GD25-K794Q Zellen nach 5h auf homogenem Substrat,
lasst sich ein stirkerer Umbau des unterliegenden Substrats bei GD25-K794R Zellen
feststellen.

Dieses Ergebnis verdeutlicht, dass es bereits auf homogen beschichtetem FN-Substrat
Unterschiede zwischen den beiden untersuchten Zelllinien gibt. Wahrend GD25-K794Q
bereits nach 3 h eine polarisierte Zellmorphologie entwickelt, ist diese bei GD25-K794R erst
nach 5 h festzustellen. Nach 5 h interagieren diese Zellen jedoch stiarker mit dem substrat-

gebundenen FN als GD25-K794Q Zellen.
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Abbildung 3.13: Zellmorphologie von GD25-K794R und GD25-K794Q auf homogenem FN-Substrat
GD25-B1A Zellen mit einem Aminosdureaustausch an Lysin794 zu Arginin (R) oder Glutamin (Q) der f1-Domdne
resultiert in den Zelllinien GD25-K794R und GD25-K794Q. Diese werden als Einzelzellen fiir 3 h bzw. 5h auf
homogenem FN-Substrat ausgesat, fixiert und immunhistochemisch gefarbt: Aktin (griin) und FN (blau). [A]
GD25-K794R zeigen nach 3 h Inkubation eine unpolarisierte Zellmorphologie. [B] GD25-K794R weisen nach 5h
Inkubationszeit eine definierte Zellfront auf und interagieren stark mit dem FN. [C] GD25-K794Q nach 3 h auf
homogenem FN-Substrat mit erkennbarer Zellfront. [D] GD25-K794Q nach 5 h Kultivierungszeit mit deutlicher
Zellfront. Axio Imager.Z1 63x, Mafdstab 10 um.
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Die Acetylierung von Lysin-794 an $1-Integrin gewahrleistet

eine reguldare Migration auf FN-Dotgradienten

Die Ergebnisse des vorangegangenen Abschnittes zeigen, dass GD25-K794Q Zellen nach 3 h
vollstindig auf homogenem FN-Substrat polarisiert sind, wahrend Zellen der Linie GD25-
K794R auf homogenem FN erst nach 5 h eine polarisierte Zellfront aufweisen. Im folgenden
Abschnitt soll der Einfluss der Acetylierung des Lysins-794 an [1-Integrin auf das
Migrationsverhalten auf FN-Dotgradienten untersucht werden. Hierzu werden die zwei
Zelllinien GD25-K794R (Austausch von Lysin durch Arginin) und GD25-K794Q (Austausch
von Lysin durch Glutamin) fiir 3 h und 5 h auf einem FN-Dotgradienten kultiviert, fixiert und
Aktin sowie FN immunhistochemisch gefarbt. In Abbildung 3.14 A und B sind reprasentative
Zellen auf einem FN-Dotgradienten beider Zelllinien nach 5h dargestellt. Wie auch auf
homogenem Substrat (s. Abbildung 3.13), dhnelt sich die Zellmorphologie beider Zelllinien
nach 5h Kultivierungszeit. Die quantitative Analyse des Migrationsverhaltens ist in
Abbildung 3.14 C zu sehen: Im Gegensatz zu GD25-K794Q zeigen GD25-K794R nach 3 h ein
schwaches haptotaktisches Migrationsverhalten von 28%, mit einem leichten Anstieg auf
51% nach 5 h. Das stationdre Zellverhalten nimmt dabei gegenlaufig ab. Betrachtet man das
Migrationsverhalten von GD25-K794Q Zellen, zeigt die Auswertung nach 3h und 5h ein
nahezu tibereinstimmendes haptotaktisches Migrationsverhalten von etwa 75%. Der Grof3teil
der restlichen Zellen verbleibt stationdr. In Abbildung 3.14 D ist ein Modell zu sehen, das
einem besseren Verstindnis dient. Der Kreis signalisiert hierbei die schematische
Lokalisation von Lysin-794 an der zytoplasmatischen $1-Domaéne.

Die Ergebnisse dieses Kapitels zeigen, dass die durch die Acetylierung von Lysin verdnderte
Ladung einen Einfluss auf die Migration auf FN-Dotgradienten hat, da der
Aminosdureaustausch von Lysin zu Arginin und die dadurch positiv erhaltene Ladung zu
einer verspdteten und eingeschrankten Migration auf FN-Dotgradienten fiihrt. Die
Acetylierung von Lysin an (1-Integrin spielt somit eine Rolle in der Migration auf FN-

Dotgradienten. (N=3; n=908; unabhangiger Chi2-Test, Signifikanzniveau: ***, P < 0,005)
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Abbildung 3.14: Einfluss der Acetylierung von Lysin-794 an $1-Integrin auf die gerichtete Migration

[A] Représentative Fluoreszenzaufnahme einer stationdren GD25-K794R Zelle nach 5h Kultivierungsdauer auf
einem FN-Dotgradienten. [B] Fluoreszenzaufnahme einer uphill migrierenden GD25-K794Q Zelle nach 5h auf
dem FN-Dotgradienten (Pfeil=Migrationsrichtung). Nach Ablauf der Kultivierungszeit wurden die Zellen fixiert
und Aktin (griin) und FN (blau) immunhistochemisch angefarbt. In rot ist der $1-GFP Kanal dargestellt und
demonstriert die erfolgreiche Transfektion von B1A-GFP. Axio Imager.Z1 63x, Mafdstab 10 um. Die hdochste
Proteinbedeckung des Gradienten befindet sich an der Bildoberseite. [C] Quantitative Auswertung des
Migrationsverhaltens von GD25-K794R und GD25-K794Q nach 3 h und 5 h auf dem FN-Dotgradienten. Wahrend
GD25-K794R nach 3 h nur zu 28% uphill migrieren, steigt dies nach 5 h auf 51% an. Das stationdre Verhalten stellt
mit 70% nach 3 h und 42% nach 5 h, den gegenlaufigen Anteil dar. GD25-K794Q migrieren schon nach 3 h zu 75%
uphill. Nach 5h migrieren 73% der Zellen haptotaktisch, wahrend der Grofdteil der restlichen Zellen ein
stationdres Verhalten aufweist. N=3; n=908. Chi2-Test: P> 0,05 (+ = nicht signifikant); P < 0,005 (***). [D] Das
schematische Modell verdeutlicht die Lokalisation des erfolgten Aminosdureaustauschs.
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3.3.7 Differenzielle FN/VN-Substrate erméglichen eine selektive

Proteinwahrnehmung

Wie bereits in Kapitel 1.5 beschrieben, gibt es unter den 24 bekannten Integrinen
Uberlappungen in der Rezeptor- und Ligandenspezifitit. So binden die Integrine aVB3 und
a5B1 beide an FN, aVf3-Integrin jedoch an FN sowie VN. Um die speziellen Aufgaben dieser
Integrine zu untersuchen, behalf man sich in fritheren Studien entweder Knockouts der
einzelnen Integrindoméanen oder selektiven Inhibitoren (Roca-Cusachs et al., 2009; Schiller
and Fassler, 2013). Um ohne diese Eingriffe in die Integrindominen eine separierte
Untersuchung zu erméglichen, entwickelte Michael Bachmann in unserer Arbeitsgruppe die

Methode des direkten Proteinstempelns weiter (Kapitel 2.2.1; (Bachmann, 2015)).
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Abbildung 3.15: Separierung von Integrinen auf differenziellen FN/VN-Substraten

[A] REFs auf mittels direktem Proteinstempeln hergestelltem Substrat: FN-Dotgradient, passiviert mit 10% BSA.
Die Zellen bilden selektiv Kontakte auf den adhisiven Bereichen des FNs und bauen es um. Nach 4h
Kultivierungsdauer wurden die Zellen fixiert und Aktin (griin) immunhistochemisch angefarbt. FN und VN wurden
zur Visualisierung mit Alexa Fluor 568 (VN, rot) bzw. Alexa Fluor 647 (FN, blau) gelabeltem FN bzw. VN gemischt.
[B] REFs auf mittels direktem Proteinstempeln hergestellten Substrat, welches einen FN-Dotgradienten enthdlt,
an dessen Bereiche zwischen dem FN-Muster selektiv VN gebunden hat. Die Zellen spannen sich gezielt zwischen
den FN-Dots auf und bauen FN im Gegensatz zu VN um. Nach 4 h wurden die Zellen fixiert und Aktin (griin), VN
(rot) und FN (blau) angefarbt. Axio Imager.Z1 63x, Maf3stab 10 um.

In Abbildung 2.3 sind Substrate dargestellt, die mittels direktem Proteinstempeln hergestellt
wurden. Dabei wird der FN-Dotgradient nicht mithilfe der Gold-Thiol-Chemie an die
Goldoberflache gebracht, sondern direkt auf ein unbehandeltes Deckglas gestempelt.
Anschliefdend werden die antiadhdsiven Bereiche nicht mittels eines weiteren Thiols erzeugt,

sondern mit VN {iberlagert. VN bindet dabei nur an die Bereiche zwischen den
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Mikrostrukturen jedoch nicht an FN. Dadurch entsteht ein differenzielles FN/VN-Substrat,
das einen FN-Dotgradienten enthdlt, dessen Zwischenbereiche mit VN bedeckt sind. Diese
rdumlich getrennte Prisentation der beiden EZM-Proteine erlaubt die Untersuchung der
selektiven Proteinwahrnehmung von Zellen durch die in cellula Separierung der Integrine.
Abbildung 3.15 A zeigt REFs, welche fiir 4 h auf einem direkt-gestempelten FN-Dotgradienten
kultiviert wurden. Die Bereiche zwischen den Dots wurden als Kontrolle mit BSA passiviert.
Die Zellen bilden spezifische Kontakte auf den FN-Dots und sind gut gespreizt. Wie aus dem
FN-Kanal hervorgeht, bilden die Zellen das FN deutlich um. Abbildung 3.15 B zeigt REFs,
welche 4h auf einem FN/VN-Substrat kultiviert wurden. Dieses enthdlt einen FN-
Dotgradienten, dessen Bereiche zwischen den Dots mit VN geflutet wurden. Die Zellen
erkennen den FN-Dotgradienten, bilden spezifische Adhédsionen auf den FN-Dots und
polarisieren in Richtung hoherer FN-Bedeckung. Es findet zwar keine Migration statt,
dennoch bilden Zellen gezielt das prasentierte FN um, wahrend VN im urspriinglichen
Urstand bleibt.

Diese Ergebnisse zeigen, dass Fibroblasten durch ihre Integrine eine selektive
Differenzierung der angebotenen Glykoproteine aufweisen und in diesem Fall selektiv tiber

a5B1-Integrin FN umbauen kénnen, wahrend VN im urspriinglichen Zustand verbleibt.

Zusammenfassend lasst sich tiber dieses Kapitel der Arbeit sagen, dass aV33-Integrin nicht in
die gerichtete Migration auf FN- sowie auf VN-Dotgradienten involviert zu sein scheint. Im
Gegensatz dazu zeigen die Ergebnisse, dass die intrazelluldre f1-Doméne von o531-Integrin
die essentielle Integrindomdne ist, welche die gerichtete Zellmigration auf
diskontinuierlichen FN-Dotgradienten ermdéglicht. Diese Resultate verdeutlichen, dass selbst
wenn unterschiedliche Integrine mit demselben Liganden interagieren, sie dennoch

abweichende Funktionen in biologischen Prozessen haben kdnnen.
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4 DISKUSSION

Von der Embryogenese tiber die Wundheilung bis hin zur Entwicklung des Nervensystems ist
eine orientierte, gerichtete Migration unverzichtbar. Diverse, inhomogen verteilte intra- wie
auch extrazelluldre Signale konnen dabei die Richtung der Migration dirigieren. Diese Arbeit
beschiftigt sich mit der Haptotaxis, der Migration entlang eines substratgebundenen
Adhasionsgradienten (Carter, 1967). Im Gegensatz zur Chemotaxis, der Migration entlang
von biochemischen Signalen die in Losung vorliegen, wurden zur Haptotaxis bisher nur
wenige Studien durchgefiihrt. Die verwendeten Substrate stellten in den meisten Fallen
kontinuierliche Adhéasionsgradienten dar, die meist mit mikrofluidischen Systemen
hergestellt wurden. Hierbei mischen sich zwei Proteinlosungen durch Diffusion und lagern
sich iiber Adsorption an die Tragerfliche an. Dies ist jedoch insofern eine storungsanfallige
Methode, als dass Luftblasen den Fluss behindern oder eine mehrschichtige Uberlagerung der
Proteine die Gradientengeometrie verdndern kann (Burdick et al., 2004; Gunawan et al,,
2006; Squires et al.,, 2008). In vivo sind Proteine der EZM zumal nicht homogen, sondern
vielmehr geometrisch verteilt. Dies kann in einem Maschennetzwerk aus kleinsten
Nanostrukturen bis hin zu Fasern im Mikrometerbereich der Fall sein. Aufgrund dieser
rdumlichen Verteilung der Kontaktpunkte, ist in dieser Arbeit das Substrat der Wahl ein
diskontinuierlicher Dotgradient. Dieser ldsst sich mit Verfahren wie beispielsweise der Dip-
Pen-Lithografie herstellen, welches allerdings sehr zeitaufwindig ist, da Nanovolumen an
Proteinl6sung mit einem AFM Cantilever an die Substratoberflichen gebracht werden miissen
(Huo et al, 2008). Weniger zeitaufwendig ist hingegen die Photolithografie, bei der das
Substrat iiber eine Metallmaske mit dem gewiinschten Muster einer UV Beleuchtung
ausgesetzt ist. Durch das UV-Licht werden nur die bestrahlten Bereiche selektiv
funktionalisiert. Allerdings lassen sich mit dieser Prozedur nur grofiere Strukturen kreieren,

da Licht die Auflosung limitiert (Herbert et al.,, 1997; Ricoult et al., 2015). Die Methode der
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Wahl in vorliegender Arbeit ist deshalb das Microcontact-Printing (Mrksich and Whitesides,
1996). Es erlaubt kostengiinstig, schnell und gut reproduzierbar, geometrische
Proteinmuster bis zu einer Gréfie von 0,5 pm auf eine Oberfldche zu bringen. Da die Zellen im
Zuge ihrer Migration die Proteindots am Zellende abloésen und internalisieren, ldsst sich die
Migrationsrichtung auf den in dieser Arbeit verwendeten Dotgradienten exakt bestimmen.
Daraus kann geschlossen werden, dass die Zugkrifte der Zellen grofder sind als die
Adsorptionskrafte der Proteine auf dem Substrat.

Arbeiten unserer Arbeitsgruppe zeigten, dass primdre Hiihnerfibroblasten einen
FN-Dotgradienten erkennen und zu 80% in Richtung hoherer Proteinbedeckung migrieren.
Dabei ist ein funktionierendes Aktin-/Myosin- sowie Mikrotubulisystem fiir die Haptotaxis
unverzichtbar. Greift man in das Aktin-/Myosin-System mit Y-27632 oder Blebbistatin ein,
resultiert daraus eine ungerichtete Migration. Dabei migrieren die Zellen gleichverteilt uphill,
downhill und lateral (s. Abbildung 1.3 B). Wird das Mikrotubulinetzwerk mit Taxol oder
Nocodazol beeintrachtigt, erkennen die Zellen zwar die Gradientenachse, sind aber nicht
mehr in der Lage zwischen hoher und niedriger Proteinbedeckung zu differenzieren, woraus
eine gleichwertige uphill und downhill Migration resultiert (s. Abbildung 1.3 C) (Autenrieth,
2012). Diese Erkenntnisse waren der Anlass filir das Interesse an weiteren Untersuchungen

beteiligter Proteine, die tiefere Einblicke in den Mechanismus der Haptotaxis liefern konnen.

4.1 Zytoskelett-assoziierte Proteine bei der gerichteten

Migration auf FN-Dotgradienten

Das Zytoskelett der Zelle unterliegt wiahrend der Migration einem stindigen Umbau.
Zahlreiche Proteine induzieren, regulieren und koordinieren diese Dynamik. Sie wird
vorwiegend durch Reize aus der extrazelluliren Umgebung oder intrazelluldr durch die
zelleigene Aktin-/Myosin-Kontraktilitit ausgelést. Um die Umwelt wahrzunehmen, nutzen
Zellen wahrend der Migration Zellausldufer wie Filopodien und Lamellipodien als Sensoren.
Durch diese Detektion kénnen sie gezielt auf Anderungen reagieren und so ihre
Migrationsrichtung korrigieren. Die kleinen Rho-GTPasen Cdc42, RhoA und Rac spielen in der
Regulation der Aktinorganisation und der Zellpolarisierung eine wichtige Rolle. Studien
unserer Arbeitsgruppe haben gezeigt, dass eine Storung von Cdc42 sowie downstream
Effektoren von RhoA - durch eine Beeintrichtigung des Aktin-/Myosin-Systems - zu einer

ungerichteten Migration innerhalb des Dotgradienten fiihrt (Autenrieth, 2012). Nach den
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interessanten Erkenntnissen zu RhoA und Cdc42, war die Untersuchung der kleinen Rho-
GTPase Rac von grofiem Interesse. Innerhalb einer migrierenden Zelle liegt aktives Rac in
einem Gradienten, mit der héchsten Aktivitit an der Zellfront vor, ist mafdgeblich an der
Organisation von Lamellipodien beteiligt und generiert die protrusive Kraft (Kraynov et al.,
2000).

Die Storung von Rac wurde in vorliegender Arbeit mithilfe zweier unterschiedlicher
Inhibitoren erreicht: EHT1864 blockiert die Aktivierung von Rac durch direkte Bindung,
wahrend EHop-016 die Interaktion von Rac mit dem GEF Vav2 verhindert. Dadurch soll die
Bildung von Lamellipodien und somit die Zellmigration beeintrachtigt werden, wie kiirzlich
in Mausmodellen fiir Krebstherapien mit EHop-016 gezeigt werden konnte (Castillo-Pichardo
etal., 2014).

Diesen Effekt konnen die Experimente, die in dieser Arbeit durchgefiihrt wurden, bestétigen.
Mit zunehmender Inhibitorkonzentration ist es immer weniger Zellen méglich zu migrieren.
Die Bewegung in Richtung der hochsten Proteinkonzentration, also die Haptotaxis, scheint
hiervon jedoch nicht betroffen zu sein (s. Abbildung 3.2).

Rho-GTPasen sind Schliisselregulatoren der rdaumlichen und zeitlichen Aktinorganisation
sowie der Dynamik von Zell-Matrix-Adhdsionen. Das klassische Modell der Zellmigration in
2D beschreibt aktives Cdc42 und Rac an der Zellfront, wahrend die RhoA-Aktivitit am
Zellende hauptsichlich die Kontraktilitit bestimmt. Fiir das Ausbreiten (Spreading) der
Zellen auf einem Substrat und die Bildung friiher Adhdsionen wird eine hohe Rac- mit
zeitgleich niedriger RhoA-Aktivitat benoétigt. Da dieses Gleichgewicht durch die Inhibition von
Rac nicht gewahrleistet werden kann, konnten das Spreading und frithe Adhéasionen bereits
gestort werden, was sich schliefllich auf die Migration auswirken konnte. Zudem zeigen
neueste Studien mit FRET (Forster-Resonanzenergietransfer), dass RhoA noch vor der
Aktivierung von Rac ebenfalls an der Zellfront lokalisiert ist. Die RhoA-Aktivitdt nimmt dabei
mit ansteigender Rac- und Cdc42-Aktivitdt wieder ab. Betrachtet man dieses Modell, konnte
eine fehlende Rac-Aktivitat an der Front wiederum das Herabsetzen der RhoA-Aktivitit an
der Zellfront beeinflussen, was zusatzlich das System storen konnte (Machacek et al., 2009;
Pertz et al.,, 2006a). Behandelt man Fibroblasten mit PDGF (platelet-derived growth factor),
findet man RhoA nicht mehr an der Zellfront, was eine verdnderte Organisation der Rho-
GTPasen zeigt (Pertz et al, 2006b). Abhidngig vom Signalgeber werden somit diverse
Signalwege von Rho-GTPasen aktiviert, um verschiedene Arten der Zellmigration zu
induzieren.

Auch wenn die kleinen Rho-GTPasen mittlerweile seit fast 30 Jahren bekannt sind und viele
Studien vorliegen, reichen diese nicht aus, um den Einfluss der zahlreichen GEFs und GAPs
auf die Regulation der Signalwege fiir die Zellmigration zu bestimmen. Gerade diese Vielzahl,

die zudem noch zelltypspezifisch sein kann, erschwert die Arbeit, da eine Inhibition zu einer
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gleichzeitigen Kompensation durch andere GEFs oder GAPs fithren kann und Effekte deshalb
maskiert werden konnten. Dies konnte auch bei den eingesetzten Inhibitoren der Fall sein, da
zumindest EHop-016 die Inhibition von Rac iliber die gestorte Interaktion mit einem GEF
bewerkstelligt. Moglicherweise kommt es bei einem Ausfall eines GEFs in der Zelle zu einem
kompensatorischen Effekt durch andere, in der Zelle exprimierte, GEFs. Ein solcher
Mechanismus kénnte auch beim Ausfall einzelner GAPs in der Zelle vorliegen. Diese
Vermutung wird jedoch dadurch minimiert, dass zwei Inhibitoren mit unterschiedlichen
Wirkmechanismen verwendet wurden, die zu demselben Ergebnis gekommen sind. Die
Entwicklung von GAP bzw. GEF spezifischen Biosensoren konnte zukiinftig weitere Einblicke
dariiber ermoglichen, wie diese wahrend der Migration raumlich und zeitlich reguliert sind.
Die Regulation von Rho-GTPasen ist zudem abhdngig von den physikalischen und
biochemischen Eigenschaften der extrazelluliren Umgebung und kann sich innerhalb
verschiedener Zelltypen unterscheiden. So konnen Tumorzellen mit zwei verschiedenen
Modi migrieren: amoéboid oder mesenchymal. Wahrend die amoboide Migration durch eine
hohe RhoA-Aktivitit gekennzeichnet ist, weist die mesenchymale Migration eine hohe Rac-
Aktivitat auf (Sanz-Moreno et al., 2008). Dies konnte bei Fibroblasten auf FN-Dotgradienten
nicht beobachtet werden.

Rho-GTPasen konnen jedoch nicht nur iiber GAPs und GEFs reguliert werden. Ein weiterer
Aktivierungsweg von Rac erfolgt beispielsweise iiber das Mikrotubulinetzwerk, das die
gezielte Rac-Aktivierung induzieren kann um die Lamellipodienbildung zu unterstiitzen
(Waterman-Storer et al., 1999). Da eine so grofde Anzahl an Proteinen Einfluss auf die
Aktivierung von Rac nehmen kann, erschwert dies eine eindeutige Folgerung tiber den
Mechanismus und den Effekt der Inhibition.

Eine Moglichkeit wie Rac Lamellipodien reguliert ist, kooperierend mit PIP;
(Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat), durch Bindung an den SCAR/Wave Komplex
wodurch der Arp2/3-Komplex aktiviert wird (Eden et al., 2002; Lebensohn and Kirschner,
2009). Eine Storung des Arp2/3-Komplexes wurde in dieser Arbeit mithilfe des Inhibitors
CK-666 hervorgerufen. Dieser bindet und stabilisiert die inaktive Form des Komplexes,
wodurch eine Aktivierung verhindert wird (Hetrick et al, 2013). Vergleichbar mit dem
konzentrationsabhingigen Anstieg stationarer Zellen durch die Inhibition von Rac, fithrt auch
die Inhibition des Arp2/3-Komplexes zu diesem Resultat. Die Mehrheit der Zellen verliert
durch die Behandlung mit CK-666 ihre Fahigkeit zur Migration. Zellen, die dazu noch in der
Lage sind, migrieren uphill (s. Abbildung 3.3). Dies weist daraufhin, dass es sich um eine
systemische Storung der Migration handelt und eine Inhibition von Arp2/3 keinen Einfluss
auf die Haptotaxis hat.

Im Gegensatz hierzu deuten andere Studien darauf hin, dass der Arp2/3-Komplex fiir die

Haptotaxis unverzichtbar ist und Lamellipodien die zentralen Strukturen fiir das Detektieren
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des unterliegenden Proteingradienten sind (Wu et al., 2012). Diese Studien wurden allerdings
in kontinuierlichen Proteingradienten erhoben, deren Steigung zudem um ein Vielfaches
flacher ist als bei dem hier verwendeten diskontinuierlichen Gradienten. Je flacher ein
Gradient, desto kleiner ist der Unterschied in der unterliegenden Proteinbedeckung zwischen
Zellfront und Zellende. Zudem korreliert die Starke des richtungsgebenden Signals positiv mit
der Steigung des Gradienten. Dies kann nicht nur auf die Migrationsgeschwindigkeit Einfluss
nehmen, sondern sich auch nach einer Stérung von Schliisselproteinen stirker bemerkbar
machen (Rhoads and Guan, 2007; Smith et al., 2006). Daraus kann gefolgert werden, dass der
Migrationsreiz auf Gradienten mit hoherer Steigung und geometrisch definierter
Proteinverteilung starker ist als auf flachen kontinuierlichen Gradienten. Erfolgt auf einem
flachen Gradienten eine Storung grundlegender Proteine, konnte dies eher zu einem
Migrationsstopp oder einer Beeintrachtigung im Auslesen der Proteinbedeckung fiithren als
auf diskontinuierlichen Dotgradienten. Auf diesen kann die Zelle allein durch das Ausbreiten
auf dem unterliegenden Substrat deutliche Unterschiede in der Proteinbedeckung unterhalb
der Zellfront und dem Zellende messen. Zudem wurden bei diesen Studien keine
ausreichenden Angaben iiber die Kriterien der Auswertung getroffen. Diese Kriterien
konnten die Einzelzellanalyse oder ndhere Informationen iiber die Quantifizierung der
Migrationsrichtung beinhalten. Es existieren zudem keine Informationen iiber den fiir die
Auswertung interessanten Bereich innerhalb des Gradienten und die dort vorherrschende
Proteinbedeckung. Studien unserer Arbeitsgruppe konnten zeigen, wie wichtig die
Proteinbedeckung in Bezug auf den Abstand der Dots zueinander fiir die Migration auf FN-
Dotgradienten ist. Aus diesem Grund wird in unserer Quantifizierung ein genau definierter
Bereich gewadhlt, indem die Zellen die Steigung des Gradienten detektieren konnen (s.
Abbildung 2.1). Werden die Abstinde der Dotreihen im oberen Bereich des Gradienten in y-
Richtung zu grof}, konnen Zellen die Dots in x-Richtung des Gradienten besser erreichen, was
eine laterale Migration begiinstigt (Autenrieth, 2012). Dieser Effekt verdeutlicht die
Bedeutung des exakten Auswertebereichs.

Studien von Wu zeigen eine verdnderte Anordnung von Stressfasern infolge des Verlustes der
Aktinnetzwerke durch Arp2/3, da Lamellipodien auch dafiir sorgen, dass fokale Adhdsionen
und demzufolge auch Stressfasern ausgerichtet sind (Wu et al. 2012). Dieser Effekt konnte in
dieser Arbeit durch die beeintrichtigte Morphologie der behandelten Zellen, bestatigt
werden.

Martin et al. untersuchte ebenfalls den Effekt von CK-666 auf die haptotaktische Migration.
Wie zuvor von Wu beschrieben, fiihrte die Inhibitorbehandlung hierbei ebenso zu
stachelformigen Zellauslaufern, auf die Haptotaxis hatte diese Behandlung allerdings keinen
Einfluss. Das Substrat fiir das Haptotaxis-Experiment waren in dieser Studie jedoch 20pm

breite FN-Streifen, auf denen die Fibroblasten kultiviert wurden (Martin et al., 2014). Diese
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Streifen sorgen zwar fiir eine Polarisierung und uniforme Zellmorphologie, die Migration
wird jedoch nicht durch einen substratgebundenen Adhéasionsgradienten, wie in den
Experimenten dieser Arbeit, stimuliert. Im Gegensatz zu haptotaktisch migrierenden Zellen
zeigten chemotaktisch migrierende Fibroblasten nach einstiindiger Behandlung mit CK-666
eine anormale Migration. Dies widerspricht der Studie von Wu, die zeigte, dass der
Arp2/3-Komplex fiir die Hapotaxis notwendig, fiir die Chemotaxis allerdings verzichtbar sei
(Martin et al,, 2014; Wu et al., 2012). In der Studie von Martin fiihrte die Behandlung der
Fibroblasten = mit Blebbistatin zu einem Verlust der Polarisierung durch
Membranausstiilpungen, welche entlang der Zellperipherie verteilt waren. Dieser Verlust der
Migration und der Bildung von Blebs liegt jedoch vermutlich an der hohen Konzentration an
Blebbistatin, die in dieser Studie bei 10 uM lag. Die vorhergehende Studie unserer
Arbeitsgruppe mit  Blebbistatin (500 nM) fiihrte zu einem Dbidirektionalen
Migrationsverhalten auf FN-Dotgradienten (s. Abbildung 1.3 C), auf welchem die Zellen zu
gleichen Teilen uphill und downhill migrierten. Die Fibroblasten waren noch in der Lage den
Gradienten auszulesen, konnten allerdings nicht mehr zwischen niedriger und hoher
Proteinbedeckung differenzieren (Autenrieth, 2012). Mit 10 uM Blebbistatin, waren die
Fibroblasten in diesem Experiment vermutlich genauso wenig migriert und hatten die
typischen Blebs entwickelt.

Studien, in denen ARPC3, eine Untereinheit des Arp2/3-Komplexes, ausgeschaltet wurde,
haben gezeigt, dass dies zu einer Kompensation des Aktinnetzwerkes durch Formin-
abhingige, dynamische Aktinfilamentstrukturen an der Zellfront fiihrt (Suraneni et al,, 2015).
Diese Beobachtung wird durch eine Studie in der Hefe gestiitzt, bei der das Aktinnetzwerk
nach einem Knockout von Arp2/3 Formin-abhangige Strukturen aufwies. Dieser Effekt tritt
ebenfalls bei einem Knockout von Formin-abhingigen Strukturen und der damit
einhergehenden Kompensation durch Arp2/3 abhangige Netzwerke auf (Burke et al., 2014).
Auf diese Weise konnte ein Verlust von Arp2/3 mit Formin-abhdngigen Strukturen
kompensiert werden, wodurch in unseren Experimenten zwar Haptotaxis stattfinden kann,
die Migration jedoch zunehmend beeintrichtigt ist. Formin-abhéngige Strukturen in der Zelle
sind unter anderem Filopodien, die durch lineare Aktinfilamente entstehen. Sie sind dafiir
bekannt, der Zelle als Sensoren zu dienen, mit denen sie ihre Umgebung erkunden. Filopodien
konnen mehrere Mikrometer lang sein, wohingegen Lamellipodien nur wenige Mikrometer
tiberspannen konnen (Bornschlogl, 2013). Dadurch sind sie in der Lage, den hier
verwendeten Dotgradienten auf eine langere Distanz zu iiberbriicken, was eine Detektion der
Proteinbedeckung begiinstigen koénnte. Um die Bedeutung von Formin-abhingigen
Strukturen zu untersuchen, wurden Zellen mit SMIFH2 behandelt, einem Inhibitor der
FH2-Doméine von Forminen. Dabei zeigt die Storung der FH2-Domine einen &hnlichen

Phéinotyp wie die Inhibition von Rac und Arp2/3: Die Zellen migrieren auch unter hohen
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Konzentrationen uphill, wahrend das systemische Migrationsvermégen mit zunehmender
Inhibitorkonzentration abnimmt (s. Abbildung 3.4). Durch die Detektion der Umgebung
tragen Filopodien somit mafdgeblich zur Zellmigration bei, was die Ergebnisse dieser Arbeit
bestétigen. Im Gegensatz zu Studien, welche die Notwendigkeit von Filopodien durch Stérung
des Proteins Fascin-1 fiir die Haptotaxis postulieren (Johnson et al., 2015), hat eine Storung
von Forminen, wie in dieser Arbeit gezeigt, keinen Einfluss auf die Haptotaxis. Die Arbeiten
von Johnson wurden jedoch erneut mit dem bereits beschriebenen flachen, kontinuierlichen
Gradienten durchgefiihrt. Sie sind deshalb mit unseren steileren, diskontinuierlichen
Gradienten nicht vergleichbar. Wahrend filopodiale Strukturen in vielen Studien wichtig
erscheinen, gibt es dagegen auch Studien in axonalen Wachstumskegeln, die zeigen, dass
tissue guidance auch ohne die Anwesenheit von Filopodien stattfinden kann (Wacker et al,,
2014).

Da viele Proteine der Formin Familie die FH2-Domane enthalten wie z.B. Dial, Daam1 und
FHOD1, ist der Effekt der Inhibition der FH2-Domaine allerdings nicht spezifisch fir
Filopodien. MDia, aus der Dial Familie, sind ebenso in die Entstehung von Stressfasern
involviert, die iiber RhoA reguliert werden. Daraus ergibt sich ebenfalls ein Effekt auf die
Kontraktilitit. Zudem interagieren Formine wie mDial mit Mikrotubuli und spielen eine
Rolle im Vesikeltransport. Durch die Storung der FH2-Domaéne lasst sich also kein Fazit zur
Notwendigkeit von Filopodien ziehen, es zeigt vielmehr den Bedarf dieser Familie fiir viele,
bei der Zellmigration wichtige Prozesse.

Da vorhergehende Arbeiten unserer Arbeitsgruppe gezeigt haben, dass ein funktionierendes
Mikrotubulisystem sowie ein funktionierendes Aktin-/Myosin-System von grofer Bedeutung
fiir die Haptotaxis sind, wurde in dieser Arbeit die Bedeutung der Integrin-linked-kinase (ILK)
untersucht. ILK stellt als Protein im Komplex mit Pinch und Parvin (IPP-Komplex) ein
Gertustprotein dar, dass durch Bindung an 31- und (3-Integrin eine Verbindung mit dem
Aktinzytoskelett herstellt. Neben der Verkntlipfung mit Aktin, hat ILK auch einen Einfluss auf
das Mikrotubulisystem, indem es mit Mikrotubuli Plus-End-Proteinen interagiert und
dadurch wachsende Plus-Enden am Zellkortex abfiangt (Akhtar and Streuli, 2012; Wickstrom
et al.,, 2010b). Diese Involvierung in beide Systeme, in das Aktin-/Myosin-System und in das
Mikrotubulisystem, machten ILK zu einem interessanten Kandidaten, um dessen Einfluss auf
die Haptotaxis zu untersuchen. Zudem reguliert ILK die Aktivitat kleiner Rho-GTPasen wie
RhoA und Rac, dessen molekularer Mechanismus allerdings noch unbekannt ist (Blumbach et
al,, 2010; Boulter et al., 2006).

Die Experimente dieser Arbeit zeigten, dass auch die Storung von ILK in einer mit steigender
Inhibitorkonzentration abnehmenden Migrationsfahigkeit resultiert. Die Zellen, die zu einer
Migration in der Lage waren, vollzogen Haptotaxis (s. Abbildung 3.5). Dadurch kann

ausgeschlossen werden, dass ILK eine Rolle im Mechanismus der Haptotaxis spielt. Da ILK
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sowohl auf Cdc42 als auch auf Rac einen Einfluss nehmen kann, hat die Stérung von ILK in
diesen Experimenten der Arbeit keine Folge fiir Cdc42 und dessen downstream Effektoren.
Andernfalls hatte man ein ungerichtetes Migrationsverhalten erwartet, wie es in vorherigen
Arbeiten unserer Arbeitsgruppe gezeigt und in Abbildung 1.3 C dargestellt ist. Hierbei fiihrte
eine Storung von Cdc42 und dessen Effektoren zu einer ungerichteten Migration in FN-
Dotgradienten (Autenrieth, 2012). Auch in anderen Studien konnte gezeigt werden, dass
Zellen ohne ILK Defekte in der Migration aufweisen, da sie nicht mehr in der Lage sind, Kraft
auf die EZM auszutiben (Radovanac et al,, 2013; Tan et al., 2004; Zheng et al,, 2015). Da ILK
im IPP-Komplex vorliegt, ist es allerdings schwierig zu beurteilen, welche Funktionen von
Pinch und Parvin abgefangen und kompensiert werden kénnen.

Vorhergehende Studien unserer Arbeitsgruppe haben gezeigt, dass viele substratspezifische-
Faktoren Einfluss auf die Zellmigration auf FN-Dotgradienten nehmen koénnen. So spielt die
Proteinkonzentration der Dotgradienten eine wichtige Rolle, da Zellen ein biphasisches
Migrationsverhalten auf FN-Dotgradienten zeigten. Die optimale Migration findet bei 1 pg/ml
FN statt, wiahrend die Migrationsfahigkeit bei hoherer oder niedriger Proteinkonzentration
abnahm. Viele Studien anderer Arbeitsgruppen verwenden jedoch andere, meist hohere
Proteinkonzentrationen, was die Migration beeinflussen kann.

Neben der Proteinkonzentration spielt fiir die Zellmigration auch die Proteinbindung an das
Substrat eine wichtige Rolle. Hierbei bestehen grofie Unterschiede darin, ob das FN kovalent
oder nicht-kovalent an die Substratoberfliche bindet. Bei vielen Strukturierungsmethoden
werden Deckgldser so funktionalisiert, dass die verwendeten Proteine kovalent an die
Oberflache binden (Burnette et al.,, 2011; Théry et al., 2005). Dies kann beispielsweise mit
Hilfe von epoxysilanisierten Deckgldsern erreicht werden, was meist zu definierteren
Mustern fithrt. Im Gegensatz zur kovalenten Bindung an epoxysilanisiertes Glas bindet FN an
unbehandeltes Glas nicht-kovalent. Studien unserer Arbeitsgruppe haben gezeigt, dass Zellen
auf unbehandeltem Glas das FN umformen und herausreiflen konnen, wiahrend ein FN-
Umbau auf kovalent-gebundenem FN nicht moglich ist. Dadurch bleibt eine Zellmigration auf
diesen Substraten aus. Wie bereits gezeigt wurde, ist dieses Herausreifsen und Umformen des
Proteins fiir die Zellmigration notwendig, weshalb die Migration auf kovalent-gebundenem
FN ausbleibt (Autenrieth, 2012; Bachmann, 2015; Geiger et al., 2001). In vorliegender Arbeit
wird die Proteinbindung der Dotgradienten tiber ein Thiol vermittelt und ist nicht-kovalent.
Thiole binden hierbei einerseits an das goldbedampfte Deckglas, andererseits an das FN. Die
Kraft, die notig ware, um die Gold-Thiol-Bindung zu 16sen, liegt bei etwa 1,4 nN (Fenter et al.,
1994). Die Bindungsstirke zwischen Thiol und FN bei etwa 10-100pN (Lehnert, 2003).
Kraftmessungen zwischen a5f31-Integrin und FN ergaben, dass die Wechselwirkung mehr als

90 pN betragt, weshalb Zellen das FN vom Thiol ablésen kénnen (Li et al., 2003). Je nachdem
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wie Proteine in Studien anderer Arbeitsgruppen an das Substrat gebracht werden, konnen
unterschiedliche Zellreaktionen und Zellmigrationseffekte auftreten.

Ein weiterer Faktor, der Einfluss auf die Zellmigration nehmen kann, ist die
Substratgeometrie, in der die Dots angeordnet sind. Wahrend 2x2 um grofde Dots zu einer
uphill Migration von 80% fiihrten, zeigten Fibroblasten auf 3,5x3,5 um groféen Dots keine
Migration. Weisen die Dots statt einer quadratischen eine rechteckige Geometrie von 3x2 pm
auf, fithrte dies zu einer lateralen Migration, da die Abstinde in x-Richtung in gewissen
Bereichen des Gradienten geringer sind als in y-Richtung. Dies zeigt den groféen Einfluss der
Substratgeometrie auf die Migration von Fibroblasten in FN-Dotgradienten. Auch die Steilheit
des Gradienten kann die Migration beeinflussen, indem sich die unterliegende
Proteinbedeckung auf steilen Gradienten starker zwischen Zellfront und -ende unterscheidet
als auf flachen Gradienten. Eigene Beobachtungen zeigten, dass Fibroblasten auf 2% statt 6%
Gradienten nur zu 50% uphill migrieren. Ein steiler Gradient fithrte somit zu einer Zunahme
der Migration auf 80% im Vergleich zu einem flachen Gradienten.

Diese Faktoren spielen somit auch eine Rolle und miissen fiir Untersuchungen der Migration
auf FN-Dotgradienten beachtet werden.

Die Experimente dieser Arbeit konnten somit zeigen, dass sich eine Storung der zytoskelett-
assoziierten Proteine Rac und Arp2/3, der Formine sowie ILK auf die Aktin-Dynamik und
dadurch auf die systemische Zellmigration auswirkt. Der Mechanismus, der fiir die gerichtete
Migration entlang eines substratgebundenen Adhdsionsgradienten benétigt wird, ist hiervon

jedoch nicht betroffen (s. Abbildung 4.1).
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Abbildung 4.1: Grafische Zusammenfassung der Stérung zytoskeletal-assoziierter Proteine wahrend der
Haptotaxis

Fiir die uni-direktionale Migration auf FN-Dotgradienten ist ein funktionelles Aktin-/Myosin- sowie
Mikrotubulisystem von zentraler Bedeutung. Die Ergebnisse dieser Arbeit haben gezeigt, dass eine
pharmakologische Storung zytoskelett-assoziierter Proteine wie ILK, Rac, des Arp2/3-Komplexes oder Formin, zu
einer Beeintrachtigung der Aktin-Dynamik fithren, jedoch nicht die Aktin-/Myosin-Kontraktilitit oder die
Mikrotubuli-Dynamik beeinflussen. Diese Aktin-Dynamik hat Auswirkungen auf die systemische Zellmigration
und fiihrt zu einer konzentrationsabhdngigen Abnahme der Migration auf FN-Dotgradienten. Da die Zellen die
unter hohen Inhibitorkonzentrationen noch in der Lage sind, haptotaktisch zu migrieren, ist der Mechanismus der
Haptotaxis von der Stérung dieser Proteine nicht beeintrachtigt. Modifiziert nach Autenrieth, 2012.
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4.2 Mikrotubuli-Dynamik und die Substratgeometrie

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich die Dynamik von Mikrotubuli in Zellen auf
homogenem und strukturiertem Substrat hinsichtlich der Bestiandigkeit und Geschwindigkeit
der Trajektorien unterscheiden. Mikrotubuli in Zellen auf FN-Dotgradienten, verglichen mit
Zellen auf homogen beschichtetem Substrat, haben eine hohere Verweildauer in der Zelle und
weisen eine langsamere Umbaurate und somit auch eine langsamere Geschwindigkeit auf (s.
Abbildung 3.6).

Ein mikrostrukturierter Dotgradient fithrt dazu, dass Zellen nach erfolgter Polarisierung
durch stetiges Detektieren der Umgebung einen anhaltenden, gerichteten Migrationsreiz
erfahren. Auf homogenem Substrat gibt es solch einen substratspezifischen Migrationsreiz
nicht. Sie lesen die Umgebung, genau wie Zellen auf einem Adhéasionsgradienten,
kontinuierlich aus, miissen ihr gesamtes Zytoskelett jedoch wihrend der ungerichteten
Migration héufiger umorientieren als polarisierte Zellen auf einem Gradienten. Hierdurch
beschleunigen sich die Phasen zwischen Wachstum und Schrumpfen der Mikrotubuli, was zu
einer hoheren dynamischen Instabilitat fiithrt. Dies konnte erkldren, warum die Dynamik der
Mikrotubuli auf strukturiertem Substrat langsamer ablauft als auf homogenem Substrat.

Das Mikrotubulinetzwerk migrierender Zellen unterscheidet sich insofern von stationdren
Zellen, dass Mikrotubuli statt radidarsymmetrisch vom MTOC ausgehend, polarisiert in
Richtung Zellfront ausgerichtet sind. Dies gewahrleistet die kontinuierliche Versorgung der
Zellfront mit neuen Membranbausteinen und Integrinen (Bergmann et al., 1983). Die
Dynamik von Mikrotubuli und Adhdsionen ist insofern verkniipft, dass Mikrotubuli
wiederholend fokale Adhdsionen ansteuern und in die Regulation des Abbaus der
Adhasionen involviert sind (Kaverina et al, 1999). Die unterliegende Substratgeometrie
ordnet Adhasionen auf Dotgradienten zusatzlich in einer raumlich separierteren Art an, als es
auf homogenem Substrat der Fall ist. Durch die graduelle Anordnung der Adhdasionen in
Richtung der hoheren Proteinbedeckung konnte man vermuten, dass Mikrotubuli noch
asymmetrischer in Richtung der Zellfront ausgerichtet sind. Daraus ergab sich die Frage, ob
sich innerhalb der Zelle eine Asymmetrie in der Mikrotubuli-Dynamik zwischen Zellfront und
Zellende erkennen lasst. In dieser Arbeit konnte eine solche intrazelluldre Asymmetrie in der
Mikrotubuli-Dynamik nicht festgestellt werden. Dies zeigt, dass es zwar eine Asymmetrie
zwischen Front und Zellende in Bezug auf die Anzahl der Mikrotubuli geben mag, die
Dynamik, mit der sie in der Zelle zwischen Wachstums- und Schrumpfungsphase wechseln,
unterscheidet sich jedoch nicht. Dabei wurde von Kaverina et al. gezeigt, dass Mikrotubuli
fiinfmal haufiger Adhédsionen ansteuern, die abgebaut werden sollen, als andere Bereiche im
Zytoplasma (Kaverina et al., 1999). Mikrotubuli haben somit nicht nur Aufgaben an der

Zellfront, auch das Zellhinterende weist eine kontinuierliche Dynamik der Mikrotubuli auf.
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Vorhergehende Studien unserer Arbeitsgruppe haben gezeigt, dass die Organisation des
Mikrotubulinetzwerkes auf homogenem und strukturiertem Substrat in fixierten Proben
unterschiedlich erscheint. Dies liegt in der Ausbreitung der Zellen auf dem Substrat
begriindet. Wahrend Mikrotubuli in Zellen auf homogenem Substrat radidrsymmetrisch vom
Zentrosom in die Peripherie verlaufen, wirken Mikrotubuli auf strukturiertem Substrat
ungeordneter organisiert. Dies konnte daran liegen, dass sich Zellen auf homogenem Substrat
grofdflichiger und somit flacher ausbreiten als auf strukturiertem Substrat. Auf letzterem
sind die Zellen starker elongiert, was gleichzeitig zu einer Verteilung des Zellvolumens in
Richtung der z-Achse fithrt. Durch die Anordnung zellulirer Bestandteile in die Hohe,
konnten einige Trajektorien wihrend der Zeitrafferaufnahme aufderhalb der Fokusebene
liegen. Im Vergleich zu Zellen auf homogenem Substrat wirken die Mikrotubuli dadurch
unorganisierter. Abhilfe wiirde eine definierte geometrische Limitation des Substrates fiir die
Zellen schaffen, um eine uniforme Morphologie unabhingig von der unterliegenden
Substratgeometrie zu erreichen. Mit dieser uniformen Morphologie konnte man die
Mikrotubuli-Dynamik in Zellen auf strukturiertem Substrat besser mit jener in Zellen auf
homogenem Substrat vergleichen. Dies wurde in einer Studie erreicht, indem Zellen auf
mikrostrukturierten FN-Mikroinseln kultiviert wurden, die eine dreieckige Form aufwiesen.
In dieser spannten sich die Zellen identisch auf, bildeten fokale Adhasionen gezielt an den
Ecken des Dreieckes und flachten sich ausreichend ab, um Trajektorien ungestort analysieren
zu konnen (Huda et al, 2012). Eine bessere Geometrie stellt in diesem Kontext eine
tropfenformige Mikroinsel dar, welche die Zellen, im Gegensatz zur Dreiecksform, in eine
polarisierte Morphologie bringt (Jiang et al., 2005; Théry et al., 2006). Allerdings beschrankt
sich diese Methode auf homogenes Substrat, welches der FN-Mikroinsel unterliegt. Eine
vergleichbare Geometrie mit strukturiertem Substrat wurde bisher nicht untersucht, zumal
mit dieser geometrischen Limitation nur stationdre Zellen analysiert und kein
Migrationsverhalten betrachtet werden kann.

Studien haben gezeigt, dass Mikrotubuli wihrend ihrer Elongationsphasen entlang von
Aktinfilamentbiindel an fokale Adhdsionen in der Zellperipherie geleitet werden (Salmon et
al, 2002). Diese Fiihrung entlang von Aktinfilamenten kann durch zahlreiche Proteine
vermittelt werden, darunter das Spektraplakin ACF7, welches Aktinfilamente mit Mikrotubuli
verbindet (Suozzi et al.,, 2012; Wu et al., 2008). Das Aktinzytoskelett ist in Zellen auf
strukturiertem Substrat meist parallel zur Migrationsrichtung und definierter als auf
homogenem  Substrat ausgerichtet. Werden  Mikrotubuli nun entlang von
Aktinfilamentbiindeln geleitet, kdnnen die Trajektorien in polarisierten und elongierten
Zellen langer bestehen bleiben. Diese Tatsache konnte eine weitere Erklarung fiir die langere

Verweildauer von Mikrotubuli in Zellen auf strukturiertem Substrat sein. Die Anwesenheit
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von durch Myosin II gebiindelten Aktinfilamenten ist zudem eine wichtige Voraussetzung fiir
gerichtetes Mikrotubuliwachstum (Huda et al.,, 2012).

Dass die Bestdndigkeit in migrierenden Zellen unabhdngig vom unterliegenden Substrat
abnimmt, koénnte daran liegen, dass die gesamte Dynamik der Zelle, inklusive der
Mikrotubuli-Dynamik, in migrierenden Zellen héher ist und Prozesse wie der turnover von
fokalen Adhésionen schneller ablaufen als in stationaren Zellen.

In diesem Teil der Arbeit konnte somit gezeigt werden, dass sich die Mikrotubuli-Dynamik
abhingig vom unterliegenden Substrat unterscheidet und sie auf diese Weise einen Einfluss

auf die Haptotaxis haben kann.

4.3 Integrine a5B1 und aV(33 bei der Migration auf FN-

Dotgradienten

Die folgende Diskussion beschéftigt sich mit den unterschiedlichen Rollen von a581- und
aVB3-Integrin  wahrend der gerichteten  Migration auf substratgebundenen
Adhasionsgradienten. Die Erforschung von Integrinen wird dadurch erschwert, dass
bestimmte Integrine nicht nur tiberlappende Ligandenspezifititen, sondern einige Liganden
auch tiberlappende Rezeptorspezifititen aufweisen konnen. Fiir eine Interaktion mit FN
gelten a5B1- und aVf33-Integrin als die zwei bedeutendsten Rezeptoren (Yang et al., 1999).
Im Gegensatz zu a531-, das spezifisch fiir FN ist, kann aVf33-Integrin neben FN auch noch mit
VN und anderen EZM-Proteinen in Interaktion treten. Hierbei wird es als der klassische VN-
Rezeptor beschrieben (Horton, 1997).

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass Fibroblasten auf FN-Dotgradienten zu iiber 80%
haptotaktisch migrierten, wahrend sie zu einer Migration auf VN-Dotgradienten nicht in der
Lage waren (s. Abbildung 3.7). Da aVf3-Integrin sowohl an FN als auch an VN binden kann,
wurde aufgrund der ausbleibenden Migration auf VN-Dotgradienten die Theorie aufgestellt,
dass es unterschiedliche Funktionen fiir die Migration auf FN-Dotgradienten zwischen a5f31-
und oVB3-Integrin gibt und aVf3-Integrin keine Rolle in der Initialisierung der Migration auf

FN-Dotgradienten spielt.

Um die Hypothese der zentralen Bedeutung von a5f1-Integrin, im Gegensatz zu aV[(3-
Integrin, zu liberpriifen, wurden drei Zelllinien verwendet: GD25-wt, GD25-1A und GD25-
B1D. Die Zelllinie GD25-wt weist hierbei einen Knockout der B1-Doméne auf. Durch stabile
Transfektion von zwei verschiedenen 1-Isoformen sind aus der GD25-wt Linie zwei neue

Zelllinien hervorgegangen: GD25-f1A und GD25-1D (Wehrle-Haller, Genf). Wahrend die
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B1A-Isoform ubiquitdr in allen Geweben exprimiert wird, ist die Spleifdvariante 1D selektiv
in Zellen der gestreiften Muskulatur und in Herzzellen lokalisiert. Im Vergleich zu den mit der
B1A-Isoform transfizierten Zellen, die ein mit den REFs vergleichbares, Migrationsverhalten
auf den FN-Dotgradienten zeigten, war bei den GD25-wt Zellen auf FN-Dotgradienten eine
starke Abnahme der Migration zu beobachten. Wahrend das Einbringen der 1A-Isoform eine
reguldre Migration ermoglichte, fiihrte die stabile Transfektion mit der muskelspezifischen
B1D-Isoform zu einem vollstindigen Verlust der Migration auf FN-Dotgradienten (s.
Abbildung 3.10). Dass ein kleiner Teil der GD25-wt Zellen mit dem Knockout von $1-Integrin
tiberhaupt in der Lage ist zu migrieren, liegt womaoglich an einer Kompensation durch andere
FN-bindende Integrinrezeptoren. Physiologisch relevant ist diese vollstindige Abwesenheit
von [31-Integrin allerdings nicht, da ein $1-Integrin Knockout in vivo, ebenso wie ein Knockout
von ab5-Integrin, embryonal letal ist (Bouvard et al., 2013; Fassler and Meyer, 1995; Stephens
etal., 1995).

Studien zeigten ebenfalls, dass die f1A- und B1D-Isoformen funktionell nicht gleichwertig
sind: Wahrend der Austausch von 1D zu 31A keine Folgen in der gestreiften Muskulatur hat
und die Expression beider Isoformen zu einer reguldren Aktivierung von RhoA fiihrt,
resultiert der Austausch von B1A zu (1D in einer embryonalen Letalitit. Diese wird
hauptsachlich durch die anormale Migration der Neuroepithelzellen verursacht. Neben der
Einschrankung im Migrationsvermogen weisen Zellen mit dem Austausch durch (1D-
Integrin, eine Storung im Spreading und der Proliferation auf (Baudoin et al., 1998; Belkin et
al, 1996; Gimond et al, 2000). Dies konnte in der Funktion von 1D in Muskelzellen
begriindet liegen. Muskelzellen bendtigen aufgrund der hohen Krafteinwirkung eine
besonders stabile Verankerung mit ihrer Umgebung. Dies fiihrt zu grofden
Adhasionskomplexen, die folglich auch eine starke Signaltransduktion ausiiben, das zu einem
schnellen turnover der Adhésionen fiihrt. Experimente unserer Arbeitsgruppe haben gezeigt,
dass die Expression von f1D-Integrin diesen schnellen turnover beeinflusst, indem 1D zwar
Vinculin, jedoch kein Paxillin und FAK rekrutiert. Somit fiihren f1D-vermittelte Adhdsionen
zu einer schwachen Signaltransduktion, wiahrend die stabile Verankerung bestehen bleibt
(unveroffentlichte Daten, Michael Bachmann). Diese irreguldre Signaltransduktion der
intrazelluliren [1D-Domine ist eine mogliche Erklarung fiir das fehlende
Migrationsvermogen der B1D-Spleifdvariante auf FN-Dotgradienten. Dies unterstiitzt die
Hypothese, dass eine funktionelle f1-Integrindomaéne fiir die Migration auf FN-Dotgradienten
von zentraler Bedeutung ist. Da Paxillin und FAK in der Hierarchie des Signalweges weit
upstream lokalisiert sind, widmeten sich spatere Experimente in vorliegender Arbeit

weiteren Unterschieden zwischen der intrazelluldaren $1-Integrin und 33-Integrindomane.
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Die bisherigen Ergebnisse dieser Arbeit bestirken somit die Annahme, dass a5B1 fiir die
Migration auf FN-Dotgradienten ausschlaggebend ist, da ein Knockout von [1-Integrin zu
einer Migrationsabnahme fiihrte. Hierbei ist zudem die jeweilige Isoform entscheidend, da
die 1D-, im Gegensatz zur 31A-Isoform, den Phinotyp des Knockouts von [31-Integrin nicht
retten konnte. Zur weiteren Uberpriifung der Hypothese, wonach aVB3-Integrin fiir die
Migration auf FN-Dotgradienten verzichtbar ist, wurden Fibroblasten mit dem spezifischen
aV-Integrin Inhibitor Cilengitide behandelt. Das Experiment dieser Arbeit konnte zeigen, dass
der Inhibitor keinen Einfluss auf die Migrationsfahigkeit von Fibroblasten auf FN-
Dotgradienten hat (s. Abbildung 3.8). Wird die aV-Doméne im Gegensatz zu Fibroblasten in
Krebszellen gestort, in denen VN und aVB3-Integrin haufig liberexprimiert sind, fiihrt die
Inhibition zu eingeschriankter Migration und Invasion von Tumorzellen (Li et al., 2015;
Ruffini et al., 2015; van der Horst et al.,, 2014). Dies zeigt, dass die aV-Domane zwar eine
generelle Rolle in der Migration spielt, jedoch fiir die Migration auf FN-Dotgradienten keine

zentrale Bedeutung hat.

Um auszuschliefen, dass die fehlende Migration auf VN-Dotgradienten an der Zelllinie liegt,
wurden im nadchsten Experiment anstelle von REFs die Zelllinien NIH3T3 und NIH3T3-3low
(NIH3T3s mit einem niedrigen Level an endogenem [(3-Integrin) auf FN- und VN-
Dotgradienten kultiviert. Das Migrationsverhalten der NIH3T3s ist hierbei vergleichbar mit
den zu iber 80% haptotaktisch migrierenden REFs auf FN-Dotgradienten und ihrer
fehlenden Migrationsfahigkeit auf VN-Dotgradienten. Kultiviert man NIH3T3-f33lows auf FN,
migrieren diese ebenfalls haptotaktisch wie NIH3T3s, was belegt, dass die Migration auch
hier vornehmlich tiber a5B1-Integrin ablauft (s. Abbildung 3.11 A und C). Das Level an a5f31-
Integrin ist dabei in NIH3T3s identisch mit NIH3T3-f3lows (Pinon et al, 2014). Die
haptotaktische Migration auf FN-Dotgradienten der NIH3T3-B3lows, die einen niedrigeren
Level an [3-Integrin aufweisen, widerspricht Studien von Worth zur transdominanten
Inhibition. Diese zeigen, dass 3-Integrin transdominant auf f1-Integrin wirkt. In diesen
Studien scheint ein Verlust von (3-Integrin in einem stiarkeren turnover von fokalen
Adhdsionen und einer beeintrachtigten gerichteten Migration zu resultieren (Worth et al,,
2010). Diese Beeintrachtigung in der Direktionalitdt auf FN-Dotgradienten konnte in den hier
durchgefiihrten Experimenten nicht festgestellt werden. Die Kultivierung von NIH3T3-
B3lows auf VN-Dotgradienten wies, wie bei REFs (s. Abbildung 3.7 C), ein stationares
Verhalten auf (s. Abbildung 3.11 D). Da die NIH3T3-B3lows wenig endogenes 33-Integrin

besitzen, haben sie zudem das Problem, grof3flachig auf VN zu spreaden.
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Die intrazelluldre f1-Domane bei der Migration auf VN-

Dotgradienten

In den vorherigen Experimenten konnte bereits gezeigt werden, dass die B1-Domane fiir die
Migration auf FN-Dotgradienten notwendig ist und Zellen mit einer irreguldren
intrazelluldren B1-Signaltransduktion (GD25-81D) zu keiner Migration fahig sind. Dies ist ein
starkes Indiz dafiir, dass der zytoplasmatische Teil die Migration auf FN-Dotgradienten
induziert. Mithilfe des folgenden Experiments sollte diese Bedeutung des zytoplasmatischen
B1-Bereichs insofern gepriift werden, dass man Zellen, die unter normalen Bedingungen
nicht auf VN migrieren konnen, zu einem intrazellularen 31-Signal verhilft. So wird gepriift,
ob sie dadurch zu einer Migration in der Lage sind. Hierfiir wurden NIH3T3-33lows transient
mit einem GFP-gekoppelten chimdren (3-Integrin transfiziert. Die Verwendung dieser
Zelllinie stellte sicher, dass jenes 3-Integrin, das mit VN interagiert, das chimare 33-Integrin
aufweist und dadurch eine Bindekonkurrenz mit endogenem 33-Integrin minimiert wird. Das
chimare (3-Integrin kodiert fiir die extrazelluldre Doméne von 33- und den transmembranen
sowie zytoplasmatischen Bereich von 1-Integrin. Dadurch ergibt sich ein Integrin, das die
aV-Domadane, kombiniert mit dem extrazelluldren Bereich von (33- und der intrazelluldren
Domine von [1-Integrin, aufweist. Auf diese Weise kann das chimire B3-Integrin
extrazellular mit VN interagieren, wiahrend die intrazelluldre Signaltransduktion tiber die 31-
Domaine ablduft. Das Experiment ergab, dass die Zellen mithilfe dieser intrazelluldren
Signaltransduktion der zytoplasmatischen 1-Domaine erstmals die Fahigkeit erwarben, auf
VN-Dotgradienten zu migrieren (s. Abbildung 3.11 E). Dies ist ein klarer Beleg dafiir, dass die
intrazelluldre Signaltransduktion von 1-Integrin ausschlaggebend ist und nicht die Integrin-

Liganden-Interaktion.

Experimente mit chimdren Integrinen wurden bereits in friitheren Studien von Danen und
Miao auf homogenen FN-Substraten durchgefiihrt. In diesen wurde die zytoplasmatische
Domaéne von 1- durch $3-Integrin ausgetauscht, wihrend der extrazelluldre Teil von a531-
Integrin unverandert blieb. Auf homogenem FN-Substrat zeigte dieses chimére [1-Integrin
ein reguldres Migrationsverhalten, bei der sich die Aktivitdt von RhoA durch den Austausch
nicht verdnderte (Danen et al,, 2002; Truong and Danen, 2009). Dies wiirde bedeuten, dass
die Interaktion mit dem Ligand wichtiger ist als die intrazelluldre Signaltransduktion der 1-
Integrindoméne und diese Domane keinen Einfluss auf die RhoA-Aktivitit nimmt. Andere
Studien ersetzten in a5B1-Integrin die extrazelluldre 31-Domane durch die extrazelluldre 33-
Domaine, wahrend die restlichen Integrindomanen unverdndert blieben. Das Resultat war
eine Erhohung der RhoA-Aktivitit, die bekannter Weise durch die Expression von a5p1-
Integrin gefordert wird (Miao et al., 2002). Dies wiirde bedeuten, dass die intrazellulare

Domine die Aktivitdt von Rho-GTPasen reguliert, was einen Widerspruch zu der Studie von
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Danen darstellt. Beide Studien kann man allerdings nicht mit den Erkenntnissen dieser Arbeit
vergleichen, da diese Studien zum einen mit einem a5B1- und nicht wie in dieser Arbeit mit
einem aVB3 chimdren Integrin erhoben wurden, zum anderen wurden die Studien auf FN-
Substraten und nicht auf VN-Substraten durchgefiihrt. Des Weiteren scheint es
substratspezifische Unterschiede in der Migration auf homogen beschichtetem Substrat und
mikrostrukturierten Dotgradienten zu geben. In fritheren Studien konnte bereits gezeigt
werden, dass die f1-Doméane wichtig fiir die Migration ist (Brakebusch et al., 1997; Gimond et
al, 1999; Wennerberg et al, 1996). Diese Studien wurden jedoch alle auf homogen
beschichtetem FN-Substrat durchgefiihrt. Wie eigene Beobachtungen zeigen, sind Zellen
sowohl auf homogenem FN als auch auf homogenem VN in der Lage, zu migrieren. Auf
Dotgradienten findet jedoch nur auf FN Migration statt. Nur mithilfe der intrazelluldaren 1-
Domadne konnen Fibroblasten auch auf VN-Dotgradienten migrieren. Dies zeigt eindeutig die
grofde Bedeutung der intrazelluldren $1-Domane fiir die Migration auf Dotgradienten. Daraus
lasst sich schlieflen, dass die Migration auf mikrostrukturierten Substraten eine komplexere
Regulation erfordert als die Migration auf homogen beschichtetem Substrat.

Neben der Migration auf VN-Dotgradienten konnten die Experimente dieser Dissertation
zudem zeigen, dass Fibroblasten auch erstmals die Fahigkeit erwarben, das unterliegende VN,
vergleichbar mit FN, auf VN-Dotgradienten zu internalisieren (s. Abbildung 3.11 E). Wahrend
Studien gezeigt haben, dass [33-Integrin in Fibroblasten nicht in der Lage ist, VN mittels
Endozytose zu internalisieren, sind Astrozytomazellen dazu fihig, sofern ein o5p1-
Integrinsignal vorhanden ist (Memmo and McKeown-Longo, 1998; Pijuan-Thompson and
Gladson, 1997). Ubertrigt man diese Beobachtung auf das Experiment dieser Arbeit, konnte
das Einbringen des 31-Signals des chiméaren 33-Integrins in aV3 zu der Internalisierung von
VN fiihren. Ob sich dieses Signal auf den zytoplasmatischen Teil bezieht, wie das im chimaren
Integrin der Fall ist, bleibt unklar. Wahrscheinlicher ist die Tatsache, dass der
zytoplasmatische Teil von 1-Integrin in diesem Kontext charakteristische Merkmale enthilt,
die fiir die Migration auf FN-Dotgradienten und die Signaltransduktion einzigartig sind. Dies

wird in Kapitel 4.3 naher diskutiert.
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Rho-GTPasen

Viele Integrine kénnen mit FN interagieren, die sich je nach Gewebetyp und biologischen
Prozessen wie Angiogenese, Migration oder Tumorentwicklung, in ihrer relativen
Zusammensetzung unterscheiden und verdndern konnen (Bouvard et al., 2013; Desgrosellier
and Cheresh, 2010; Wolfenson et al., 2013). Dieser Wandel zieht wiederum Anderungen im
Rho-GTPasen signaling nach sich, welche die Integrinzusammensetzung von Zell-Matrix-
Adhéasionen und das Migrationsverhalten beeinflussen. Integrin a5B1 soll dabei fiir eine
kontraktile, fibroblastenartige Morphologie mit hoher RhoA-Aktivitit und ungerichteter
Migration von Zellen auf homogenem FN verantwortlich sein. Des Weiteren wird die
Rekrutierung von Tensin in fibrilliren Adhésionen und die FN-Fibrillogenese durch o5p1-
Integrin begiinstigt. Die Expression von aVf33-Integrin hingegen, soll eine niedrige RhoA- mit
hoher Rac-Aktivitdt unterstiitzen, welche eine gerichtete Migration zur Folge haben soll
(Danen et al, 2002; Danen et al, 2005). Die niedrige RhoA-Aktivitdt, wie sie von aV[(3-
vermittelten Zell-Matrix-Adhasionen verursacht wird, konnte eine Erklarung fiir die fehlende
Migration auf VN-Dotgradienten sein, da RhoA fiir die Aktin-Myosin-Kontraktilitdt von grofier
Bedeutung und fiir die Haptotaxis unverzichtbar ist (Autenrieth, 2012). Dies unterstiitzt die
Annahme zur zentralen Funktion von a5f1-Integrin weiter, da a5B1-Integrin vermittelte
Zell-Matrix-Adhasionen eine hohe RhoA-Aktivitat aufweisen, welche die Kontraktilitat des
Aktin-/Myosin-Systems fordern.

In der vorliegenden Dissertation konnte nicht gezeigt werden, dass a5f31-Integrin eine
ungerichtete und aVf3-Integrin eine gerichtete Migration férdert. Hier unterstiitzten a531-

vermittelte Zell-Matrix-Adhasionen eine gerichtete, haptotaktische Migration.

Mechanotransduktion

Neueste Studien zeigen, dass oa5B1- und aVB3-Integrin eine differenzielle
Mechanotransduktion aufweisen. Dies konnte eine weitere Erklarung dafiir sein, dass a5p31-
Integrin, im Gegensatz zu aVf33-Integrin, die zentrale Rolle in der Migration auf FN-
Dotgradienten einnimmt.

Wiahrend o5B1-vermittelte Zell-Matrix-Adhdsionen die Bildung langer Aktinfilamente
fordern, wird in aVfB3-vermittelten Zell-Matrix-Adhdsionen die Bildung kurzer
Aktinfilamente unterstiitzt. Der Einfluss der Aktinorganisation konnte bereits in anderen
Studien gezeigt werden, die darauf hindeuten, dass diese fiir die Reifung der Adhéasionen
sogar noch wichtiger ist als Myosin-II vermittelte Zugkraft (Choi et al., 2008; Oakes et al.,
2012; Stricker et al, 2013). Neben diesen Unterschieden férdern a5fB1-vermittelte Zell-

Matrix-Adhésionen eine zentripetale Kraftverteilung innerhalb der Zelle, wahrend aVf33-
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vermittelte Zell-Matrix-Adhdsionen eine ungerichtete Kraftverteilung unterstiitzen.
(Balcioglu et al, 2015; Schiller and Fassler, 2013). Die ldngeren Aktinfilamente mit
zentripetaler Zugkraftverteilung und einer hohen Aktin-/Myosin-Kontraktilitit kénnten
somit fiir eine Migration auf FN-Dotgradienten forderlicher sein, als die durch aVf3-
vermittelten Aktinfilamente. Moglicherweise kann durch a5@1-Integrin der Dotgradient
besser ausgelesen und Zugkrifte auf den geometrisch-verteilten Kontaktpunkten besser
ausgelibt werden. Diese These ist addquat zu den vorherigen Arbeiten unserer
Arbeitsgruppe, welche die Notwendigkeit eines funktionellen Aktin-/Myosin-Systems fiir die

Migration auf FN-Dotgradienten beschrieben haben (Autenrieth, 2012).

Charakteristische Merkmale der f1-Domane

Interaktion mit ICAP-1

Um noch gezielter Einblicke in die Bedeutung der 31-Doméne zu erlangen, wurde gepriift,
welche Eigenschaften in diesem Kontext charakteristisch fiir B1- und nicht fiir $3-Integrin
sind. Dies ist unter anderem fiir den zytoplasmatischen Inhibitor ICAP-1 der Fall. Dieser
interagiert ausschlief3lich mit f1-Integrin und nicht mit $3-Integrin. Durch die Bindung von
ICAP-1 an die f1-Bindedoméane von Kindlin folgt eine sterische Hinderung der Bindung von
Talin, was zu einem Ausbleiben der Integrinaktivierung fiihrt (Bouvard et al, 2013). Ein
Knockout dieses Inhibitors auf FN-Dotgradienten fiihrte in dieser Arbeit, verglichen mit ICAP-
1 +/+ Zellen, zu einer Steigerung der Migrationsfahigkeit in Praosteoblasten um 23% (s.
Abbildung 3.12). Im Unterschied zum Dotgradienten fiihrte der Knockout von ICAP-1 auf
homogenem FN-Substrat in Experimenten anderer Arbeitsgruppen zu einer anormalen
Migration (Brunner et al., 2011; Millon-Frémillon et al., 2008). Die Folge eines Knockouts von
ICAP-1 scheint sich somit, abhingig vom unterliegenden Substrat, zu unterscheiden.
Wahrend der Knockout auf homogenem Substrat in Studien von Bouvard zu einer Abnahme
der Zellmigration fiihrte, resultierte der Knockout auf mikrostrukturierten Dotgradienten in
einer Zunahme der Migration. Betrachtet man die Lokalisation von ICAP-1 in den Aktinruffles
an der Zellfront, konnte eine Erklarung fiir die unterschiedlichen Migrationseffekte darin
liegen, dass die ICAP-1 -/- Zellen auf Dotgradienten den Gradienten mdglicherweise besser
detektieren konnen als ICAP-1 +/+ Zellen. Durch die Abwesenheit von ICAP-1 kénnte der
Level aktiver (B1-Integrine in Aktinruffles an der Front hdoher sein, wo sich Adhé&sionen

aufgrund der unterliegenden Dotgeometrie anderweitig anordnen. Da Zellen auf homogenem
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Substrat keinen gerichteten Migrationsreiz erfahren, die Zellen in der Regel weniger elongiert
und polarisiert sind und Adhésionen keine geometrische Limitation erfahren, wirkt sich ein
Knockout von ICAP-1 unter Umstidnden anders aus. Ebenfalls konnte die Kompensation durch
andere zytoplasmatische Inhibitoren auf homogenem Substrat abweichend organisiert sein
als auf mikrostrukturiertem Substrat. Dass ein Knockout von ICAP-1 nicht letal ist, zeigt
zudem, dass ICAP-1 fiir wichtige Prozesse wie die Zellmigration wihrend der Embryogenese
entweder nicht zwingend notwendig ist, oder dass andere zytoplasmatische Inhibitoren den

Knockout von ICAP-1 kompensieren konnten.

Acetylierung von Lysin

Neben der Interaktion mit dem zytoplasmatischen B1-Integrin Inhibitor ICAP-1 stellt die
reversible Acetylierung von Lysin-794 einen weiteren Unterschied der intrazellularen 1-
Domine im Vergleich zu (3-Integrin dar (Choudhary et al., 2009). Um den Effekt der
Acetylierung auf die Zellmigration auf FN-Dotgradienten zu untersuchen, wurde Lysin an
Stelle 794 einerseits durch die Aminosdure Arginin ersetzt, welche die Ladung von nicht-
acetyliertem Lysin imitiert, andererseits durch Glutamin, welches die Ladung eines
acetylierten Lysins imitiert (Wehrle-Haller, Genf). Der Effekt dieses Austausches
demonstrierte die Bedeutung der Lysin Acetylierung fiir die Zellmigration auf FN-
Dotgradienten: Die Anwesenheit der Aminosdure Arginin mit ihrer positiven Ladung, fiihrte
zu einer starken Beeintrachtigung der Migration der GD25-K794R Zellen. Diese
Beeintrachtigung ist vergleichbar mit dem Migrationsverhalten der [1-Knockout-Zellen
GD25-wt auf FN-Dotgradienten. In beiden Fallen konnen die Zellen nur noch zu etwa 30%
uphill migrieren. Der Austausch von Lysin durch Arginin hat demnach denselben
schwerwiegenden Effekt wie ein Knockout von 1-Integrin. Der Austausch durch Glutamin
mit neutraler Ladung in den GD25-K794Q Zellen hingegen, zeigte eine Migrationsfahigkeit
von etwa 75%, vergleichbar mit den GD25-31A Zellen (s. Abbildung 3.14).

Interessanterweise dhnelt der Phanotyp von GD25-K794R Zellen dem von aVf33-Integrin. So
sind die Adhédsionen von GD25-K794R Zellen zumeist in der Zellperipherie lokalisiert, die
zudem nicht in der Lage sind, fibrillire Adhdsionen auszubilden (unveroffentlichte Daten,
Michael Bachmann). Folglich fehlt es an Tensin, einem Protein, das verstarkt in fibrillaren
Adhéasionen zu finden ist und nur mit a5f1-Integrin und nicht mit oVp3-Integrin
kolokalisiert. GD25-K794Q Zellen hingegen besitzen zentrale Adhdsionen mit
charakteristischen Eigenschaften von a5f1-Integrin, insbesondere die Fahigkeit, fibrillare
Adhéasionen mit detektierbarem Tensin zu bilden (unverdffentlichte Daten, Michael

Bachmann). Im Gegensatz zu a531- kommt aV33-Integrin nicht in fibrilldren Adhasionen vor,
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in denen a5B1-Integrin eine bedeutende Rolle spielt. Dies spiegeln die Ergebnisse der
Zelllinien GD25-K794R und GD25-K794Q wider (Cukierman et al., 2001; Pankov et al., 2000;
Zamir et al., 2000). Im Gegensatz zu der eingeschrankten Migration von GD25-K794R Zellen,
untermauert die reguldare Migration von GD25-K794Q Zellen nicht nur die Bedeutung von
a5B1-Integrin, sondern weist zusatzlich auf eine zentrale Rolle von fibrilliren Adhésionen
und Tensin fiir die Migration auf FN-Dotgradienten hin. Auf homogenem Substrat zeigen
diese Zelllinien ein anderes Verhalten. Hier sind Zellen der Linie GD25-K794R motiler und
bauen das unterliegende FN stiarker um als GD25-K794Q Zellen (Pers. Kommunikation
Wehrle-Haller). Diesen stirkeren Umbau zeigen auch die Beobachtungen in dieser Arbeit (s.
Abbildung 3.13). Zwar bendtigen GD25-K794R Zellen linger, um zu polarisieren, ihre
Interaktion mit dem homogenen Substrat ist jedoch starker als die der GD25-K794Q Zellen.
Dies wire ein weiteres Beispiel, bei dem sich Effekte auf homogenem Substrat zu FN-
Dotgradienten unterscheiden, was mit einer komplexeren Regulation der Migration auf

mikrostrukturiertem Substrat erklart werden konnte.

Fibrillare Adhasionen und die Fibrillogenese

Die Fahigkeit, fibrillire Adhdsionen zu bilden, ist nur a531-Integrin vorbehalten. Dies kénnte
den entscheidenden Hinweis dafiir liefern, dass Zellen auf homogenem FN- und VN-Substrat
migrieren, dies jedoch auf strukturiertem Substrat nur auf FN-Dotgradienten und nicht auf
VN-Dotgradienten der Fall ist. Moglicherweise sind fiir die Migration auf strukturiertem
Substrat die Bildung von fibrilliren Adhésionen und der damit verbundene Umbau des FNs
unverzichtbar, wohingegen Migration auf homogenem Substrat auch ohne fibrilldre
Adhéasionen ablaufen kann. Dies wiirde auch die hohere Motilitdat von GD25-K794R Zellen auf
homogenem Substrat im Vergleich zu FN-Dotgradienten erkliren (Personliche
Kommunikation Wehrle-Haller). Auf der einen Seite konnte dies an der geometrischen
Anordnung der FN-Dots liegen, die im Gegensatz zu homogenem Substrat auch eine
rdumliche Limitation der Kontaktpunkte nach sich zieht. Auf der anderen Seite konnte die
Internalisierung der FN-Dots, die wiahrend der Migration auf FN-Dotgradienten stattfindet,
durch den Umbau in Fibrillen unterstiitzt werden. Wie genau das Ablosen der FN-Dots
ablauft, ist noch nicht geklart. Unveroffentlichte Studien unserer Arbeitsgruppe haben in
Zeitrafferfilmen ein Ablosen der FN-Dots gezeigt, bei denen das FN wahrend der Migration
extrazelluldr an den Integrinen haften bleibt. Eine andere Moglichkeit stellen lysosomale
Proteasen dar, die einen wichtigen Beitrag zur Zellmigration leisten sollen. Das Modell von
Sung und Weaver beschreibt, dass losliches FN oder proteolysierte FN-Fibrillen mithilfe von

Endosomen internalisiert werden. Dort werden sie durch lysosomale Enzyme in adhasive

101



DISKUSSION

Fragmente gespalten. Im Anschluss werden diese adhdsiven Fragmente als ,ready to adhere”-
Form an der Zellfront neben dem Lamellipodium resegregiert, um die Zellmigration zu
unterstiitzen (Sung and Weaver, 2011). Wie sich eine erneute Sekretion von FN-Fragmenten
auf den teils antiadhdsiven Bereichen der FN-Dotgradienten auswirken konnte und ob es
wahrend der Migration auf diesen Dotgradienten stattfindet, konnte Gegenstand weiterer
Untersuchungen sein.

Durch die Anwesenheit in fibrilliren Adhésionen spielt a5f1-Integrin auch eine zentrale
Rolle in der FN-Fibrillogenese, die zum Aufbau der Matrix durch den Umbau von léslichem
FN in unlésliche FN-Fibrillen fiihrt. Fiir diesen Prozess ist a5B1-Integrin erforderlich und
kann nicht ohne weiteres durch aVf33-Integrin kompensiert werden (Kinsey et al., 2008).
Eine Moglichkeit fiir die Notwendigkeit von a5B1-Integrin fiir die Fibrillogenese ist die
Interaktion mit loslichem FN. Wahrend sowohl o5B1- als auch aVfB3-Integrin an
immobilisiertem und gestretchtem FN binden kénnen, kann nur a5p1-Integrin mit 16slichem,
gefaltetem und dadurch inaktivem FN interagieren. Studien erkldren dies mit der
unterschiedlichen Erreichbarkeit der RGD-Bindetaschen von aVf33-Integrin (verborgen) und
a5B1-Integrin (freigelegt)(Huveneers et al., 2008). Hierbei wurde vermutet, dass die RGD-
Bindung bei aV33-Integrin fiir die mechanische Kopplung ausreicht, bei a5B1-Integrin jedoch
die RGD-Bindung zusitzlich mit der Bindung der synergistischen Bindestelle einhergehen
muss, um mechanische Kraft zu gewihrleisten (Garcia et al, 2002). Bis heute ist der
Mechanismus nicht vollstindig geklart, der von phosphotyrosinreichen, fokalen Adhésionen
zu phosphotyrosinarmen fibrilliren Adhasionen fiihrt. Eine mogliche Erklarung ist der catch-
bond Mechanismus zwischen a5B1-Integrin und FN, der in aVf33-Integrin nicht vorhanden ist

(Friedland et al., 2009).
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Fazit

Die Experimente dieser Arbeit konnten zeigen, dass die intrazelluldare [1-vermittelte
Signaltransduktion fiir die Migration auf FN-Dotgradienten unverzichtbar ist. Die Tatsache,
dass sich die Fahigkeit zur Migration auf FN- und VN-Dotgradienten unterscheidet, war
Anlass fiir die ndhere Untersuchung der Integrine o581 und oaVB3 sowie ihrer
unterschiedlichen Funktionen in der Migration auf FN-Dotgradienten (zusammengefasst in
Abbildung 4.2).

Das Verhalten der [(1-Integrin Knockout-Zellen auf FN-Dotgradienten bestirkte die
Vermutung, dass [1-Integrin eine wichtige Rolle in der Migration auf adhisiven FN-
Dotgradienten spielt, da diese Zellen kaum in der Lage waren, auf FN-Dotgradienten zu
migrieren. Die Transfektion der Spleifdvariante f1D konnte, im Gegensatz zu (1A, diese
Beeintrachtigung nicht umkehren. Die irreguldre intrazelluldre B1-Signaltransduktion der
GD25-B1D Zellen mit ihrem Einfluss auf die Migration, legte die Vermutung nahe, dass die
intrazelluldre f1-Doméne von grofier Bedeutung ist. Um diese Hypothese weiter zu priifen,
wurden Fibroblasten mit einem chimidren (3-Integrin transient transfiziert und auf VN-
Dotgradienten kultiviert. Im Gegensatz zu WT-Fibroblasten erwarben Fibroblasten mit dem
chiméren B3-Integrin erstmals die Fahigkeit zur Migration auf VN-Dotgradienten. Wahrend
die extrazelluldre Doméane von [33-Integrin die Interaktion mit dem Ligand VN ermaoglichte,
stellte die intrazellulire Domane von B1-Integrin die Migration sicher. Dieses Experiment
belegt eindeutig die bedeutende Funktion der intrazelluliren $1-Doméne fiir die Migration
auf FN-/VN-Dotgradienten und zeigt, dass die intrazellulare $1-Signaltransduktion und nicht
die Interaktion mit dem Ligand hierfiir entscheidend ist.

Da die Notwendigkeit der intrazellularen Domédne von 31-Integrin bestdtigt werden konnte,
fokussierten sich weitere Experimente auf, in diesem Kontext, charakteristische Unterschiede
in den zytoplasmatischen Bereichen von 1- und (33-Integrin. Im Gegensatz zu 33- besitzt 31-
Integrin ein acetylierbares Lysin (794) an der zytoplasmatischen Domane, dessen Einfluss
durch einen Aminosdureaustausch von Arginin und Glutamin ndher untersucht wurde. Die
Simulation eines nicht-acetylierten Lysins durch den Austausch durch Arginin in GD25-
K794R Zellen fiihrte zu einer Abnahme der Migrationsfiahigkeit, wahrend die Simulation
eines acetylierten Lysins durch Glutamin in GD25-K794Q Zellen die Migrationsfahigkeit nicht
beeintrachtigte. Diese Erkenntnis verdeutlicht die Notwendigkeit der intrazelluldren (1-

Integrindomane fiir die Migration auf FN-Dotgradienten.
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+B1A-K794R
+B1A-K794Q

Migration

Abbildung 4.2: Grafische Zusammenfassung der a581- und aVB3-vermittelten Migration auf FN- und VN-
Dotgradienten

Waéhrend aVf3-Integrin sowohl mit FN als auch mit VN interagieren kann, ist a5p1-Integrin spezifisch fir
Interaktionen mit FN. Im Gegensatz zu FN-Dotgradienten kénnen sich Wildtyp-Fibroblasten auf VN-Dotgradienten
nicht fortbewegen. Durch einen Knockout von 1-Integrin ($1-KO) verlieren die Zellen auch auf FN-Dotgradienten
ihre Fahigkeit zur Migration. Da die muskelspezifische Isoform (31D eine irreguldre intrazellulare
Signaltransduktion aufweist, fiihrt die stabile Transfektion von 31D in B1-Knockout-Zellen ebenfalls zu einer
anormalen Migration. Erst die ubiquitdr exprimierte Isoform 1A ermdglicht eine reguldre haptotaktische
Migration vergleichbar mit der des Wildtyps. Diese Erkenntnisse zeigen die Notwendigkeit einer funktionellen
intrazelluldren f1-Domaéne fiir die Migration auf FN-Dotgradienten. In diesem Kontext charakteristisch fiir die
intrazelluldre f1-Domane ist ein acetylierbares Lysin, das in 3-Integrin nicht vorzufinden ist. Der Einsatz eines
1-Integrins mit einem Austausch von Lysin zu Arginin (f1A-K794R), in den mit B1A transfizierten Zellen, fiihrt
dabei zu einer Migrationsabnahme. Ein Austausch von Lysin zu Glutamin ($1A-K794Q) hingegen stellt die
reguldre Migrationsfahigkeit wieder her. Dies zeigt welchen Einfluss die zytoplasmatische $1-Domédne auf die
Migration auf FN-Dotgradienten nimmt. Durch transiente Transfektion eines chimdren 3-Integrins, das die
extrazelluldre B3-Domdne, sowie die transmembrane und intrazellulire B1-Doméne (aVB3/B1) aufweist,
erwerben Fibroblasten die Fahigkeit, auf VN-Dotgradienten zu migrieren. Dies ist der klare Beleg dafiir, dass die
intrazelluldre Signaltransduktion von (31-Integrin die Entscheidende fiir die Migration auf FN-Dotgradienten ist,
wahrend natives aV(33-Integrin verzichtbar fiir die Migration ist.
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Abschliefdend wurde in dieser Arbeit untersucht, welchen Einfluss ein Knockout des 1-
Integrin-spezifischen Inhibitors ICAP-1 auf die Migration auf FN-Dotgradienten hat. Dieser
Inhibitor interagiert spezifisch mit B1- und nicht mit (3-Integrin, was eine weitere
Untersuchung von (1-Integrin spezifischen Merkmalen erlaubt. Der Knockout von ICAP-1

fiihrte zu einem Anstieg der Migration auf FN-Dotgradienten.

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass a5f31-Integrin mit seinem
Beitrag zu fibrillaren Adhésionen die zentrale Rolle in der Migration auf FN-Dotgradienten
einnimmt, wihrend aVf33-Integrin nicht in der Lage ist, Migration auf VN-Dotgradienten zu
initialisieren. Dies zeigt, dass auch wenn verschiedenartige Integrine denselben Liganden

binden, sie dennoch unterschiedliche Funktionen in biologischen Prozessen erfiillen.

4.4 Ausblick

In Zukunft konnten weitere Experimente zur Untersuchung von Proteinen angefertigt
werden, die in den Mechanismus der Haptotaxis involviert sein konnten. Frithere Studien
unserer Arbeitsgruppe konnten bereits zeigen, dass ein funktionierendes Aktin-Myosin- und
Mikrotubulisystem fiir die Haptotaxis von zentraler Bedeutung sind (Autenrieth, 2012).
Proteine, die dabei in beide Systeme involviert sind, stehen somit im Mittelpunkt zukiinftiger
Experimente. Ein geeigneter Kandidat ware das Spektraplakin ACF7, welches Mikrotubuli
entlang von Aktinfilamenten an die Zellfront fiihrt (Suozzi et al., 2012; Wu et al, 2008).
Hierbei konnten die Stérung mit pharmakologischen Inhibitoren und deren Auswirkung auf
die Haptotaxis untersucht werden. Diese Experimente lieffen sich zudem mit
Zeitrafferaufnahmen und TIRF-Mikroskopie kombinieren, um einen besseren Einblick in die
Interaktion zu erhalten. In Zukunft wire es zudem denkbar, wie bei der Gruppe von Wu oder
Martin Chemotaxis-Experimente anzufertigen, die ihre Effekte aus den Haptotaxis-Studien
direkt mit Chemotaxis-Studien vergleichen. Des Weiteren konnte eine Vielzahl von
Experimenten mit unterschiedlichen Substratgeometrien angefertigt werden. Die Methode
des Microcontact-Printings ermoglicht hierzu eine grofde Flexibilitit der geometrischen

Anordnung der Dots in ihrem Muster oder der Steilheit des Dotgradienten.

Beziiglich der Integrine ist bekannt, dass die Endocytose und das Recycling von a5f1- und
aVB3-Integrin unterschiedlich reguliert wird. Genauere Einblicke in diese verschiedenen
Wege der Endocytose wiren interessant und konnten weitere Informationen tber die

Funktionen dieser Integrine in der Migration auf FN-Dotgradienten liefern. Wahrend oV[33-
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Integrin iiber den Rab4-abhéngigen ,short-loop" recycelt werden, lauft die Endocytose von
a5B1-Integrin tiber den Rab11-abhdngigen ,long-loop“ ab. Wie sich eine pharmakologische
Inhibition von Komponenten des Rab11-abhdngigen Endocytoseweges auf die Migration auf
FN-Dotgradienten auswirkt, wire von groflem Interesse. Zudem konnten
Zeitrafferaufnahmen angefertigt werden, in denen fluoreszenzmarkierte Rab-Proteine einen
Einblick in das Integrinrecycling gewdhren. Die Experimente dieser Arbeit haben gezeigt,
dass die Acetylierung von Lysin eine bedeutende Rolle in der Migration auf FN-Dotgradienten
spielt. Studien von Wellen haben dargelegt, dass das Acetylierungs-Level in Zellen vom
Kofaktor der Acetyltransferasen, AcetylCoA, reguliert wird. Aus diesem Grund kénnte man in
Zukunft Experimente durchfiihren, die das Acetyl-CoA-Level in der Zelle beeinflussen und
den Effekt auf die Migration auf FN-Dotgradienten untersuchen. (Wellen et al., 2009; Wellen
and Thompson, 2012). Dies kdnnte beispielsweise durch niederkonzentrierte Glucose im
Zellkulturmedium erreicht werden. Da Acetyl-CoA jedoch an einer Vielzahl biologischer
Prozesse beteiligt ist, ist eine Storung des Acetyl-CoA-Levels ohne eine Kompensation nicht
einfach. Bisher ist liber die Acetylierung von nicht nuklearen Proteinen nur sehr wenig
bekannt. Das meiste Wissen existiert hauptsichlich iiber die Acetylierung von Histonen oder
Tubulin aber nicht liber den Einfluss der Acetylierung auf die Integrine. Aus diesem Grund
gibt es auf diesem Gebiet noch Vieles zu untersuchen.

Des Weiteren konnen Fibroblasten mit chimdrem (33-Integrin transfiziert werden, die den
Aminosdureaustausch von Arginin und Glutamin am zytoplasmatischen 1-Integrinbereich
aufweisen, um auf VN-Dotgradienten die Bedeutung der Acetylierung des zytoplasmatischen
B1-Integrinbereichs zu analysieren. Neben Studien zur Acetylierung konnten auch noch
weitere Experimente zu zytoplasmatischen Inhibitoren, wie Sharpin und FilaminA,
angefertigt werden, um weitere Einblicke in die Bedeutung der Integrininaktivierung fiir die
Migration auf FN-Dotgradienten zu erlangen.

Da gezeigt werden konnte, dass fibrillire Adhdsionen wichtig fiir die Migration auf FN-
Dotgradienten sind, konnen Adapterproteine wie Tensin, das verstarkt in fibrillaren
Adhéasionen zu finden ist, beispielsweise mithilfe eines Knockdowns untersucht werden.
Auferdem werden wihrend der Migration die unterliegenden FN-Dots internalisiert. Dieser
Mechanismus konnte ebenfalls naher untersucht werden, um ein besseres Verstandnis
dariiber zu erlangen, wie diese Internalisierung und das Ablésen der FN-Dots vom Substrat
ablauft. Hierzu konnten Zeitrafferfilme angefertigt werden, um zu visualisieren, ob eine
lysosomale Resegretion von adhésiven Proteinfragmenten auf den teils antiadhasiven
Dotgradienten liberhaupt stattfindet.

Da eigene Beobachtungen gezeigt haben, dass Migration auf FN-Dotgradienten nur in
Anwesenheit von Serumproteinen im Medium stattfindet, koénnten zukiinftige

Untersuchungen genauer analysieren, welche Wachstumsfaktoren fiir die Migration wichtig
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sind. Diese Erkenntnis hatte den Vorteil, dass Zellen fiir weitere Experimente in
Kulturmedium mit definierten, fiir die Migration notwendigen, Zusidtzen kultiviert werden
konnen. EZM-Proteine, die normalerweise im Serum enthalten sind, sind somit nicht
vorhanden, und kénnen sich auch nicht auf dem Substrat absetzen bzw. die Integrine
beeinflussen. Mit dieser Erkenntnis konnten Zellen in serumfreiem Medium unter der Zugabe
von einzelnen wichtigen Wachstumsfaktorkomponenten, wie beispielsweise PDGF, auf den
Dotgradienten kultiviert werden.

Viele Arbeitsgruppen verwenden fiir ihre Experimente homogen beschichtete Substrate oder
kontinuierliche Adhédsionsgradienten. Auf diesen sind die Polarisierung der Zellen und die
geometrische Anordnung der Kontaktpunkte nicht so ausgepragt wie in diskontinuierlichen
Dotgradienten. Da Proteine in vivo nicht homogen, sondern raumlich verteilt vorliegen,
reprasentieren diskontinuierliche Dotgradienten die in vivo Situation starker und erlauben
eine genauere Quantifizierung der gewonnenen Erkenntnisse. Eine noch deutlichere
Simulierung der in vivo Situation kann mit 3D-Substraten wie beispielsweise Hydrogelen
erreicht werden. Zwar konnen in 3D-Gelen nicht so definierte Proteingeometrien untersucht
werden wie dies auf diskontinuierlichen Dotgradienten der Fall ist, dennoch entsprechen sie
der in vivo Umgebung besser als 2D-Substrate. Studien konnten zudem zeigen, dass sich
fokale Adhasionen in 3D von 2D Adhdsionen unterscheiden. So ist z.B. B3-Integrin nur in
fokalen Adhasionen in 2D und nicht in 3D Matrix-Adhésionen zu finden. Dies deutet auf
substratspezifische Unterschiede hin, die es ndher zu untersuchen gilt.

Studien zeigen, dass eine 1D FN-Linie eher der 3D-Situation entspricht als homogene 2D-
Substrate, da die Zellen stirker polarisiert sind und uniaxial migrieren. Aufderdem ist das
Migrationsverhalten in 3D durch die Abhédngigkeit von einer hohen RhoA-Aktivitit wie sie
von a5B1-vermittelten Adhdsionen unterstiitzt wird und von der Kontraktilitit des Aktin-
Myosin/Systems gekennzeichnet (Doyle et al., 2009). Diese Tatsachen lassen vermuten, dass
mikrostrukturierte Dotgradienten eher einer 3D-Umgebung entsprechen als homogenen 2D-
Substraten. Diese Hypothese konnte die Basis fiir zukiinftige Experimente darstellen, die
Effekte auf FN-Dotgradienten mit denen in 3D vergleichen konnten. Beispielsweise konnten
Zellen der Zelllinien GD25-K794R und -K794Q in 3D-Matrigelen kultiviert und ihr
Migrationsverhalten mittels Zeitrafferaufnahmen untersucht werden. Da sich das Verhalten
dieser Zelllinien auf homogenem und mikrostrukturiertem Substrat unterscheidet, konnten
die Studien in 3D dazu fithren, diesen substratspezifischen Effekt aufzuklaren und die
Hypothese, dass Dotgradienten eher der 3D Situation entsprechen als homogene Substraten,
bestétigen. Dies konnte die Erklarung dafiir sein, dass viele in der Literatur beschriebene
Effekte auf Dotgradienten, genau wie in 3D, nicht zu finden sind. Bestdtigt sich diese
Vermutung, wiirde dies den diskontinuierlichen Protein-Dotgradienten eine vollig neue

Bedeutung und einen neuen Einfluss zuweisen, da sich Proteine auf mikrostrukturiertem
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Substrat um einiges leichter kontrollieren und Zellen einfacher quantifizieren lassen als in

3D, sie jedoch trotzdem 3D-spezifische Effekte reprasentieren.
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